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RESUMO

As eritroenzimopatias sdo distlrbios enzimaticos das hemécias que podem levar a hemdlise
devido a alteragdo do metabolismo energético destas células. O portador dessa deficiéncia tem
a capacidade reduzida de produzir enzimas, como por exemplo, a glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), com funcionamento adequado para degradar a demanda de agentes
oxidantes da célula. H& uma estimativa de que ao menos 400 milhfes de pessoas possuem
mutacdo no gene de G6PD causando uma deficiéncia. A deficiéncia enzimatica de G6PD é
uma heranca recessiva ligada ao sexo, ou seja, 0 gene que transmite essa condicdo esta
localizado no par de cromossomos sexuais. O presente trabalho tem como objetivo realizar o
estudo familiar da deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase no estado de
Sergipe. O estudo foi realizado em familiares de recém-nascidos com teste inicial positivo
para deficiéncia de G6PD, participantes do Programa de Triagem Neonatal do Estado de
Sergipe, analisados entre maio de 2016 a janeiro de 2017. Os pacientes com resultados
positivos foram convocados de forma aleatdria, para a realizacdo da segunda dosagem de
G6PD nos recém-nascidos, e investigacdo dos familiares. Esta etapa ocorreu entre dezembro
de 2016 e janeiro de 2017. Foram avaliadas 11.667 amostras de individuos atendidos pelo
Programa de Triagem Neonatal do Estado de Sergipe entre maio de 2016 a janeiro de 2017,
Destas, 3.463 amostras foram descartadas devido a falta de qualidade, restando 8.204
amostras viaveis. De um total de 539 amostras positivas, foram convocados aleatoriamente
100 recém-nascidos, dos quais compareceram 50 com seus respectivos familiares. A
deficiéncia de G6PD foi confirmada em 20 recém-nascidos (40%) por meio de uma segunda
dosagem de G6PD em nova amostra coletada no laboratério. Dos familiares convocados
compareceram 49 maes e 17 pais. Destes, 5 mées e 4 pais apresentaram deficiéncia de G6PD.
Ainda sdo escassas as pesquisas de estudo familiar em pacientes com deficiéncia de G6PD no
Brasil e no mundo, embora seja umas das eritroenzimopatias que mais acomete os individuos.
Foi observada uma maior prevaléncia em individuos do sexo masculino, que herdam o gene
da mde, apesar de muitas delas serem consideradas negativas, precisaria se fazer uma
investigacdo genética, pois mulheres podem ser heterozigotas portadoras. Outro interferente
sdo os pais serem indicados pelas maes, logo ndo ha como confirmar se sdo realmente pais
bioldgicos, o que influenciou diretamente no resultado do estudo.

Palavras-chave: Eritroenzimopatias, G6PD, triagem neonatal, estudo familiar.
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1 INTRODUCAO

As eritroenzimopatias hereditérias sdo alteracdes que afetam genes que codificam as
enzimas dos eritrocitos ou hemécias. Os disturbios enzimaticos mais comuns sdo as
deficiéncias de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) e piruvato quinase (PK). Dessa
forma, alteram o metabolismo celular, gerando a radicais livres, espécies que agem
danificando as células. (KORALKOVA, 2014).

A via da pentose monofosfato é a Unica fonte de nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato reduzida (NADPH) nas hemacias, portanto, elas dependem da G6PD para gerar
NADPH para protecdo contra espécies oxidativas. Assim, as hemacias sdo mais vulneraveis a
estresses oxidativos do que outras células. Os estresses oxidativos podem desnaturalizar a
hemoglobina e causar hemdlise intravascular em pessoas com deficiéncia de G6PD. A
hemoglobina desnaturada pode ser visualizada como corpos de Heinz em extensdo de sangue
periférico processados com coloracao supravital (SCHICK, 2015).

A G6PD é uma enzima codificada na regido telomérica do cromossomo X, sendo 0s
homens afetados denominados hemizigotos, enquanto que as mulheres podem ser
homozigotas ou heterozigotas (LEY, 2017).

