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RESUMO

O Lupus Eritematoso Sistémico € uma doenca tipicamente multigénica e
multifatorial, com grande complexidade clinica e fisiopatologica. As causas do
LES nado sao totalmente conhecidas, mas sabe-se que fatores ambientais e
genéticos estdo envolvidos. As manifestacdes clinicas observadas em
pacientes acometidos pelo LES sao diversificadas como fadiga, mal-estar,
emagrecimento, artrite, febre, nefrite, vasculite e anemias. Dentre as varias
manifestacdes clinicas observadas em pacientes com Lupus, as anemias nos
chamam a atencgao principalmente quando se observa em nosso estudo uma
prevaléncia 52,5% dos pacientes com indices hematimétricos sugestivo de
anemias. Esse quadro de anemia normalmente se observa em pacientes com
doenca Ilupica, mas sobre as anemias hereditarias, em especial as
hemoglobinopatias e talassemias, que sdo as mais comuns das alteragdes
genéticas humanas de frequéncia muito variavel na populagéo brasileira, tém
poucos estudos realizados de prevaléncia nas populagdes acometidas por
LES. O objetivo desse trabalho foi o de avaliar a prevaléncia das
hemoglobinopatias e talassemia em pacientes portadores de Lupus
Eritematoso Sistemica. Para isso foram estudadas 80 amostras de sangue de
pacientes com doenca Lupica atendidos no ambulatério do Hospital das
Clinicas de Goiania. Foram utilizados testes laboratoriais ndo moleculares. A
frequéncia das alteragdes da hemoglobina foi de 8,75%, encontradas em 7
pacientes. Dessas alteracbes a mais prevalente foi a talassemia alfa,
encontrada em 4 pacientes, correspondendo a uma frequéncia de 5,0% da
populacdo estudada. A segunda alteracdo mais frequente foi o heterozigoto

para a hemoglobina S, encontrada em 2 pacientes, correspondendo a 2,5% da

13



populacdo. A terceira alteragdo foi o heterozigoto para a hemoglobina C,
encontrada em 1 paciente, correspondendo a 1,25%. Nenhum caso de
homozigose foi encontrado no presente estudo. Este trabalho demonstra a
necessidade de avaliagcbes mais cautelosas nos disturbios das anemias em
pacientes com Lupus, sugerindo a implantagdo de servicos hematoldgicos de
esclarecimento a essa populacdo com o intuito de esclarecer a verdadeira

causa da anemia presente nos individuos afetados com LES.
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SUMMARY

Systemic Lupus Erythematosus is a quintessential multigenic and
multifactorial disease, with remarkable clinical and pathogenic complexities. The
causes of the SLE total are not known, but it knows that ambient and genetic
factors are involved. The observed clinical manifestations in patients to take
hold of the SLE are diversified as fatigue, indisposition, slimming, arthritis, fever,
nephritis, vasculitis, and anemias. Amongst them you various observed clinical
manifestations in lupus patients, the anemias in them call the attention mainly
when prevalence 52.5% of the patients with RBC index suggestive of anemias
is observed in our study. This picture of anemia normally is observed in lupus
patients, but the hereditary anemias, especially the hemoglobinopathies and
thalassemias, are the most common of the human genetic alterations and its
frequency in the Brazilian population is very variable, have few carried through
studies of prevalence in the populations attacks for SLE. In an attempt to
evaluate the prevalence of the hemoglobinopathies and thalassemia in the
population with systemic lupus erythematosus. We studied 80 blood samples of
patients with systemic lupus erythematosus in the Hospital das Clinicas de
Goiéania-Brazil had been studied. Laboratories tests had been used but not
molecular tests. The frequency of the alterations of the hemoglobin was 8.75%,
found in 7 patient. Of those alterations, the more prevalent was the thalassemia
alpha, found in 4 patient, corresponding to a frequency of 5.0% of the studied
population. The second more frequent alteration was the heterozigous for the
hemoglobin S, found in 2 patients, corresponding to 2.5% of the population. The
third alteration was the heterozigous for the hemoglobin C, found in 1 patient

1.25%. No case of homozigose was found in the present study. This study
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demonstrates hemoglobinopathies and thalassemia be include between several

cause of anemia in SLE.

16



1. INTRODUGCAO

1.1. Lupus Eritematoso Sistémico (LES)

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) € uma doenga auto-imune, de
etiologia desconhecida, provavelmente multifatorial, que acomete o tecido
conectivo de varios 6rgédos. Sua evolugédo apresenta periodos de atividade e
remissao, que podem ser desencadeados por fatores genéticos, infecciosos,
hormonais, ambientais e mesmo psicoldgicos. E considerada uma enfermidade
crOnica, que atinge varios sistemas do organismo humano, simultanea ou
sucessivamente, muitas vezes levando a faléncia de o&rgéos vitais ou
comprometendo definitivamente suas func¢des (Antolin & Amérigo, 1996).
Considerado uma das enfermidades do colageno (Gahan 1992), o Lupus é
uma doenga auto-imune com varias manifestacdes clinicas, que podem ser
mucocutaneas e estar ou ndo acompanhadas de manifestagdes sistémicas
(McMurray & May 2003).

O LES foi classificado como uma doenga cutédnea por Biett em 1828,
tendo sido assim denominado por Cazenave, em 1850, para distingui-lo do
Lapus vulgar (Cossermelli et al 1978, Holubar & Fatovic-Ferencic 2001). A
palavra latina /lupus significa lobo e estabelece uma analogia entre as erupgdes
faciais da doenca e as marcas observadas na face de alguns lobos (Parham
2001). O termo auto-imune refere-se a produgdo de auto-anticorpos dirigidos a
um constituinte préprio do organismo ou reatividade de linfécitos a um antigeno
também préprio. O aparecimento de varios auto-anticorpos, associados a uma
falha na supressdo de sua formacao levam a formacdo de muito complexo
antigeno-anticorpos, que se depositam em diversos 6rgaos e respondem, pelo

menos parcialmente, pelo estado clinico do paciente (Cossermelli et al 1978).
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No Lupus FEritematoso Sistémico, os auto-anticorpos ligam-se aos
componentes da superficie celular, do citoplasma e do nucleo, inclusive aos
acidos nucléicos e as particulas de nucleoproteinas. Apos essa ligagéao
molecular, inicia-se reacao inflamatéria que leva a destruicao das células e dos
tecidos (Parham 2001).

Em estudos norte-americanos, a incidéncia estimada de LES na
populagcao é de 5,7 a 7,6 casos por ano para cada 100 mil habitantes. Acomete
predominantemente individuos jovens, do sexo feminino, na proporgdo de
cerca de dez mulheres para cada homem. Prystowsky SD, (1976) relata que o
LES tem uma maior frequéncia, em mulheres entre 20 e 40 anos e que € uma
doencga rara na infancia ou em individuos com mais de 70 anos de idade.

Segundo (Peakman, 1997) o LES afeta 40 em 100.000 individuos da
Europa setentrional ou caucasiano americanos. A incidéncia parece ser maior
na populagédo negra e ainda maior em orientais.

O desequilibrio imunolégico no LES caracteriza-se pela perda da
tolerancia imunoldgica, desenvolvimento de auto-anticorpos e resposta
citotoxica contra auto-antigenos, desencadeando fené6menos inflamatorios que
levam a lesado tecidual e/ou a destruigdo celular (Cervera & Ingelmo, 1996;
Gomez-Reino, 1996).

No LES s&o descritos como sinais e sintomas mais frequentes: fadiga,
anemia, febre, perda ponderal, artralgia, artrite, erupgédo tipo borboleta,
fotossensibilidade, alopécia, linfadenopatia, pleurite, pericardite, diarréia,
anemia, vasculite, sindrome nefritica, doencas do sistema nervoso central,

disturbios da personalidade.

18



Para uniformizar a definicdo de LES em estudos cientificos, em 1982,
Tan et al e cols, estabeleceram os critérios de classificagdo para LES.
Recentemente, esse cirtérios foram revisados (Hochberg, 1997). Os critérios,
citados a seguir sdo em numero de onze, e a classificagdo como LES
corresponde a presenca de quatro desses. Embora raros, ha pacientes com
LES que néo apresentam quatro dos onze critérios (Sato, 2002)

1) Eritema malar: lesdo eritematosa fixa em regido malar, plana ou em
relevo.

2) Lesao discoide: lesdo eritematosa, infiltrada, com escamas
queratdticas aderidas e tampdes foliculares, que evolui com cicatriz atréfica e
discromia.

3) Fotossensibilidade: exantema cutaneo, como reagdo n&o usual a
exposi¢ao a luz solar, de acordo com a historia do paciente ou conforme
observado pelo médico.

4) Ulceras orais/nasais: Ulceras orais ou nasofaringeas, usualmente
indolores, observadas pelo médico.

5) Artrite: artrite ndo erosiva envolvendo duas ou mais articulagbes
periféricas, caracterizadas por dor e edema ou derramearticular.

6) Serosite: pleuris (caracterizada por histéria convincente de dor
pleuritica ou atrito auscultado pelo médico ou evidéncia de derrame pleural) ou
pericardite (documentado por eletrocardiograma, atrito ou evidéncia de
derrame pericardico).

7) Comprometimento renal: proteinuria persistente (> 0,5g/dia ou 3+) ou

cilindrdria anormal.
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8) Alteragdes neuroldgicas: convulsado (na auséncia de outra causa) ou
psicose (na auséncia de outra causa).

9) Alteragdes hematologicas: anemia hemolitica ou leucopenia (menor
que 4.000 leucécitos/ml em duas ou mais ocasides), linfopenia (menor que
1.500 linfocitos/ml em duas

ou mais ocasides) ou plaquetopenia (menor que 100.000 plaquetas/ml
na auséncia de outra causa).

10) Alteragdes imunologicas: anticorpo anti-DNA nativo ou anti-Sm, ou
presenga de anticorpo antifosfolipide baseado em: a) niveis anormais de 1gG
ou IgM anticardiolipina; b) teste positivo para anticoagulante lupico ou teste
falsopositivo para sifilis, por no minimo seis meses.

11) Anticorpos antinucleares: titulo anormal de anticorpo anti-nuclear por
imunofluorescéncia indireta ou método equivalente, em qualquer época, € na
auséncia de drogas conhecidas por estarem associadas a sindrome do lupus
induzido por drogas.

Dentre os onze critérios referidos acima, as alteragdes hematoldgicas
sdo as que nos chamam mais a atencao, principalmente as alteragdes na série
eritrocitica que acometem a maioria dos pacientes com Lupus. Hochberg,
(1997) em trabalhos publicados relata que 40% dos pacientes com doencga
l[upica apresentam algum quadro de anemia. Contudo, na maioria dos casos,
essa alteracao nao se deve apenas a anemia hemolitica auto-imune.

Considera-se que existe anemia se a concentragdo de hemoglobina ou o
hematécrito estdo abaixo do limite. As causas de anemia pertencem a trés
grandes categorias fisiopatologicas: producéo deficiente das células vermelhas,

perda de sangue ou destruicdo acelerada (hemodlise) maior que a capacidade
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da medula éssea em repor essas perdas. As anemias também podem ser
classificadas pela morfologia das células vermelhas como macrociticas,
normociticas ou microciticas e como também pelo seu conteudo hemoglobinico
hipocrémicas e hipercrémicas (Henry, 1995)

No hemograma de pacientes com Lupus frequentemente observamos,
anemia leve ou moderada, valores de hematécrito até 30% abaixo do normal
(Carbotte, 1986). Geralmente estes pacientes se queixam de fadiga facil,
dispnéia por exercicios, e as vezes desmaios, palpitagcdes e dores de cabeca.
Esses achados fisicos e laboratoriais sdo comumente observados em
pacientes com LES.

Constata-se frequentemente em pacientes com LES, anemias
hemoliticas que se caracterizam pela presenga de um anticorpo dirigido contra
os globulos vermelhos do paciente. Em consequéncia, uma porgao da célula
vermelha, ou toda ela, & fagocitada (Verrastro et al 1996). Este paciente
geralmente apresenta um quadro hematimétrico sugestivo de anemia
microcitica e hipocrémica.

Outros tipos de anemias também sdo observados em pacientes com
doenga Lupica como as anemias provocadas por perda de sangue, por
deficiéncia de ferro, por producéo deficiente (megaloblastica), anemia aplastica
e anemias hereditarias (hemoglobinopatias e talassemias). Este grupo de
anemias hereditarias traz uma preocupacao especial, pelo fato de muito das
vezes ndo serem diagnosticadas, ja que o quadro hematoldgico das
hemoglobinopatias e talassemias possam coincidir com o quadro clinico e

laboratorial hematoldgico provocados pelo Lupus Eritematoso Sistémico.
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Historicamente existe uma coincidéncia nos componentes geograficos e
étnicos entre as duas doengas, LES e anemias hereditarias , segundo
(Peakman, 1997) existe uma maior incidéncia de LES na populagdo negra e
oriental. Ja Naoum, (1987) relata a grande participagdo da populagao africana
(negra) distribuindo os genes das hemoglobinopatias e posteriormente a
imigracdo de europeus e asiaticos para o Brasil trazendo os genes das
talassemias. Desse modo entende-se que ha a necessidade de realizar
estudos mais especificos e detalhados das hemoglobinas dos pacientes

portadores de doenca lupica.

1.2. Hemoglobinopatias e talassemias

O Brasil se caracteriza por significativa mistura racial onde o processo
de colonizagdo teve grande influéncia na dispersdo dos genes anormais,
principalmente talassemias e falcemias. Assim, a distribuicdo das
hemoglobinas anormais, provenientes de formas variantes e talassemias, estao
relacionadas com as etnias que compdem nossa populagdo. Dentre as
hemoglobinas variantes, as mais frequentes na populagdo brasileira s&o a
hemoglobina S (HbS) e C (HbC), ambas de origem africana, mostrando a
intensa participacdo do negro na composi¢cao populacional brasileira (Naoum,
et al 1979). As talassemias s&o mais frequentes em regides que tiveram maior
participagdo da colonizagdo italiana. Outras variantes raras como as
hemoglobinas D, J, I, N, G, s&o encontradas em diferentes localidades (Naoum,
et al 1987a).

Observa-se que a formacdo étnica da populacdo brasileira esta

associada ao processo de colonizagido ao qual fomos submetidos. Inicialmente,
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portugueses-indios, negros africanos e posteriormente devido as necessidades
de povoagéo, outros povos imigraram para o Brasil como: italianos, japoneses,
tailandeses, gregos, chineses, filipinos, malasianos, cipriotas-gregos, arabes-
jordanianos, indonésios, espanhodis, canadenses e outros povos africanos.
Esses povos apresentam originalmente genes para as hemoglobinas anormais

com frequéncias variadas (Naoum 1982 b, Viana 1999).

Figura 1 — Mapa mstrandb resumidamente a origem das migragdes para o
Brasil.

Conforme Naoum & Domingos (1997b), a introdugdo da Hb S no Brasil,
se deu com maior intensidade durante o trafico de escravos africanos. A
procedéncia dos escravos africanos para o Brasil era basicamente de duas
regides: Costa da Mina e de Angola, sendo que deste vieram dois ter¢cos dos
escravos que entraram pelos portos do Rio de Janeiro e Pernambuco. O tergo
restante recebido pelo porto da Bahia, provinha da Costa da Mina. Uma parcela
menor também veio de outras regides africanas como Cacheu, Cabo Verde,
Mocambique e Madagascar. Os escravos aqui aportados eram originarios dos

grupos Sudaneses e Bantos (Salles 1992). Esses grupos, segundo Naoum
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(1982), sdo os que apresentam maior incidéncia de hemoglobinas variantes.
Particularizando para o Estado de Goias, os africanos sudaneses
provavelmente predominam em Goias, pois era o grupo que aportava na Bahia.
Outro grande grupo africano, os “Bantus”, procedente do Rio de Janeiro,
Alagoas, Pernambuco, Maranhdo e Para. (Naoum 1982 b) também se

deslocaram para o estado. (Figura 2)

Indices de imigracao £
Bl Acentuada
[ Moderada
B Pequena
B Pouca

Figura 2 — Regides da Africa com a origem dos negros que vieram para o
Brasil. A legenda mostra a intensidade das correntes migratorias (Adaptado de
Naoum, 1982).
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O trafico de escravos trouxe para o Brasil negros africanos oriundos de
diversas regides da Africa. Conforme Tabela 1 observa-se que no periodo de

1701-1710 a 1801-1810 a procedéncia regional de negros para o Brasil.

Tabela 1-Desembarque estimado de escravos africanos no Brasil,
por procedéncia regional periodos de 1701-1710 a 1801-1810
Desembarque estimado de escravos africanos
Periodos Procedéncia regional
Total
Costa do Marfim Angola
1701-1710 153700 83700 70000
1711-1720 139000 83700 55300
1721-1730 146300 79200 67100
1731-1740 166100 56800 109300
1741-1750 185100 55000 130100
1751-1760 169400 45900 123500
1761-1770 164600 38700 125900
1771-1780 161300 29800 131500
1781-1790 178100 24200 153900
1791-1800 221600 53600 16800
1801-1810 206200 54900 151300
Total 1891400 605500 1285900

Fonte: Brasil: 500 anos de povoamento. Rio de Janeiro: IBGE, 2000.
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Segundo dados do Censo Demografico do IBGE (2000), a populagéao de
Goias é de 5.003.228 habitantes e esta distribuida em 242 municipios, sendo
2.510.790 (50,2 %) constituida por mulheres e 2.492.438 (49,8%) por homens.
Da populacao total, 4.396.645 (87,9%) sao de domicilio urbano e 606.583
(12,1%) de domicilio rural. Goiania € o municipio que apresenta maior numero
de habitantes, ou seja, 1.093.007 (21,84%). A Tabela 2 mostra a Populagéo

residente, por cor ou raga em Goias, segundo classificagdo do IBGE.

Tabela 2 — Populagao residente, por cor ou raga no estado de Goias.

Cor ou raga Populacao %
Branca 2.538.412 50,73
Parda 2.176.260 43,49
Negra 226.963 4,54
Amarela 12.052 0,24
Indigena 14.110 0,28
Sem declaracao 36.399 0,73
TOTAL 5.004.197 100,00

Fonte: IBGE, Censo Demografico 2000.

Segundo (Palacin et al. 2001) a mesticagem em Goias foi grande,
principalmente entre o branco e o negro. Um das causas para isso foi devido
ao pequeno numero de mulheres brancas. No senso de 1804, os pardos
(denominagdo da época para designarem mulatos) representavam mais da
metade da populacao livre de Goias. Desse modo observa-se, que a populacao
Goiania, tem uma significativa mistura racial. Seu processo de colonizagéo teve
grande responsabilidade na dispersdo dos genes anormais das talassemias e
falcemias.

Assim, a distribuicdo das hemoglobinas anormais, provenientes de
formas variantes e talassemias, estdo relacionadas com as etnias que

compdem nossa populagdo (Naoum, 1984).
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A hemoglobina €& formada por quatro subunidades, composta de dois
pares de cadeias globinicas, polipeptidicas, conhecidas por cadeia alfa e beta.
As informagbes para a sintese dessa proteina estdo contidas nos genes dos
cromossomos 16 e 11, respectivamente. No adulto, os genes do cromossomo
11 séo responsaveis pela sintese das cadeias beta, delta e gama. Ja os genes
do cromossomo 16 sdo responsaveis pela sintese das cadeias alfa, as quais
possuem uma sequéncia de 141 aminoacidos, enquanto que as cadeias beta,
146 aminoacidos. As combinagdes entre as diversas cadeias de proteinas dao
origem as diferentes hemoglobinas presentes nos eritrécitos. (Naoum 1982 b,
1997,1999, Naoum et al. 1987b, Dacie 1995, Lorenzi 1999, Silva & Hashimoto
1999, Bernard et al 2000). A partir do sexto més de vida, segundo Naoum
(1997) sédo encontradas normalmente as hemoglobinas: “A” formada por duas
cadeias alfa e duas beta (95 a 98 %), “A." formada por duas cadeias alfa e
duas delta (2,0 a 3,5 %) e a Fetal “F” formada por duas cadeias alfa e duas

gama (até 1,0 %).

Figura 3 — Cadeias Alfa e Beta da estrutura molecular da hemoglobina.
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As hemoglobinas diferentes das trés acima citadas s&o conhecidas por
hemoglobinas variantes. Incluem as hemoglobinopatias e as talassemias. Nas
primeiras ocorre troca de aminoacidos na sequéncia das cadeias globinicas da
hemoglobina. Nas segundas, ha alteragdo quantitativa das cadeias alfa ou beta
de globinas, que s&o sintetizadas em quantidade inferior a da hemacia normal.
(Naoum et al. 1987b, Naoum 1997, Naoum & Domingos 1997, Siqueira et al.
2002, Neto & Pitombeira 2003).

As hemoglobinopatias constituem uma das principais e mais frequentes
doencgas genéticas que acometem seres humanos; e, dentre elas, a anemia
falciforme € a doenga hereditaria mais prevalente no Brasil (Naoum, 1984),
chegando a acometer 1 a 3% da populagdo negréide, com tendéncia a atingir
parcela cada vez mais significativa da populagdo, devido ao alto grau de
miscigenagao em nosso pais. Ja o portador do trago falcemico, em condigdes
normais, ndao apresenta manifestagdes clinicas ou laboratoriais. Contudo, a
morbidade desta anomalia depende de fatores ambientais, sendo relatado na
literatura, desde pequenos danos a saude até manifestagdes clinicas graves,
inclusive a morte dos individuos portadores desta condi¢ao (Ramalho, 1979).

Naoum, (1982b,1997) cita que as hemoglobinopatias sdo designacdes
destinadas as hemoglobinas variantes e talassemias que causam hemodlise,
policitemia, cianose, anemia ou falcizagcdo. S&o exemplos de
hemoglobinopatias: Anemia falciforme, Hemoglobinopatias C, D, E, e
associagdes entre Hemoglobina S e C. (Dacie 1995, Lorenzi 1999, Naoum
1997, 1999).