A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase é um dos disturbios metabolicos mais
comuns das hemaécias, e estima-se que atinja a cerca de 400 milhdes de pessoas em todo o
mundo. Esta eritroenzimopatia pode desencadear anemia hemolitica e ictericia neonatal,
comumente quando os individuos sdo expostos a estresse oxidativo provocados pela ingestao
de certos alimentos, medicamentos e infeccbes (SHAH, 2014).

A maior prevaléncia de deficiéncia de G6PD no mundo é na Africa subsaariana (7,9%
- 9,1%), seguido pelo Norte da Africa e Oriente Médio (6,6% - 7,7%). A menor prevaléncia
foi registrada no Pacifico (2,7% - 4,1%) e Europa (2,9% - 4,7%). As estimativas de
prevaléncia para as Américas (4,7% - 5,8%) e Asia (4,7% - 5,6%) foram semelhantes
(RENZAHO, et al., 2014). A prevaléncia da deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase no
Brasil, ndo esta bem definida, entretanto de acordo com pesquisas realizadas em alguns
estados pode afetar de 1% a 7% da populacdo (SANTOS et al, 2016).

Em &reas com alta incidéncia de deficiéncia de G6PD como Asia, Europa, Africa e
Oriente Médio foi instituido ou proposto o ensaio de atividade enzimatica em programas de
triagem neonatal universal via uso de teste da fluorescéncia resolvida no tempo, considerado
quantitativo, para deficiéncia de G6PD (RELLING, et al., 2014). No Brasil testes de triagem
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rapida para deficiéncia de G6PD, ja fazem parte dos testes de triagem neonatal, embora néo
sejam obrigatérios, como por exemplo, no Distrito Federal (BRASIL, 2008).

O Programa de Triagem Neonatal tem como objetivo identificar distirbios e doengas
metabolicas, enzimaticas, e endocrinologicas em recém-nascidos, prevenindo sequelas ou
morte. E de fundamental importancia identificar em uma populacio individuos assintomaticos
que tem predisposicdo a desenvolver determinada doenca, por exemplo, através do seu
historico familiar. Uma avaliagdo mais criteriosa pode propiciar a estes pacientes acoes
preventivas, visto que quanto mais precoce a deficiéncia for diagnosticada, mais adequado

sera o tratamento permitindo que a doenca se apresente de forma menos severa.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ERITROCITOS, METABOLISMO E ATUACAO DA ENZIMA GLICOSE-6-
FOSFATO DESIDROGENASE

As hemadcias ou eritrdcitos sdo as células sanguineas responsaveis pelo transporte do
oxigénio para os tecidos do organismo. A membrana dessas células possui uma estrutura
composta de uma bicamada lipidica, dindmica que Ihe permite sofrer grandes deformacGes
para atravessar fenestras vasculares, fundamental na entrega de oxigénio. A capacidade de
deformidade é decorrente da organizacdo estrutural dos componentes da membrana que é
necessaria para que os eritrécitos desempenhem suas funcdes fisioldgicas em uma vida média
por volta de 120 dias (HOFFBRAND, 2013).

A hemoglobina (Figura 1), principal proteina intracelular, confere as hemacias a
afinidade para carrear oxigénio e leva-lo aos tecidos. Estruturalmente essa proteina é formada
pelo heme e globina que correspondem a estrutura prostética e proteica, respectivamente. O
ferro na porcdo heme se liga ao oxigénio nos capilares dos pulmdes. Uma vez que a
hemoglobina possui quatro porcGes heme, a hemécia pode carrear quatro moléculas de
oxigénio (O,) com alta afinidade, facilitando as trocas gasosas. Na respiragdo, o0 oxigénio é
removido e seu lugar é ocupado pelo gas carbdnico produzido, mantendo o pH sanguineo,

bem como a pressdo de oxigénio e o equilibrio acido-base (TEIXEIRA, 2014).
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Figura 1 — Hemacias, seguidas da estrutura quaternaria representativa da hemoglobina, com

énfase no grupo heme.
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Fonte: Adaptado de SANTOS e CHIN, 2012.