Segundo Naoum (1982 a, 1987, 1997, 1999), Naoum et al (1987b),Silva

& Hashimoto (1999) e Neto & Pitombeira (2003) na anemia falciforme ha
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mutacdo no sexto aminoacido da cadeia beta, onde a base nitrogenada
adenina (A) € substituida por timina (T), ocasionando a substituigdo do
aminoacido acido glutamico pela valina. Esta substituicdo altera a carga elétrica
da hemoglobina, causando alteragdes da morfologia dos eritrécitos quando em

baixas tensdes de oxigénio.

Thr Pro Glu Glu cadeia beta A

...ACT CCT GAHGEG EHE...geﬂEbeta.i‘-.
codao # 4 Y 6 7

...ACT CCT GTG 6RAG...genebetass

Thr Pro Yal Glu cadeiabeta S
Figura 4 — Representagao da substituicdo do acido glutamico pela valina na

posicao 6 da cadeia Beta.

Ja na hemoglobina C (Hb C) é uma variante originada pela substituigdo
do acido glutémico por lisina na posicédo 6 da cadeia beta, causando um leve
disturbio hemolitico. Possui prevaléncia entre 15% a 30% nos povos de origem
africana, e sua frequéncia é bastante variavel na populagdo brasileira,
dependendo da regido analisada. A troca do aminoacido confere caracteristicas
estruturais e funcionais proprias a molécula, facilitando a sua identificacdo por
metodologias de rotina diagnostica ( Old, 1966).

O estado heterozigético hemoglobina AC € assintomatico, sem anemia

e pode estar presente uma hipocromia leve com presenca de células em alvo

no esfregago sanguineo. Na eletroforese de hemoglobinas segundo (Lorenzi,

1999) encontramos a hemoglobina C para o portador heterozigoto menos que
50%.

Conforme Naoum (1982 a, 1997, 1999) as talassemias constituem um

grupo heterogéneo de doencgas hereditarias caracterizadas pela deficiéncia

29



total ou parcial da sintese de globina. As talassemias s&o classificadas de
acordo com a globina afetada. Quando a producdo afetada € a globina de
cadeias do tipo alfa, tém-se as alfas talassemias, quando ocorre nas cadeias
do tipo beta, tem-se as beta talassemias (Naoum 1997, 1999, Silva &
Hashimoto 1999).

As talassemias alfa se devem a deficiéncia parcial ou completa da
sintese da globina a nas hemacias de individuos afetados. (Weatherall and
Clegg, 1981). As cadeias globinicas a sdo necessarias para a sintese de
hemoglobinas presentes na fase fetal e na fase adulta, exercendo importante
papel na manutencdo da estabilidade destas moléculas de hemoglobina.
Assim, os defeitos que interferem na sua sintese tém repercusséo clinica em
ambas as fases, diferente das cadeias b, que estdo presentes apenas no
componente hemoglobinico adulto maior, a hemoglobina A (Hb A) ( Waye JS,
Chui DHK, 2001).

No feto, a deficiéncia de globinas o produz um excesso de cadeias
gama (0) e, apds o sexto més de vida, o excesso se deve a globina 3, que se
torna livre. Essas cadeias livres formam tetré@meros denominados de Hb Bart's
(g4) e Hb H (b4). A fisiopatologia da talassemia alfa € condicionada, justamente,
pela formacao desses tetrameros, que sao instaveis e termolabeis ( Weatherall
, 2001) As talassemias alfa se devem principalmente por defeitos herdados na
expressao dos genes do cromossomo 16 que codificam as globinas a atingindo
de um a quatro destes genes, embora, defeitos de sintese também podem
ocorrer de forma adquirida ( Liebhaber, 1989 ). Por essa razdo é possivel
classificar as talassemias alfa em quatro categorias, de acordo com o nivel de

expressao dos genes a:
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(1) uma forma assintomatica ou portador silencioso, com perda de um
unico gene (-a /aa);

(2) o traco alfa talassémico, no qual ha perda de dois genes alfa de um
unico cromossomo (--/aa) ou de um gene a de ambos os cromossomos (-a /-a);

(3) a doenga da hemoglobina H, na qual apenas um gene alfa é
funcional (--/- a);

(4) a hidropsia fetal, caracterizada pela auséncia dos quatro genes alfa (-
-/--).

Devemos destacar a talassemia minima que geralmente € do tipo alfa
(Tal. Alfa) com um ou dois genes parcialmente reduzidos na sua expresséo.
Sendo que o paciente € assintomatico, o eritrograma pode apresentar valores
numéricos normais, porém com discreta alteragado na morfologia eritrocitaria em
tamanho, hemacias microciticas.

Devido a grande variedade de interagbes genéticas possiveis, geradas
por processos de delecdo, ndo delegcdo e hemoglobinas variantes, entre outros,
pode ocorrer uma sobreposi¢cao entre os grupos acima, dificultando a sua
caracterizacdo.( Weatherall, et al 1978). A anemia presente nas talassemias
alfa se deve a diminuicdo do tempo de sobrevida dos eritrécitos que contém
corpos de inclusdo e sdo, por isto, retirados pela microvasculatura esplénica.
Além disso, pelo defeito na sintese de quantidades normais de hemoglobina,
os eritrécitos apresentam-se microciticos e hipocromicos. (Weatherall, 2001).
Estes dados s&o de relevancia clinica, uma vez que estas alteracdes
hematologicas sdo seguidamente interpretadas como indicadores de
deficiéncia de ferro ou caracteristicas de anemia de doengas cronicas.(

Brittenham, 2000)
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Referindo-se as talassemias beta Naoum (1982 a, 1983, 1997, 1999),
Papassotiriou et al. (1998) e Silva & Hashimoto (1999) citam que estas s&o
mais heterogéneas do que as do tipo alfa. Caracterizam-se pela mutagdo nos
genes do cromossoma 11, afetando a expressdo e regulacdo do gene, que
alteram quantitativamente a sintese de globinas beta. Como ha aumento das
cadeias alfa livres dentro dos eritrocitos elas precipitam. Esse precipitado altera
a membrana celular e a célula assim alterada é fagocitada precocemente pelo
sistema reticuloendotelial, provocando anemia. Podemos reconhecer dois tipos
principais de beta-talassemia: 1°-beta-talassemia (Beta®) na qual ndo se
demonstra sintese de cadeias beta; 2° beta-talassemia(Beta®*) na qual a sintese
de cadeias é reduzida para 5% a 30% do normal (Verrastro et al 1996).

Os sintomas gerais em qualquer tipo de anemia segundo (Verrastro et al
1996) sédo: palidez cutaneomucosa, fadiga, polipnéia, astenia, cansago facil,
dores musculares, unhas quebradicas, irritabilidade, taquicardia aos esforgos,
sonoléncia, nauseas, perda do libido e impoténcia. Em estados mais grave,
constata-se uma polipnéia permanente, com taquicardia, edema de membros
inferiores e sinais de anorexia cerebral.

A Organizagdo Mundial de Saude, Academia de Ciéncias do Terceiro
Mundo e a Organizagdo Panamericana de Saude recomendam o levantamento
populacional da prevaléncia das anemias hereditarias nas populagdes, pois as
anemias hereditarias sao causas de morbidade e de mortalidade na populacao

(Who Working Group 1982, Silva & Ramalho 1997).
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2. OBJETIVO

2.1- OBJETIVO GERAL
Verificar a prevaléncia de Hemoglobinopatias hereditarias e Talassemias
em pacientes portadores de Lupus Eritematoso Sistémico em tratamento no

Hospital das Clinicas de Goiania.

2.2— OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Comparar a possivel ocorréncia de hemoglobinopatias e
talassemias em associagao com o Lupus Eritematoso Sistémico.

2. Correlacionar essas anomalias hereditarias com faixa etaria,
sexo.

3. Orientar, informar e esclarecer os afetados a respeito da condi¢ao

da alteracdo da hemoglobina.
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3. CRITERIOS E AMOSTRAGEM

3.1 — Critérios

3.1.1 — Critérios para selegao dos participantes no trabalho

Os critérios de inclusdo para que os pacientes fagcam parte da
pesquisa serao:

1. Pacientes que voluntariamente concordam em participar e
assinar o Termo de consentimento livre esclarecido, ou do
responsavel no caso de criangas (anexo 1).

2. Pacientes que preencham pelo menos 4 dos 11 critérios de
classificagao para LES do Colégio Americano de Reumatologia.

3. Pacientes de ambos 0s sexos

4. Nao existira limite de idade para ser efetuada a pesquisa.

3.1.2 — Critérios de exclusao dos participantes no trabalho

Os Critérios de exclusao dos pacientes a serem pesquisados serao:

1. Pacientes que nao assinarem o Termo de consentimento livre
esclarecido e ndo concordarem com a pesquisa ou que retirarem
0 seu consentimento.

2. Os pacientes que nao preencherem os critérios de classificagcao

para a doenga Lupus Eritematoso Sistémico.

3.1.3 — Identificagao do participante

A identificagdo do participante foi realizada mediante a obten¢do dos
seguintes dados: nome completo, data de nascimento, idade, sexo,
naturalidade, endereco completo, telefone, numero do prontuario no hospital
das clinicas de Goiania. Aléem dessa identificagdo, todos os participantes

receberam numero de registro em ordem crescente (anexo 2).
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3.2 — Amostragem

O material utilizado para o estudo da prevaléncia das hemoglobinopatias
e talassemias em pacientes portadores de Lupus eritematoso sistémico no
Hospital das Clinicas de Goiania foi o sangue, obtido por pungédo venosa de
veias periféricas do paciente e coletado diretamente em frascos tipo “penicilina”
contendo solugdo comercial de anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino
tetracético) a 10 g/dl, 1 gota para cada 5 ml de sangue. Cada amostra foi
identificada de acordo com a ficha cadastral modelo (anexo 2). Todas as
amostras foram analisadas e estudadas no Laboratério de Estudo e Pesquisa
de Anemias Hereditarias — LEPAH, Prof. Dr. Paulo Cesar Naoum, do
Departamento de Biomedicina da Universidade Catdlica de Goias, no periodo
de maio a setembro de 2005.

Foi coletado um total de 80 amostras de pacientes portadores de doenca
lupica, correspondendo a aproximadamente 20% dos pacientes com LES

atendidos no ambulatério do Hospital das Clinicas de Goiania.

3.2.1 — Amostra analisada e ética profissional

O sigilo de todas as informagdes foi assegurado aos participantes pela
equipe de trabalho como também em relacdo aos resultados, os procedimentos
metodoldgicos realizados durante toda a pesquisa. Cumprindo com a
Constituicdo Federal de 1988, que no inciso X, do seu artigo 5°, determina: "X -
sdo inviolaveis a intimidade, a vida privada a honra e a imagem das pessoas,
assegurado o direito a indenizag&o pelo dano material ou moral decorrente de
sua violagao;". A "intimidade", pois, do paciente nunca pode ser violada - nunca

pode ser tornada publica. Portanto, como diz, em um de seus "Considerando",
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a Resolugado n°® 1605/2000, do Conselho Federal de Medicina - CFM, "o sigilo
médico ¢ instituido em favor do paciente”.

O presente trabalho foi realizado apés aprovacédo do Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Catdlica de Goias (Anexo 3), obedecendo
integralmente os principios éticos estabelecidos na Resolugdo 196/96 do

Conselho Nacional de Saude.
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4. METODOLOGIA

4.1 - METODOS

Todos os procedimentos laboratoriais praticados estdo de acordo com

as indicagbes de (Naoum, 1997) para a identificagdo das hemoglobinas

normais e anormais.

Todas as amostras de sangue foram submetidas inicialmente aos

seguintes procedimentos:

1)

2)

3)

4)

o)
6)

7)

Eritrograma. Neste exame foi avaliada, a morfologia das hemacias, a
determinacdo do numero de hemacias, dosagem de hemoglobina e
determinacdo do hematdcrito. Serdo calculados os indices
hematimétricos, isto é, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
celular média (HCM) e concentragdo da hemoglobina celular média
(CHCM). Os resultados da hematimetria associados a analise da
morfologia eritrocitaria sdo importantes para compor as informagdes
técnicas necessarias para se chegar ao diagnostico laboratorial das
anemias ( NAOUM, 1977).

Teste de fragilidade osmética a salina 0,36%. E um teste auxiliar que
indica deficiéncia de hemoglobinizagao.

Teste de falcizagdo. Quando positivo indica a presenga de hemoglobina
S.

Pesquisa intra-eritrocitaria de Hb H.

Pesquisa intra-eritrocitaria de Hb Fetal.

Eletroforese de hemoglobina em pH alcalino e acido. S&o técnicas de

identificagdo da maioria das hemoglobinas anormais.
Cromatografia de alta performance: HPLC

Precaucdo: devido a instabilidade da Hb H, todas as amostras de

sangue foram analisadas no mesmo dia da coleta, evitando desse modo,

resultado falso negativo (Ribeiro & Araujo 1992).
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Os itens 4.1.1 até 4.1.7 explicam cada um dos procedimentos

laboratoriais utilizados para a triagem e confirmagao.

4.1.1- Eritrograma

Foi realizado em aparelho automatizado Cobas Micro Roche®. Neste
exame, observou-se o numero de hemacias, dosagem de hemoglobina, valor
do hematocrito e o indice de anisocitose (RDW). Os indices hematimétricos,
isto €, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina celular média (HCM) e
concentragdo da hemoglobina celular média (CHCM) foram calculados pelo
préprio equipamento. Os resultados da hematimetria associados a analise da
morfologia eritrocitaria s&o importantes para compor as informagdes
necessarias para se chegar ao diagndéstico laboratorial das anemias (Naoum,

1977).

4.1.2- Teste de fragilidade osmética a salina 0,36%

Em presenca de solugdo de cloreto de sodio a 0,36%, os globulos
vermelhos de pacientes portadores de anemias microciticas e hipocrémicas
apresentam maior resisténcia globular quanto colocadas nesta solugao.
Entretanto, as hemacias normociticas e normocrémicas nao apresentam
resisténcia, sendo lisadas. Além das hemacias microciticas e hipocrémicas
podem apresentar positividade nesta solugdo as hemoglobinas AS, AC, SS e

SC. (Naoum, 1997). A Figura 5 demonstra o teste negativo e positivo.
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Interpretagao:

1) — Teste negativo. Solugéo
transparente. Vé-se os
tragcos no fundo. Eritrécitos
hemolisados.

2) — Teste positivo. Solugéo
turva . Ndo se vé os tracos
no fundo. Eritrocitos
resistentes.

1 2

Figura 5 — Teste de resisténcia globular a salina 0,36%. Fotografia obtida por
equipamento digital. LEPAH-CBB-UCG cedida cordialmente pelo Dr. Paulo Roberto de
Melo Reis.

4.1.3- Teste de falcizagcao com solugao de metabissulfito de sé6dio a 2%
(Método de Daland & Castle, 1946)

Entre lamina e laminula e em presenga de um agente redutor
(Metabissulfito de sédio), as hemacias que contem Hb S se cristalizam e
adquirem a configuragdo peculiar de foice, enquanto hemacias normais n&o
falcizam (Figura 6). A falcizacdo se explica pela polimerizacao de
desoxihemoglobina S. Um teste positivo € necessario para confirmar se uma
hemoglobina que migra ao nivel da S, por eletroforese, € realmente esta

hemoglobina (Carvalho, 1988).

Figura 6 — Teste de falcizagdo. Fotografia obtida por equipamento digital.
Obtida no site, http://www.studiolevi.com/pfizer/anemia falciforme.htm em
20/10/2005.
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4.1.4- Pesquisa intra-eritrocitaria de Hb H (Carvalho, 1998)

A hemoglobina H ( HbH) pode ser encontrada na alfa-talassemia. E uma
hemoglobina composta por 4 cadeias beta.

Este teste permite reconhecer a presenca intra-eritrocitaria de Hb H. Os
eritrocitos submetidos a coloracdo vital com azul de cresil brilhante, os
corpusculos apresentam-se dispostos homogeneamente no interior dos
eritrécitos, como pequenos pontos azulados, dando a aparéncia de bolas de

golfe. Figura 7 mostra varios exemplos de agregados de hemoglobina H.

Agregados de
hemoglobina H

o

b TR T N e !
Figura 7 — Agregados de hemoglobina. Fotomicrografia obtida de esfregaco
preparado com azul de cresil brilhante em equipamentos do LEPAH.

4.1.5- Pesquisa intra-eritrocitaria de Hb Fetal (Carvalho, 1998)

A hemoglobina A e a maior parte das hemoglobinas anormais sao
facilmente eluidas por uma solugéo de pH acido, enquanto a hemoglobina F
precipita dentro dos eritrocitos. A Hb F é acido resistente e, por isso, ndo é
eluida dos eritrocitos, corando-se facilmente com a eosina. Outros tipos de

hemoglobinas por serem eluidas n&o fixam o corante. Apds coloragao pela
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eosina, os eritrécitos que contém a Hb F aparecem vermelhos, enquanto que
os eritrécitos sem Hb F aparecem como “fantasmas” completamente
descorados. (Carvalho, Maria das Gragas, 1988). Figura 8 mostra varios

exemplos de hemoglobina F e Hemoglobina A.

lébulos Normais

16bulos com
Hemoglobina F

Figura 8 — Mistura de gloulos erls adultos normais e glbulos contendo
Hb F. Fotomicrografia obtida de equipamento fotografico LEPAH.

4.1.6- Eletroforese de hemoglobina (Naoum, 1997).
4.1.6.1- pH alcalino

4.1.6.1.1 — Preparo do hemolisado (Naoum, 1999).
O hemolisado foi preparado com solugao de saponina a 1%, colocando 50
pl de sangue total 100 pyl da saponina em um dos compartimentos da placa de

kline, e homogeneizando.
4.1.6.1.2 — Tampao usado

O tampéo utilizado foi o TEB [Tris (hidroximetil) aminometano, EDTA,

Borato pH=8,5 (Naoum,P.C .1999).
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4.1.6.1.3 — Eletroforese em acetato de celulose

A eletroforese de hemoglobina baseia-se no fato de que a molécula
hemoglobinica, cujo ponto isoelétrico € igual a 6,8, tem carga negativa em meio
alcalino, migrando no sistema eletroforético para o pdélo positivo. A velocidade
com que uma particula se move através do campo elétrico vai depender da
densidade de carga livre que possui.Portanto, as hemoglobinas, diferem pela
velocidade com que migram, ou melhor, pela mobilidade eletroforética. Esta
diferenca na velocidade de migragdo permite identificar as hemoglobinas,
comparando-se a distancia percorrida pela hemoglobina em estudo com a de
padrdes conhecidos. Figura 9 mostra as algumas disposi¢des das mobilidades

eletroforética das hemoglobinas variantes.

...p

oo S

A,

Figura 9: Eletroforese de hemoglobinas em gel de agarose alcalina: (1) Hb AF
de talassemia beta maior; (2) Hb S/beta talassemia ou SF, onde mindica o
fracionamento da metaemoglobina S e a globina alfa livre; (3) Hb AA; e Fetal
em tal. beta menor; (4) Hb AS (traco falciforme); (5) Hb AA (normal). Foto
cedida cordialmente pela Academia de Ciéncia e Tecnologia de S&o Jose do
rio Preto
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Para visualizagdo de Hb H é aconselhavel a macro aplicacdo da
amostra, o que facilita sua visualizagdo nos primeiros minutos de eletroforese.
As fitas de acetato de celulose foram conservadas no préprio tampao TEB.
Para a identificacdo da Hemoglobina H que é instavel e se desnatura
facilmente, toda a atengéo foi dada no inicio da migragao das fragdes, pois, ela
apresenta-se mais rapida que a hemoglobina A e desaparece por volta do 10-
15 minutos apds o inicio da corrida. Nas Figuras 10 e 11 mostra a fragao de

hemoglobina H .

Figura 10 — Eletroforese de hemoglobina pH=8,6.

*Hb H

!. 1

Figura 11- Visualizagdo da Hemoglobina H. Foto cedida gentilmente pelo
LEPAH-UCG

43



4.1.6.2 — pH acido

4.1.6.2.1 — Preparo do hemolisado (Naoum, 1999).
O hemolisado também foi preparado com solugcdo de saponina a 1%,
colocando-se 50 pl de sangue total 100 pl da saponina em um dos

compartimentos da placa de kline, e homogeneizando.

4.1.6.2.2—- Tampao usado (Naoum, 1999).

O tampéao utilizado foi o tampao fosfato pH=6,2

4.1.6.2.3— Eletroforese em agar (Naoum, 1999).

Essa eletroforese permite diferenciar algumas hemoglobinas que tem
mobilidade semelhante em pH alcalino, por exemplo, Hemoglobina S e D,
Hemoglobina C e E. Em pH acido, a Hb D se separa da Hb S migrando na
mesma posi¢do que a Hb A, permitindo assim confirmar o diagnostico de Hb
SD. Cabe ressaltar que é extremamente rara a presenca de Hb D em nossa
populacédo, cuja heterozigose ( Hb AD ) é prevalente numa relagdo de 1 caso
para cada 5 mil pessoas analisadas, e a Hb SD na ordem de 1 caso para cada
milhdo. Assim em geral, a auséncia da eletroforese em pH acido n&o traz
dificuldades no diagnéstico da grande maioria dos casos de doenga falciforme,
ja que o teste de falcizacdo demonstra hemacias que contem Hb S com a
configuracédo de foice enquanto que na presenca de Hb D as hemacias nao se
encontram nesta configuracédo de foice. Na figura 12 observamos na posicéo 6

a necessidade do emprego da eletroforese em pH acido.
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Foto 12- Eletroforese em pH alcalino demonstrando na amostra 6 a
necessidade de se utilizar a eletroforese em pH acido.

4.1.7 — Cromatografia de alta performance: HPLC
Foi utilizado uma das tecnologias mais avangadas e muito sensivel, que
permite o fracionamento por meio da cromatografia das diferentes fragdes
hemoglobinicas, fazendo uma avaliagdo tanto quantitativa quanto qualitativa
das hemoglobinas. Para este estudo foi usado o kit beta-talassemia no
equipamento Varianat da Bio-Rad. Entretanto, com esse método nao é

possivel detectar a hemoglobina H.
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4.2 — Dados Obtidos

Os dados obtidos nas 80 amostras analisadas de pacientes com doenga
lupica foram, anotados na ficha de resultado (anexo 4) com todos os
procedimentos acima descritos. Posteriormente, esses dados foram transcritos
para a planilha de calculo do Microsoft-Excell].