A globina representa o maior peso molecular da estrutura com quatro cadeias de
aminoacidos que podem ser do tipo alfa (a), beta (B), gama (y) e delta (5). Possui um par da
cadeia alfa, e o outro da cadeia beta (HbA), delta (HbA;) ou gama (HbF). Cada variante da
hemoglobina possui propriedades especificas para determinadas condi¢fes do organismo, na
vida fetal a maior concentracdo € da HbF e na vida adulta é a HbA (NAGATOMO et al.,
2015).

A hemécia é uma célula anucleada, portanto ndo detém a capacidade de sintese
proteica, vital para uma manutencdo celular, com isso tém vida média util reduzida em
comparacdo com outras células. A destruicdo extravascular ocorre quando a membrana da
hemécia vai se tornando mais rigida e menos flexivel, esse fato faz com que a mesma seja
fagocitada por macrofagos na polpa vermelha durante sua passagem pelo baco. As enzimas
presentes no citoplasma destas células fagocitarias degradam a membrana das hemaécias e por
sua vez as proteinas que elas possuem (BERENTSEN: SUNDIC, 2015).

A hemoglobina ao ser destruida libera heme e globina, esta é utilizada para formacéo
de aminoacidos uma vez que € formada por proteina. Os anéis da protoporfirina que fazem
parte da estrutura do heme, por sua vez, produzem monoxido de carbono (CO), bilirrubina
indireta e ferro livre na forma férrica (Fe®*"). O Fe** se liga a transferrina e segue até a medula
0ssea, onde sera reutilizado na producdo de novas hemécias (HOSSEINZADEH: MOOSAVI-
MOVAHEDI, 2015).
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O carreamento de oxigénio para interior da celula bem como suas demais suas
atividades, requerem energia. No entanto, as hemécias ndo possuem algumas organelas como
mitocdndrias. A via de Embden-Meyerhof ou o ciclo das pentoses € 0 mecanismo encontrado
por essa célula para a obtencdo de energia a partir da molécula de glicose. Esta via (Figura 2)
é uma alternativa do ciclo da glicose, em que a molécula de glicose é convertida em duas
moléculas de piruvato que posteriormente serdo reduzidas, originando assim adenosina
trifosfato (ATP) e nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH). Além da produgédo
energética, esse desvio gera espécies oxidativas que podem se tornar muito prejudiciais a
hemacia, visto que a falta de mitocéndrias limita seu poder defensivo contra essas espécies
(ROGERS et al., 2016).

O Unico mecanismo defensivo das hemécias contra as consequéncias oxidativas € a
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase. Esta atua de forma a reduzir o nicotinamida adenina
dinucleotidio fosfato (NADP), que € uma coenzima responsavel pela producdo da glutationa
reduzida, esta Ultima por sua vez, é o Unico agente redutor da meta-hemoglobina em
hemoglobina. Sendo assim, a falta da G6PD funcional no organismo, acarretara no acimulo
de meta-hemoglobina na hemécia tornando-a ineficaz no transporte de oxigénio e outras
funcbes (KORALKOVA, 2014).

A via de Embeden-Meyerhof possui trés desvios importantes, a via da
metahemoglobina redutase, a via de Rapoport-Luebering, e a via da hexose monofosfato (via
das pentoses). Na primeira via a metahemoglobina oxidada é reduzida produzindo cerca de
3% do ion férrico diario. Na segunda, o 2,3 difosfoglicerato (2,3-DPG) é gerado, sendo este
um importante ligante da hemoglobina o qual regula a afinidade desta com o oxigénio que
unido a proteina ao chegar nos tecidos, ocorre a troca deste gas pelo 2,3-DPG, sendo esta

permuta regulada pela pressao de oxigénio no sangue (NEMKOV et al., 2016).