Obtivemos uma representatividade na pesquisa de 20% da populacao
em estudo, ja que o numero total &€ de 400 pacientes com LES assistidos no
ambulatorio do hospital.

As prevaléncias foram calculadas nas categorias (Hemoglobinas
normais e anormais, indices hematimétricos, sexo), sendo os intervalos de

confianga 95%. O coeficiente de prevaléncia e dado pela seguinte formula:

Coeficiente de prevaléncia = N° de casos conhecidos de uma doenca
Populacao

Todos esses valores podem ser expressos em percentagem,

multiplicando-se por 100.
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5. RESULTADOS

5.1 - Descrigao da amostra populacional.

Foram estudados 80 pacientes portadores de Lupus Eritematoso
Sistémico atendidos no Hospital de Clinicas de Goiania (HC), provenientes
deste mesmo municipio e de outras regides do estado de Goias, sendo que, do
total, 74 (92,5%) eram do sexo feminino e 6 (7,5%) eram do sexo masculino,

uniformemente distribuidos conforme (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo das amostras analisadas em func&o do sexo.

Sexo Amostras Percentual
Feminino 74 92,5
Masculino 6 7,5

A Tabela 4 mostra a distribuicdo dos pacientes portadores de Lupus
eritematoso sistémico por idade e sexo. A menor idade foi de 17 anos em uma
mulher. Ja a maior idade foi de 75 anos também em uma mulher. Média das
idades dos pacientes homens e mulheres foi de 36,8 anos, sendo que a idade

media dos homens foi de 38,2 anos e das mulheres de 36,7, conforme tabela 5.
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Tabela 4 — Distribuigao da populagao por idade e sexo.

TOTAL

F

IDADE

17
19
20
21

22

23
25
26
27
28
29
30

31

32

33
34

35

36
38
39
40

41

42

43
44
45
46
49
50

51

56
60

61

75

80

74

Total
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Tabela 5 — Idade media dos pacientes portadores de LES

|ldade Media
Homens (6) 38,2
Mulheres
(74) 36,8
Total (80) 36,7

Observamos na tabela 5 que ambos os sexos s&o afetados, mas atinge
predominantemente o sexo feminino, numa propor¢cao de doze mulheres para
um homem, principalmente em idade reprodutiva conforme dados postulas

acima.

5.2 — Quadros hematimétricos dos pacientes pesquisados.

Constatou-se no presente trabalho que 52,5 % (42 amostras) dos
pacientes analisados apresentavam quadros hematimétricos sugestivos de
anemia.Observa-se na tabela 6 os indices normais para populacdo adulta,

segundo Wintrobe, 1976.

Tabela 6 — indices Hematimétricos normais

Adultos HM HG HCT VCM HCM CHCM

Feminino 39a59 M/ul 12,0a16,0g/dl 35,6 248,6% 82,0a92,0f 27,0a31,0pg 32,9a 36,0 g/dl

Masculino 45a6,7 M/l 14,0a18,09g/dl 41,5a54,7% 82,0a92,0f 27,0a31,0pg 32,9a 36,0 g/dl

HM; Eritrécitos, HG; Hemoglobina, HCT; Hematdcrito; VCM; Volume Corpuscular médio, HCM,;
Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM; Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média.
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Observando os indices médios dos pacientes pesquisados notou-se
quadro hematolégico compativel com anemias microciticas e hipocrémicas

como seguem abaixo. (tabela 7).

Tabela 7- indices Hematimétricos médios observados nos 80 pacientes com
LES

HM HG HCT VCM HCM CHCM

4,18 11,83 35,89 85,90 28,45 32,98

HM; Eritrécitos, HG; Hemoglobina, HCT; Hematdcrito; VCM; Volume Corpuscular médio, HCM,;
Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM; Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média.

Quando realizamos os indices hematimétricos médios de acordo com o
sexo, observou-se que os homens apresentavam quadro hematolégico médio

mais sugestivo de anemias do que o quadro hematologico feminino. (tabela 8).

Tabela 8 — indices Hematimétricos médios de acordo com sexo

Total (80) HM HG HCT VCM HCM CHCM
Feminino (74) 4,13 11,7 35,6 86,1 28,6 33,1
Masculino(6) 4,78 12,8 39,8 83,3 26,8 32,1

HM; Eritrécitos, HG; Hemoglobina, HCT; Hematdcrito; VCM; Volume Corpuscular médio, HCM,;
Hemoglobina Corpuscular Média, CHCM; Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média.

5.3 — Tipos de hemoglobinas identificadas.

Do total de 80 amostras, 7 (8,75%) apresentaram hemoglobinas com
alteragdes qualitativas ou quantitativas, sendo que 6 (7,5%) eram do sexo
feminino e 1 (1,25%) do sexo masculino. Portanto, a prevaléncia de

hemoglobinas anormais nos pacientes portadores de Lupus eritematoso
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sistémico foi de 7 casos o que equivale a 8,75%. A Tabela 9 e a Figura 13

distribuicdo das hemoglobinas normais e anormais por sexo.

Tabela 9 — Distribuicao das hemoglobinas normais e anormais por sexo.

Feminino % Masculino % Total Total %
Hb anormais 6 7,5 1 1,25 7 8,75
Hb normais 68 85 5 6,25 73 91,25
TOTAIS 74 92,5 96 7,5 80 100,0

120

100 -

80 -

B Hb anormais
60 - B Hb normais
OTOTAIS

40 -

20 A

Feminino Masculino Total

Figura 13 - Distribuicao das hemoglobinas normais e anormais por sexo.

As metodologias empregadas nesta pesquisa permitiram a identificagao
de trés gendtipos das hemoglobinas variantes, sendo que todos eles foram de
heterozigotos. N&do se encontrou nenhum homozigoto para as hemoglobinas
variantes. A Tabela 10 e Figura 14 ilustram os diferentes tipos de

hemoglobinopatias identificadas durante a realizagdo da pesquisa.
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Tabela 10 — Distribuicao das hemoglobinas normais e anormais em 80

amostras
Genébtipo Feminino % Masculino % Totais %
AA 68 85 5 6,25 73 91,25
AC 1 1,25 0 0 1 1,25
AH 4 5,0 0 0 4 5
AS 1 1,25 1 1,25 2 2.5
Totais 74 92,5 6 7,5 80 100,0
%
Total : W Totais
A HAS
O AH
Masculino m AC
% O AA
Feminino 5
0 50 100 150

Figura 14 - Distribuigao dos genétipos encontrados em 80 pacientes.

A talassemia alfa (genotipo AH) foi a mais prevalente de todas, sendo

que os 4 casos encontrados foram detectados por eletroforese de hemoglobina

em pH alcalino e posteriormente realizada a pesquisa intra-eritrocitaria de

agregados de Hb H constatando uma prevaléncia de 5%. Foi determinado o
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valor das fragbes e todos os individuos encontrados sao portadores de
talassemia alfa minima. Neste caso, a eletroforese de hemoglobina em pH
acido nao tem especificidade e nem sensibilidade para detecta-la, o que
também ocorre com a HPLC.

Para os gendtipos AC e AS detecgao de hemoglobina C e Hemoglobina
S foram realizadas, além da eletroforese alcalina, a acida. Sendo que para o
gendtipo AS encontramos uma prevaléncia de 2,5 % e gendtipo AC 1,25 %
Todas essas amostras foram remetidas para analise em HPLC. Na Figura 15

visualizamos os genotipos identificados nas 80 amostras.

O AA
mAC
@ AH
OAS

Figura 15 — Distribuicao em formato de pizza dos genétipos totais
identificados em 80 pacientes.

5.4 - Caracterizagao laboratorial da Hemoglobina H (Talassemia
minima).

O diagnostico laboratorial foi realizado por meio de eletroforese de
hemoglobina em acetato de celulose, pH alcalino, que revelou tracos de Hb H

em quatro amostras das oitenta analisadas, sendo que n&o houve a
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confirmacado pelo HPLC. A pesquisa intraeritrocitaria de Hb H  mostrou
eritrocitos com precipitados de Hb H, confirmando a presenca de alfa
talassemia minima.

Muitos autores alertam que este diagndstico exige procedimentos de
execugdes atenciosas recomendadas por Naoum (1982, 1997) e Ribeiro &
Araujo (1992).

Devido a este fator operacional ocorreu uma preparagao prévia da
equipe que participou desse trabalho, lembrando que essa forma de talassemia
é diagnosticada pelo encontro de hemoglobina H que, por sua vez, é instavel e
se desnatura com facilidade, necessitando de atencdo e procedimentos
especiais, como por exemplo: preparo do hemolisado com saponina. A
dosagem de hemoglobina H foi realizada pelo método de eluicdo e, dessa
forma, quatro pacientes (5,0%) foram agrupados como portadores de
talassemia alfa minima. Na Tabela 11 é apresentado o resultado do
eritrograma dos pacientes e na Tabela 12, a média dos indices hematimétricos
com os indicadores de alteracdo, sendo que os valores obtidos correspondem
ao quadro de anemia microcitica. As figuras 14, 15,16 e 17 mostram em
detalhe os resultados das pacientes no cromatograma por HPLC, no qual n&o é
possivel observar a hemoglobina H por esta metodologia.

Tabela 11 — Dados do eritrograma para as pacientes com Hb H

IDADE  SEXO Hm Hb Ht VCM HCM CHCM RDW(%)
19 F 472 112 356 754 237 315 140
27 F 349 87 266 762 249 327 151
29 F 441 110 334 757 249 329 139
38 F 421 102 324 770 242 315 156

54



Referéncia F 4,0-55 12-16 42+5 87+5 3012 3442 1242

Fonte: Lorenzi, 1999.

Tabela 12 — Média dos indices Hematimétricos para pacientes com Hb H
SEXO Hm Hb Ht VCM HCM CHCM RDW(%)
Média(4) F 420 10,27 32 76,0 24,42 32,15 14,65

Referéncia F  4,0-55 12-16 4245 875 3012 3442 1242

Fonte: Lorenzi, 1999.
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Figura 16 — Cromatograma. Concentracoes de hemoglobina A e A2
encontradas para a paciente com 19 anos.
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Figura 17 — Cromatograma. Concentracoes de hemoglobina A e A2
encontradas para a paciente com 27 anos.
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Figura 18 — Cromatograma. Concentracoes de hemoglobina A e A2
encontradas para a paciente com 29 anos.
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Figura 19 - Cromatograma Concentragoes de hemoglobina A e A2
encontradas para a paciente 38 anos.
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5.5 - Caracterizagao laboratorial da Hemoglobina S (Trago
Falciforme).

Para a caracterizacido do trago falcemico pode-se utilizar de um exames
como teste de falcizagdo, eletroforese de hemoglobina, como também o
hemograma, que normalmente revela na maioria das vezes hemacias
normocrémica e normocitica (podendo ser hipocrébmica e eventualmente
macrocitica). Nos pacientes pesquisados observamos dois casos de trago
falciforme, um no sexo masculino e outro no sexo feminino, no qual os indices
hematimétricos ponderaram no limite da normalidade (tabela 13) se fazendo
necessario o emprego das metodologias como resisténcia globular osmotica
em solugao de cloreto de sédio a 0,36%, teste de falcizagdo com solugado de
metabissulfito de sddio a 2% que positivaram nas duas amostras, eletroforese
em pH alcalino e acido em acetato de celulose, analise da morfologia
eritrocitaria a fresco e a confirmagao pela metodologia de HPLC que revelou
concentragdes de hemoglobina S para a paciente de 37,0% e para o paciente
34,4 % ambos com genotipo AS. As figuras 18 e 19 ilustram em detalhes os
resultados dos pacientes no cromatograma por HPLC.

Devido a maior prevaléncia de hemoglobina S em nosso pais, o
emprego destas metodologias permite o esclarecimento e "aconselhamento”
para portadores assintomaticos, ndo s6 para orientagdo de reproducédo, mas
também como orientacdo, uma vez que varias profissées ou esportes tém fator
de risco aumentando para Hb S, como véo em avido nao pressurizado, para-
quedismo, esforgo fisico em grandes altitudes, ou mesmo em altitude normal,

ou apos excesso de esforgo fisico.
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Tabela 13 — Dados do eritrograma para as pacientes com Hb S (Trago

falciforme)

IDADE SEXO Hm Hb Ht VCM HCM CHCM RDW(%)
46 F 4,45 12,3 355 79,8 27,6 34,6 13,3
56 M 4,48 12,7 38,8 86,6 28,3 32,7 16,1

Referéncia F 4,0-55 12-16 42+5 875 30+2 3442 1242

Referéncia M 45-55 13-18 4616 87+5 30+2 3442 1242

Fonte: Lorenzi, 1999.
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Figura 20 — Cromatograma . Concentra¢goes de hemoglobina Ae S
encontradas para a paciente 46 anos.



W B

DETE:: 17 85.-8%

TECH [Dg 19
VIALE 53

SoMPLE 1D BBERE0BOBBEREBREEEYA

ANALYTE 1D %  TIME ARES
F £ 8.7  1.12 16872
po 4.5  1.33 87295
P 2 1.71 6336E
a0 52.5  2.d47 1945716
AD 3.5  3.62 EB62E
S I NDOW 4.4 4.4l 673051
TOTAL AREA 1946425
F 8.7% A2 5. 5%
a3e%T
201
Lt
i
A
i — i i
G 4

=
e
Ma <+
i
=
in
(53} "

Figura 21 - Cromatograma. Concentragcoes de hemoglobina A e S
encontradas para o paciente 56 anos.
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5.6 — Caracterizacao laboratorial da Hemoglobina C.

A presenca de hemoglobina C heterozigoto foi constado em apenas 1
caso. Para a detecgdo desse gendtipo C foi realizada, além da eletroforese
alcalina, a amostra foi submetida para analise em HPLC.

Para confirmar a presenca do genotipo C realizamos a eletroforese de
hemoglobinas em pH acido para poder diferencia-la do gendtipo para
hemoglobina E, muito raro em nossa regido. Na tabela 14 podemos observar o
eritrograma da paciente com geno6tipo AC para hemoglobina com as alteragdes
indicativas e nas figura 20 o cromatograma da paciente que revelou uma
concentragao de 37,5% de hemoglobina C.

Tabela 14 — Dados do eritrograma para a paciente com Hb C

IDADE SEXO Hm Hb H VCM HCM CHCM RDW(%)
61 F 4,43 11,7 34 76,7 264 34,4 13,4

Referéncia F 4,0-55 12-16 425 87+5 30+2 3442 1242

Fonte: Lorenzi, 1999.
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para a paciente 61 anos.
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6. DISCUSSAO

As hemoglobinas anormais apresentam distribuicdo variada nas
diferentes populagdes analisadas no mundo todo, que resultam em mais de
1100 variantes de hemoglobinas descritas e mais de uma centena de tipos de
talassemias, fornecendo dados importantes sobre o papel da sele¢cao natural e
das migragdes humanas (Naoum, 1984).

A populagdo brasileira caracteriza-se por apresentar grande
heterogeneidade genética, derivada da contribuicdo dos seus grupos raciais
formadores, por si também ja muito diversificados, e dos diferentes graus com
que eles se intercruzaram nas varias regides do pais. A miscigenagdo da
populacdo brasileira é resultante das imigragbes que ocorreram no periodo da
colonizacdo compreendido entre os séculos XVI e XIX, nos quais o Brasil
recebeu milhdes de imigrantes africanos, europeus e asiaticos. A frequéncia
das anemias hereditarias reflete a diversidade de origens raciais e os diferentes
graus de mistura entre brasileiros de cada regido do pais.

A prevaléncia de 8,75% das hemoglobinopatias e talassemias
encontradas em 80 pacientes portadores de lupus eritematoso sistémico, esta
proxima aos valores encontrados em outros estudos, em populagbes nao
lupicas. Por exemplo, (Viana-Baracioli et al, 2002) encontraram uma
prevaléncia de 10,7% em gestantes em Sao Paulo, enquanto que (Naoum et al,
1986) encontraram um valor de 10.%, analisando 61.000 casos em pacientes
nao portadores de LES. Entretanto, apesar da proximidade das prevaléncias,
neste trabalho ndo foram encontrados homozigotos para nenhuma das

hemoglobinas anormais.
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A média de idade das pacientes estudadas e a prevaléncia de 92,5%(74)
de amostras analisadas serem de mulheres, coincidem com dados
epidemiologicos de prevaléncia mundial estabelecidos por (Cervera & Ingelmo,
1996; Gomez-Reino, 1996). Sendo a idade media de nossas pacientes
pesquisadas de 36 anos.

Constatou-se no estudo que a talassemia alfa minima teve maior
prevaléncia entre os achados correspondendo a 5% das 80 amostras
analisadas. (Naoum & Domingos, 1997), relatam que as talassemias alfa
constituem-se como as mais comuns e prevalentes alteracdes hereditarias do
homem. Em trabalhos de avaliagdo da prevaléncia de hemoglobinopatias e
talassemias em Goias, realizado por (Reis, 2004) com alunos da Universidade
Catdlica de Goias, apresentou prevaléncia de 5,2 % de talassemia alfa minima
nesta populacao estudantil.

Nas quatro amostras positivas para hemoglobina H observou-se
alteracbes na morfologia em tamanho e forma dos eritrocitos, microcitose e
hipocromia, respectivamente, e também alteragbes na hematimetria,
compativeis com as observagbes em esfregago corado, estas alteragdes
morfolégicas das hemacias em pacientes com talassemia alfa minima foram
também observagdes por (Tomé-Alves et al, (2000).

A hematimetria media dos pacientes com presenca de hemoglobina H,
foi de volume corpuscular médio de 76,0 e de hemoglobina corpuscular media
de 24,4g/dl, caracterizando segundo (Lorenzi, 1999) anemia microcitica e
hipocromica. Consequentemente observa-se também valores insatisfatorios de

Hemoglobina total e Hematdcrito nestes pacientes.

67



Para gendtipo AS observou-se prevaléncia de 2,5% de amostras
positivas, um caso detectado no sexo masculino e outro no feminino. Observa-
se em estudo realizado por (Reis, 2004) prevaléncia de 2,2% em populagéo
estudantil, muito proxima a que constamos neste grupo portador de Lupus
Eritematoso Sistémico. A hematimetria dos pacientes analisados mostrou-se
relativamente normal, caso baseassemos apenas nestes parametros
cometeriamos erro de diagnostico para anemias. Como realizamos os testes
de eletroforese de hemoglobina em pH acido e alcalino, vislumbramos o
aparecimento de uma fracdo que possui uma mobilidade eletroforetica idéntica
ao controle para gendtipo S. Posteriormente confirmamos o achado através da
metodologia de HPLC, no qual encontramos em termos percentuais 37% de
hemoglobina S para a mulher e 34,4% para o de sexo masculino.

Em nosso estudo encontramos apenas um caso para o genotipo AC,
com uma prevaléncia de 1,25%. A confirmag&o deste gendtipo foi obtida pela
metodologia de HPLC que constatou a concentracéo de 37,5% de hemoglobina
C compativel com dados de (Lorenzi, 1999) para portador heterozigoto. Na
hematimétria observamos quadro de anemia microcitica hipocromica leve,
sendo que no esfregago sanguineo corado pela técnica do Leishman,
observamos algumas células em alvo.

O presente trabalho se propds a realizar esta pesquisa com pacientes
portadores de lupus eritematoso sistémico devido o quadro persistente na
maioria dos hemogramas analisados de anemia leve ou moderada, valores de
hematocrito abaixo do normal. Nas 80 amostras analisadas encontramos
percentual de 47,5 % (38) das amostras com dosagem de hemoglobina abaixo

do recomendado por (Lorenzi, 1999), obtendo uma media entre as 38 amostras
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de 11,3 g/dl de hemoglobina na hematimetria. No valor do hematdcrito
observou-se que das 80 amostras 52,5% (42 amostras) o hematdcrito n&o
atingia valores satisfatorios prevalecendo uma media entre estes pacientes
32,4% de hematdcrito na hematimetria.

Segundo (Rothfield, 1989), quase todos os pacientes lupicos
apresentam, no curso da doenca uma ou mais alteracbes hematologicas. Este
quadro hematoldgico preeminente caracteristico de anemia hemolitica
provocada por auto-anticorpos ou as vezes nao provocada pela doenga auto
imune, obscurece a investigagdo mais detalhada de wuma possivel
hemoglobinopatia ou talassemia associada a doencga de base.

Em relatos de (Castellino et al. 2005), faz-se uma observagao importante
sobre a falta de estudos cientificos correlacionando a possibilidade de uma
associagao entre hemoglobinopatias e Lupus Eritematoso Sistémico. Os dados
ate hoje apresentados n&do estabelecem uma correlagcéo direta entre as duas
patologias.

Nosso intuito €& alertar a possibilidade de associacdo de
hemoglobinopatias e talassemias com quadros hematologicos de anemias
verificados nos pacientes com doenca lupica, tornando-se necessario o
emprego de técnicas laboratoriais mais especificas para uma melhor avaliagéo
deste supostos quadros hematoldgicos.

A utilizagéo de técnicas simples com eletroforese de hemoglobina auxilia
a detectar possiveis alteragbes nas hemoglobinas, colaborando para a
conscientizagdo dos pacientes no caso de nosso estudo todos os
heterozigotos, fornecendo informagdes para que possam decidir

responsavelmente sobre o futuro de seus descendentes; favorece o
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direcionamento clinico nos casos mais brandos e indica 0 acompanhamento
adequado aos portadores das formas graves da doenca. E importante o
emprego de uma nova tecnologia adequada para o diagndstico, utilizando
varios testes laboratoriais seletivos e de confirmagcdo como em nossos estudo
empregamos a cromatografia de alta performance HPLC, como também e
imprescindivel os dados clinicos e estudo familiar, bem como a formagao de
pessoal capacitado para o diagnostico laboratorial correto.