Figura 2 — Via metabdlica de Embeden-Meyerhof.
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Na terceira ou via das pentoses (Figura 3), cerca de 10% da glicdlise é realizada, a
glicose-6-fosfato € convertida em fosfogluconato e ribulose-5-fosfato. O NADPH gerado tem
por fungdo manter a glutationa reduzida, conservando os grupos sulfidrilas da hemoglobina e
da membrana eritrocitaria, mantendo também o ferro, no seu estado de Fe?*, funcionalmente
ativo na hemoglobina (CORKINS et al., 2017).

Figura 3 — Via da hexose monofosfato, shunt da via de Embeden-Meyerhof.
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Fonte: Modificada de Hoffbrand, 2013.

A producdo de energia na via das pentoses gera radicais livres que séo prejudiciais as
hemaécias, no entanto, elas possuem um mecanismos de defesa contra esses agentes, como a
enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD). Dessa reagdo tem origem a forma reduzida
da NADP®, a NAPDH, que participara ativamente na reducio da glutationa oxidada (GSSG),
para glutationa reduzida (GSH). O GSH é o agente antioxidante final, formado pela cadeia de
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reacOes, € 0 responsavel por neutralizar grupos oxidantes produzidos por drogas, compostos

virais e as proprias reacdes intracelulares (FARIA, 2016).

2.2 DEFICIENCIA DA ENZIMA GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE

As eritroenzimopatias sdo distarbios enzimaticos das hemécias que podem causar
anemia hemolitica devido a alteracdo do metabolismo energético destas células. O portador
dessas deficiéncias tem a capacidade reduzida de produzir enzimas, como a G6PD, com
funcionamento adequado para degradar a demanda de agentes oxidantes a célula (ALAARG,
2013).

A insuficiéncia da atividade bioldgica da enzima G6PD pode desencadear uma anemia
hemolitica. Os individuos podem herdar mutacdes genéticas de enzimas eritrocitarias as quais
dificultam as hemécias em condi¢des fisiologicas adequadas de realizarem suas fungdes, por
vezes levando a hemdlise (CAPPELLINI e FIORELLLI, 2008).

A existéncia de diversos tipos de anemias possibilita que algumas ndo sejam
detectadas até que o individuo apresente sintomas associados a esta condicdo ou quando
ocorram situacOes que a desencadeiam. Algumas drogas, feijdo fava (Quadro 1) e infeccOes
adicionais podem oxidar NADPH, o que desencadeia hemdlise em pacientes com deficiéncia
de G6PD. Além da deficiéncia na atividade dessa enzima, a medida que as hemacias
envelhecem a funcionalidade da G6PD diminui, assim, os reticuldcitos tém a enzima com
maior atividade do que os eritrécitos mais antigos, o que pode afetar o diagnostico (HALEY,
2016).
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Quadro 1 — Alimentos e medicamentos que desencadeiam hemdlise em portadores de

deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase.

ANTIMALARICOS

ALIMENTOS

ANALGESICOS/
ANTIPIRETICOS

DROGAS
CARDIOVASCULARES

Cloroquina
Hidroxicloroquina
Mepacrina
Pamaquina
Pentaquina
Primaquina
Quinina
Quinocida

Feijéo fava (Canavalia
versicolor)
Vinho tinto
Agua tonica

Mentol
Corantes artificiais azuis
Ervilhas (Pisumsativum)

Meldo amargo
(Momordicacharantia)

Acetanilida
Acetominofen
Acetofenetidina
Acido acetilsalicilico
Amidopirina
Antipirina
Dipirona
Fenacetina
Probenicida
Piramidona
Paracetamol