A prevaléncia de hemoglobinas anormais em 8,75 % da populagao
estudada reflete uma preocupacdo e um problema para a saude publica, pois,
exceto pelos trabalhos de (Castellino et al. 2005) e alguns relatos de caso de
associagao de anemia falciforme e LES por (Katsanis et al. 1987) e (Shetty et
al. 1998) estudados em populagdes de outros paises, ndo ha referéncia
cientifica e nem bibliografica da frequéncia dessas alteragdes hereditarias no

Brasil para pacientes portadores de Lupus.
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7. CONCLUSOES

O presente estudo procurou mostrar a importancia do diagnostico
laboratorial de hemoglobinopatias e talassemias, bem como as atividades de
prevengao que permitem o aconselhamento genético, o tratamento precoce e
sugerir a realizagdo de uma triagem mais especifica em pacientes portadores
de doenga lupica.

1. Observou-se quadros de hematimetria sugestiva de anemia
microcitica hipocrdbmica em exames realizados nos pacientes portadores de
Lupus Eritematoso Sistémico.

2. Detectou-se hemoglobinopatias e talassemias em cerca de 8,75% de
pacientes pesquisados totalizando 80 casos, com Lupus Eritematoso
Sistémico. Este percentual se mostra compativel com quadro da populacéo
brasileira, mas que merece destaque por ser diagnosticado em pacientes
portadores de doenga auto-imune.

3. O intuito deste trabalho e dar subsidios para que novas pesquisas
sejam realizadas em pacientes portadores de doenga auto-imune, colaborando

cada vez mais para um melhor tratamento destes portadores.
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9. ANEXOS

9.1- Anexo 1

PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma pesquisa. Apds ser
esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine
ao final deste documento, que esta em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa vocé néo sera penalizado de forma alguma. Em caso de
duvida vocé poder procurar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Catdlica de Goias
pelos telefones 227-1071.

INFORMAGOES SOBRE A PESQUISA:

Titulo do Projeto:” PESQUISA DE HEMOGLOBINOPATIAS E TALASSEMIAS EM
PACIENTES PORTADORES DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO DO HOSPITAL DAS
CLINICAS DE GOIANIA”.

Pesquisador Responsavel: Frank Sousa Castro
Telefone para contato: 227-1195 ou 225-5377

Pesquisadores participantes: Nilzio Antonio da Silva, Paulo Roberto de Melo Reis, Karlla Greick
Batista Dias Penna, Natdlia Alves Brandao, Rosane Maria Cantero, Tatiana Dela-Savia
Ferreira, Caroline Steglich , Rogério Negrii

Telefones para contato: 227-1195

ESCLARECIMENTOS SOBRE O ESTUDO:

Pesquisar a presenga de Hemoglobinopatias e Talassemias em pacientes portadores de Lupus
Eritematoso Sistémico em tratamento no Hospital das Clinicas de Goiania e dar subsidios
estatisticos para trabalhos futuros.

Sera dada a oportunidade aos afetados de conhecer a moléstia que o atinge e também os
esclarecimentos necessarios a respeito da anemia hereditaria. Isto se processara através de
informacdes coletadas na pesquisa e transmitidas ao medico assistente.

Todos os dados coletados na pesquisa estarao disponibilizados para publicagdes em
periédicos, revistas e jornais da area cientifica, sendo que sera resguarda a integridade dos
nomes de todos os participantes desta pesquisa.

Sera colhida a sua amostra de sangue para realizagao dos exames.

O objetivo da pesquisa € acompanhar a saude das pessoas que sao portadoras de Lupus
Eritematoso Sistémico. Nao existe nenhum risco, apenas o desconforto da coleta de sangue.
Os resultados serdo encaminhados para o médico que Ihe acompanha no Ambulatério do
Hospital das Clinicas de Goiania.

» Todos os dados sao sigilosos e vocé tem o direito de retirar o consentimento a qualquer
momento

Nome do pesquisador: Frank Sousa Castro

Assinatura do pesquisador:

Data: / /2005
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PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGCAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAGAO DA PESSOA COMO SUJEITO

Eu, ,RGn° CPF

n° n° de prontuario , abaixo assinado, concordo em
participar do estudo ” PESQUISA DE HEMOGLOBINOPATIAS E TALASSEMIAS EM
PACIENTES PORTADORES DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO”.como sujeito. Fui
devidamente informado e esclarecido pelo

pesquisador sobre a pesquisa, 0s
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios decorrentes de
minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer
momento, sem e que isto leve a qualquer penalidade ou interrupgdo de meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Local e data

Nome do sujeito ou responsavel:

Assinatura do sujeito ou responsavel:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e
aceite do sujeito em participar

Testemunhas (ndo ligada a equipe de pesquisadores):

Nome: Assinatura:

Nome: Assinatura:

Observagoes complementares:
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9.2- Anexo 2

Ficha cadastral

Coleta de dados

Nome:
N° de Registro LAS: Datadacoleta: / [/
Data de Nascimento: / / ldade: Sexo: ( )F( )M

Naturalidade:

Estado:

Endereco:

Bairro:

CEP:

Cidade:

Telefone:

Mae:

Pai:

Responsavel:

(quando menor de idade)

Autorizo a utilizagdo do sangue do paciente acima identificado na pesquisa
intitulada “PESQUISA DE HEMOGLOBINOPATIAS E TALASSEMIAS EM
PACIENTES PORTADORES DE LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO.”

Goiania, / /

Assinatura do paciente ou responsavel
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9.3- Anexo 3

CAAE:

Titulo do Projeto:

Instituicao
Sediadora:
Comité de Etica:
Pesquisador
Responsavel:

Data da
Aprovacgao:

0024.0.168.000-05

PESQUISA DE HEMOGLOBINOPATIAS E TALASSEMIAS EM
PACI!ENTES PORTADORES DE LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO.

Sociedade Goiana de Cultura/Universidade Catédlica de Goias
Sociedade Goiana de Cultura/Universidade Catdlica de Goias

Frank Sousa Castro

19/04/2005 17:43:59
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9.4- Anexo 4

FICHA DE RESULTADO

1) ERITROGRAMA: Valor de referéncia
Hemacias: / mm3 -

Hematdcrito: % -

Hemoglobina: g/dl -

VCM: fl -

HCM: pg -

CHCM: % -

RDW: % -

2) Analises morfologicas das hemacias:

3) Teste de resisténcia osmoética ( ) Resistente () Nao resistente

1) Dosagem de Hemoglobina Fetal:

2) Dosagem de Hemoglobina A2:

3) Pesquisa intraeritrocitaria de hemoglobina H: ( ) Presente ( ) Ausente
4) Pesquisa intraeritrocitaria de hemoglobina Fetal: ( ) Presente ( ) Ausente
5) Pesquisa de corpos de Heinz: ( ) Presente ( ) Ausente

6) Eletroforese de Hemoglobina:
a) pH alcalino — Perfil:
pH acido — Perfil :
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Resumo

O Lupus Eritematoso Sistémico ¢ uma doenga tipicamente multigénica e multifatorial,
com grande complexidade clinica e fisiopatologica. As causas do LES ndo sdo
totalmente conhecidas, mas sabe-se que fatores ambientais e genéticos estdo envolvidos.
As manifestagdes clinicas observadas em pacientes acometidos pelo LES sao
diversificadas como fadiga, mal-estar, emagrecimento, artrite, febre, nefrite, vasculite e
anemias. Dentre as varias manifestagdes clinicas observadas em pacientes com Lupus,
as anemias nos chamam a atenc¢do principalmente quando se observa em nosso estudo
uma prevaléncia 52,5% dos pacientes com indices hematimétricos sugestivo de
anemias. Esse quadro de anemia normalmente se observa em pacientes com LES, mas
as anemias hereditarias, em especial as hemoglobinopatias e talassemias, que sdo as
mais comuns das alteragdes genéticas humanas de freqiiéncia muito varidvel na
populagdo brasileira, tém poucos estudos realizados de prevaléncia nas populagdes
acometidas por LES. O objetivo desse trabalho foi o de avaliar a prevaléncia das
hemoglobinopatias e talassemia em pacientes portadores de Lupus Eritematoso
Sistemica. Para isso foram estudadas 80 amostras de sangue de pacientes com
portadores de Lupus atendidos no ambulatério do Hospital das Clinicas de Goiania.
Foram utilizados testes laboratoriais ndo moleculares. A freqiiéncia das alteracdes da
hemoglobina foi de 8,75%, encontradas em 7 pacientes. Dessas alteragdes a mais
prevalente foi a talassemia alfa, encontrada em 4 pacientes, correspondendo a uma
freqiiéncia de 5,0% da populagdo estudada. A segunda alteragdo mais freqiiente foi o
heterozigoto para a hemoglobina S, encontrada em 2 pacientes, correspondendo a 2,5%
da populacdo. A terceira alteragdo foi o heterozigoto para a hemoglobina C, encontrada
em 1 paciente, correspondendo a 1,25%. Nenhum caso de homozigose foi encontrado
no presente estudo. Este trabalho demonstra a necessidade de avaliagdes mais cautelosas
nos disturbios das anemias em pacientes com Lupus, sugerindo a implantacdo de
servigos hematologicos de esclarecimento a essa populagdo com o intuito de esclarecer
a verdadeira causa da anemia presente nos individuos afetados com LES

Unitermos: Talassemia Alfa, Hemoglobina A, Hemoglobinopatias, Lupus Eritematoso
Sistemico, Diagndstico laboratorial, HPLC.
Abstract

Systemic Lupus Erythematosus is a quintessential multigenic and multifactorial disease,
with remarkable clinical and pathogenic complexities. The causes of the LES total are
not known, but it knows that ambient and genetic factors are involved. The observed
clinical manifestations in patients to take hold of the LES are diversified as fatigue,
indisposition, slimming, arthritis, fever, nephritis, vasculitis, and anemias. Amongst
them you various observed clinical manifestations in lupus patients, the anemias in them
call the attention mainly when prevalence 52.5% of the patients with RBC index
suggestive of anemias is observed in our study. This picture of anemia normally is
observed in lupus patients, but the hereditary anemias, especially the
hemoglobinopathies and thalassemias, are the most common of the human genetic
alterations and its frequency in the Brazilian population is very variable, have few
carried through studies of prevalence in the populations attacks for LES. In an attempt
to evaluate the prevalence of the hemoglobinopathies and thalassemia in the population
with systemic lupus erythematosus. we studied 80 blood samples of patients with
systemic lupus erythematosus in the Clinic Hospital in Goiania-Brazil had been studied.
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Laboratories tests had been used but not molecular tests. The frequency of the
alterations of the hemoglobin was of 8.75%, found in 7 patient. Of those alterations, the
more prevalent was the thalassemia alpha, found in 4 patient, corresponding to a
frequency of 5.0% of the studied population. The second more frequent alteration was
the heterozigous for the hemoglobin S, found in 2 patients, corresponding to 2.5% of the
population. The third alteration was the heterozigous for the hemoglobin C, found in 1
patient 1.25%. No case of homozigose was found in the present study. This work
demonstrates the necessity of more cautious evaluations in the anemias disorders in
patients with systemic lupus erythematosus, suggesting the implantation of hematologist
service of clarification to this population with intention to demonstrate the true cause of
the present anemia in the individuals affected with SLE.