Procainamida
Alfa-metildopa
Quinidina
Hidralazina

CITOTOXICOS/

SULFONAMIDAS/

OUTROS FARMACOS

ANTIBACTERIANOS SULFONAS
Acido paraaminobenzoico
<. S Dapsona L
Acido nalidixico - . Aminopirina
o . e Trimetropim .
Acido para-aminosalicilico R Antazolina
. Sulfametoxipiridazina .
Cloranfenicol . Azul de metileno
. Sulfamerazina L
Co-trimoxazol . Colchicina
. Sulfaguanidina o .
Furazolidona . Difenidramina
Sulfisoxazole .
Furmetonol . Dimercaprol
. Sulfasalazina .
Neoarsfenamina . Fenilbutazona
. . Sulfapiridina o
Nitrofurantoina L Fenitoina
. Sulfanilamida .
Nitrofurazona R Isoniazida
. Sulfametoxipirimidina
Isoniazida Mestranol

Sulfacetamida

Vitamina K (liposoltvel)
Vitamina C (hidrossoluvel)

Fonte: Modificado de Oliveira, 2017.

A deficiéncia da enzima G6PD pode ocorrer com diferentes intensidades levando

danos distintos ao portador. A classificacdo da deficiéncia de G6PD baseia-se na atividade

enzimatica residual e na expressdo clinica de suas variantes bioquimicas (Quadro2), mais de

400 existentes. As classes da deficiéncia de G6PD vao de | a V sendo a de classe |, a mais

severa, associada a anemia hemolitica cronica ndo esferocitica, a de classe Il ¢ uma

deficiéncia enzimatica grave, menor que 10% de atividade residual, a de classe Il tem

deficiéncia enzimatica moderada com atividade residual 10% a 60% da enzima, a de classe IV

tem atividade enzimatica normal ou ligeiramente diminuida, entre 60% a 100% de atividade, a

ultima, de classe V € uma superatividade da enzima que esta aumentada e maior que 150%
(COMPRI; SAAD; RAMALHO, 2000).




Quadro 2 — Nomenclaturadas classes de variantes

desidrogenase.

da deficiéncia
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de glicose-6-fosfato

CLASSE | CLASSES 11 CLASSE Il CLASSE IV CLASSE V
Atividade
L L enzimatica o
Deficiéncia Deficiéncia Atividade
y L o normal ou o
Atividade da enzimatica grave enzimatica o enzimatica
) ) ligeiramente
enzima muito (< 10% de moderada (10% a L aumentada
) o o diminuida
baixa (< 5%) atividade 60% de atividade (>150% de
) ) (60% a 100% o
residual) residual) o atividade)
atividade
residual)
Associada a . )
) Risco de anemia ) )
anemia i Risco de anemia
i hemolitica aguda i Portadores Sem doenca
hemolitica ) ) hemolitica aguda ) . )
L induzida por ) ) assintomaticos associada
crénica nédo ) induzida por droga
. favismo
esferocitica
97 variantes, 122 variantes, 103 variantes, 52 variantes, 2 variantes,
apenas uma sendo 37 sendo 22 sendo 12 nenhuma
polimorfica polimorficas polimorficas polimorficas polimorfica

Fonte: Compri: Saad: Ramalho, 2000.

H& uma estimativa de que ao menos 400 milhdes de pessoas possuem mutacdo no
gene de G6PD causando uma deficiéncia. A prevaléncia mais significativa é relatada na
Africa, sul da Europa, Oriente Médio, Sudeste Asiatico e nas ilhas do Pacifico. No entanto,
devido a migracdo, também € prevalente na América do Norte e do Sul e em partes do norte
da Europa. Em regides como na Africa Central e no Oriente Médio, a prevaléncia é de até
26% e no Sudeste Asiatico varia entre 3% e 18%, dependendo da area. Apresenta-se menor
que 0,5% no Hemisfério Norte, incluindo o norte da Europa, Reino Unido, Russia, norte da
China e paises escandinavos (CAPPELLINI E FIORELLI, 2008; BOONYUEN et al., 2017).