Key words: Thalassemia alpha, Hemoglobin A, hemoglobinopathies, Systemic Lupus

Erythematosus, Laboratorial diagnoses, HPLC.

Introducio

O Lupus Eritematoso Sistémico (LES) ¢ uma doenga auto-imune, de etiologia
desconhecida, provavelmente multifatorial, que acomete o tecido conectivo de varios
orgdos. Sua evolucdo apresenta periodos de atividade e remissdo, que podem ser
desencadeados por fatores genéticos, infecciosos, hormonais, ambientais € mesmo
psicolégicos. E considerada uma enfermidade cronica, que atinge varios sistemas do
organismo humano, simultdnea ou sucessivamente, muitas vezes levando a faléncia de
orgios vitais ou comprometendo definitivamente suas fungdes' . Considerado uma das
enfermidades do coligeno® , o Lupus ¢ uma doen¢a auto-imune com vérias
manifestagdes clinicas, que podem ser mucocutaneas e estar ou ndo acompanhadas de
manifestagdes sistémicas’. O termo auto-imune refere-se a produgio de auto-anticorpos
dirigidos a um constituinte proprio do organismo ou reatividade de linfocitos a um
antigeno também préprio. O aparecimento de varios auto-anticorpos, associados a uma
falha na supressdo de sua formagdo levam a formacdo de muito complexo antigeno-
anticorpos, que se depositam em diversos Orgdos e respondem, pelo menos
parcialmente, pelo estado clinico do paciente’.

E considerada doenca liipica quando o paciente apresenta quatro ou mais dos
critérios referidos pela entdo Associagdo Americana de Reumatismo'” : Esses critérios
recentemente, sofreram revisdo por Hochberg, passando a utilizar os critérios de
classificagdo propostos pelo American College of Rheumatology (ACR), que se baseia
na presenga de pelo menos quatro critérios dos onze citados a seguir’: 1) Eritema malar,
Lesio discoide, Fotossensibilidade, Ulceras orais/nasais, Artrite, Serosite,
Comprometimento renal, Alteracdes neuroldgicas, Alteragdes hematologicas,
Alteracdes imunologicas, Anticorpos antinucleares.

Dentre os onze critérios referidos acima as alteracdes hematoldgicas e a que nos
chamam mais a aten¢do, principalmente as alteragcdes na série eritrdcitica que acometem
a maioria dos pacientes com doenga Lupica. Hochberg, em trabalhos publicados relata
que 40% dos pacientes com doenga lupica apresentam algum quadro de anemia’. No
hemograma de pacientes com doenga Lupica geralmente observamos, anemia leve ou
moderada, valores de hematdcrito até 30% abaixo do normal’. Geralmente estes
pacientes se queixam de fadiga facil, dispnéia por exercicios, e as vezes desmaios,
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palpitacdes e dores de cabega. Esses achados fisicos e laboratoriais sdo comumente
observados em pacientes com LES. Dentre o grupo das anemias devemos pesquisar as
hereditarias, pelo fato de muito das vezes ndo serem diagnosticadas, ja que o quadro
hematologico das hemoglobinopatias e talassemias possa coincidir com os quadros
laboratoriais hematologicos provocados pela doenga do Lupus Eritematoso Sistémico.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi Verificar a prevaléncia de
Hemoglobinopatias hereditarias e Talassemias em pacientes portadores de Lupus
Eritematoso Sistémico em tratamento no Hospital das Clinicas de Goiania.

Material de métodos

Foram analisadas 80 amostras de sangue, obtidas por pun¢do venosa, utilizando
solucdo comercial de anticoagulante EDTA (10 g/dl), 1 gota para cada 5 ml de sangue,
apoOs consentimento livre e esclarecido. As amostras foram provenientes de estudantes
da Universidade Catoélica de Goias da cidade de Goiania, saudaveis, de ambos 0s sexos,
de vérias faixas etérias . Os eritrogramas foram realizados no aparelho ABXPentra® 60.
Além deste exame foram realizados outros testes de auxilio diagnostico: teste de
resisténeia osmoética a salina 0,36% '*; eletroforese alcalina de hemoglobina cujo
hemolisado foi preparado com solugio de saponina a 1% °. A quantificacio das
hemoglobinas H e F foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Performance
(HPLC) de troca i0nica utilizando o Sistema Variant (Bio-Rad®). Todas as etapas do
trabalho foram realizadas no LEPAH — Laboratorio de Estudos e Pesquisa em Anemia
Hereditaria — Prof. Dr. Paulo Cesar Naoum - do Departamento de Biomedicina da
Universidade Catodlica de Goids, no periodo de maio a setembro de 2005.

Resultados

Foram estudados 80 pacientes portadores de Lupus Eritematoso Sistémico
atendidos no Hospital de Clinicas de Goiania (HC), provenientes deste mesmo
municipio e de outras regides do estado de Goias, sendo que, do total, 74 (92,5%) eram
do sexo feminino ¢ 6 (7,5%) eram do sexo masculino, uniformemente distribuidos
conforme (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribuicdo das amostras analisadas em fung¢ao do sexo.

Sexo Amostras Percentual
Feminino 74 92,5
Masculino 6 7.5

Constatou-se no presente trabalho que 52,5 % (42 amostras) dos pacientes
analisados apresentavam quadros hematimétricos sugestivos de anemia.

Do total de 80 amostras, 7 (8,75%) apresentaram hemoglobinas com alteragdes
qualitativas ou quantitativas, sendo que 6 (7,5%) eram do sexo feminino e 1 (1,25%) do
sexo masculino. Portanto, a prevaléncia de hemoglobinas anormais nos pacientes
portadores de Lupus eritematoso sistémico foi de 7 casos o que equivale a 8,75%. A
Tabela 2 , distribuicao das hemoglobinas normais e anormais por sexo.
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Tabela 2 — Distribuicio das hemoglobinas normais e anormais por sexo.

Feminino % Masculino % Total  Total %
Hb anormais 6 7.5 1 1,25 7 8,75
Hb normais 68 85 5 6,25 73 91,25
TOTAIS 74 92,5 96 7,5 80 100,0

As metodologias empregadas nesta pesquisa permitiram a identificagdo de trés
genotipos das hemoglobinas variantes, sendo que todos eles foram de heterozigotos.
Nao se encontrou nenhum homozigoto para as hemoglobinas variantes. A Tabela 3
ilustra os diferentes tipos de hemoglobinopatias identificadas durante a realizagdo da
pesquisa.

Tabela 3 — Distribuicio das hemoglobinas normais e anormais em 80 amostras

Gendtipo Feminino % Masculino % Totais %
AA 68 85 5 6,25 73 91,25
AC 1 1,25 0 0 1 1,25
AH 4 5,0 0 0 4 5
AS 1 1,25 1 1,25 2 2,5
Totais 74 92,5 6 7,5 80 100,0
Discussio

As hemoglobinas anormais apresentam distribuicdo variada nas diferentes
populacdes analisadas no mundo todo, que resultam em mais de 1100 variantes de
hemoglobinas descritas e mais de uma centena de tipos de talassemias, fornecendo
dados importantes sobre o papel da sele¢iio natural e das migragdes humanas®.

A prevaléncia de 8,75% das hemoglobinopatias e talassemias encontradas em 80
pacientes portadores de lupus eritematoso sistémico, estd proxima aos valores
encontrados em outros estudos, em populacdes nao lupicas. Por exemplo, Viana-
Baracioli et al, encontraram uma prevaléncia de 10,7% em gestantes em Sao PauloH,
enquanto que (Naoum et al, encontraram um valor de 10.%, analisando 61.000 casos em
pacientes ndo portadores de LES’. Entretanto, apesar da proximidade das prevaléncias,
neste trabalho ndo foram encontrados homozigotos para nenhuma das hemoglobinas
anormais.

Constatou-se no estudo que a talassemia alfa minima teve maior prevaléncia
entre os achados correspondendo a 5% das 80 amostras analisadas. Em alguns relatos
observamos que as talassemias alfa constituem-se como as mais comuns e prevalentes
alteracdes hereditarias do homem'’. Em trabalhos de avaliagio da prevaléncia de
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hemoglobinopatias e talassemias em Goids, realizado por Reis, com alunos da
Universidade Catolica de Goias, apresentou uma prevaléncia de 5,2 % de talassemia
alfa minima nesta populagdo estudantil''.

Para gendtipo AS observou-se uma prevaléncia de 2,5% de amostras positivas,
um caso detectado no sexo masculino e outro no feminino. Observa-se em estudo
realizado por Reis, uma prevaléncia de 2,2% em populacdo estudantil, muito proxima a
que constamos neste grupo portador de Lupus Eritematoso Sistémico'".

Em nosso estudo encontramos apenas um caso para o genotipo AC, com uma
prevaléncia de 1,25%. A confirmacdo deste gendtipo foi obtida pela metodologia de
HPLC que constatou 37,5% de hemoglobina C compativel com dados de Lorenzi, para
portador heterozigoto®.

O presente trabalho se propds a realizar esta pesquisa com pacientes portadores
de lupus eritematoso sistémico devido o quadro persistente na maioria dos hemogramas
analisados de anemia leve ou moderada, valores de hematocrito abaixo do normal. Nas
80 amostras analisadas encontramos um percentual de 47,5 % (38) das amostras com
dosagem de hemoglobina abaixo do recomendado por Lorenzi®. Ja o valor do
hematocrito observou-se que das 80 amostras 52,5% (42 amostras) o hematocrito nao
atingia valores satisfatorios na hematimetria.

Segundo Rothfield, quase todos os pacientes lipicos apresentam, no curso da
doenga uma ou mais alteragdes hematoldgicas'®. Este quadro hematolégico preeminente
caracteristico de anemia hemolitica provocada por auto-anticorpos, obscurece a
investigacdo mais detalhada de uma possivel hemoglobinopatia ou talassemia associada
a doenga de base.

Nosso intuito e alertar da possibilidade de associagdo de hemoglobinopatias e
talassemias com quadros hematologicos de anemias verificados nos pacientes com
doenca lupica, tornando-se necessario o emprego de técnicas laboratoriais mais
especificas para uma melhor avaliacao deste supostos quadros hematolédgicos.

Conclusao

O presente estudo procurou mostrar a importancia do diagndstico laboratorial de
hemoglobinopatias e talassemias, bem como as atividades de preven¢do que permitem o
aconselhamento genético, o tratamento precoce e sugerir a realizagdo de uma triagem
mais especifica em pacientes portadores de doenca lipica. Observou-se quadros de
hematimetria sugestivos de anemias microciticas hipocromicas em exames realizados
nos pacientes portadores de lupus eritematoso sistémico, estes resultados encontrados
sugerem a implantacdo de servigos hematoldgicos de esclarecimento a essa populagdo
com o intuito de fornecer o tratamento de suporte aos individuos afetados. Detectou-se
hemoglobinopatias e talassemias em cerca de 8,75% de pacientes pesquisados
totalizando 80 casos, com Lupus Eritematoso Sistémico. Este percentual se mostra
compativel com quadro da populagdo brasileira, mas que merece destaque por ser
diagnosticado em pacientes portadores de doenga auto-imune.
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