As pesquisas mais recentes em paises endémicos de malédria previu a maior
prevaléncia de deficiéncia de G6PD, podendo atingir 32,5% na Africa subsaariana e Peninsula

Arébica, mas raramente ultrapassando 20% no sudeste da Asia. J& nos Estados Unidos, 0s
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principais acometidos s@o homens afrodescendentes, com prevaléncia de cerca de 10%.
(GUNAWARDENA et al., 2017; SHICK, 2016).

No Brasil a prevaléncia estimada da doenca esta em torno de 7%. Ocorre uma variagao
da desta, nos estados brasileiros estando entre 1,7% e 3,6% no interior de Sdo Paulo, 3,9% no
Rio Grande do Norte, 7,9% no Rio Grande do Sul e no Distrito Federal de 2,91% (FARIA,
2016). No estado de Sergipe, a prevaléncia da deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase
em recém-nascidos é de 9,35% (OLIVEIRA, 2017).

2.3 CARACTERISTICAS GENETICAS DA DEFICIENCIA DA G6PD

A G6PD é uma proteina com atividade catalitica formada por organizacdes
quaternérias de aminoacidos dos quais 515 compdem sua porcdo ativa, que tém afinidade para
0s substratos de G6PD e de NADP. As mutagdes estdo ligadas a diferentes graus de
deficiéncia para atividade da enzima e estdo divididas em cinco grupos de acordo com
gravidade da deficiéncia. Do grupo | ao V estdo organizadas as mutacBes em ordem
decrescente de potencial risco ao desenvolvimento de doencas, ou seja, as mutagdes da classe
| tém atividade da enzima muito baixa, associado a anemia hemolitica ndo esferocitica e as
mutacdes do grupo V tem atividade enzimatica alta e ndo tem doencas associadas
(LUZZATTO et al., 2016).

A enzima G6PD é produzida por meio de uma codificacdo do gene que se localiza na
regido subtelomérica do braco longo do cromossomo X, banda Xg28 (llustracdo 1), possuindo
13 exons e 12 introns, no qual a regido promotora é rica em guanina e citosina. Condicoes
genéticas fazem com que essas regides possuam varia¢des polimorficas acarretando em

mudancas na producdo e/ou funcionamento desta enzima (SCOTT et al., 2016).
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llustracdo 1 — Localizacdo do gene G6PD no cromossomo X.
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Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Xq28, acesso 03/10/2017, 09:09.

A deficiéncia enziméatica de G6PD é uma heranca recessiva ligada ao sexo, ou seja, 0
gene que transmite essa condicao esta localizado no par de cromossomos sexuais. Esse gene €
localizado no cromossomo X, tornando assim o sexo masculino mais afetado por essa
deficiéncia, uma vez que o sexo feminino possui dois cromossomos X (XX) e o masculino
possui apenas um (XY). Os resultados associados a deficiéncia de G6PD podem ser relatados
como homem hemizigoto, por exemplo, um alelo variante de classe I-111, mulher homozigota,
com dois alelos deficientes de classe I-111 idénticos com mesma variante, mulher heterozigota
composta, dois diferentes alelos deficientes de classe I-111 com diferentes variantes, e mulher
heterozigota com um alelo de classe IV normal e um deficiente alelo de classe I-Ill
(CAROCA et al., 2017).

Mulheres carregam um par de cromossomos X, possuem entdo capacidade de produzir
a enzima G6PD funcional ou deficiente. Se portar apenas um cromossomo com 0 gene que
codifica a G6PD deficiente ainda poderd expressar a enzima com capacidade normal,
dependendo qual cromossomo X esta ativo na célula. Porém se o individuo é do sexo
masculino (XY) e herdar o gene deficiente para a producdo da enzima, por possuir apenas um
cromossomo ndo serda somente portador, mas tera uma probabilidade maior de apresentar

eventos de hemdlise se exposto a agentes oxidantes (HOWES, 2013).

Alguns casos em que variantes estiverem presentes, o diagnostico de deficiéncia de
G6PD pode ser feito com base em resultados genotipicos. Homens hemizigotos, mulheres

homozigotas e mulheres heterozigotas compostas sdo classificadas como deficientes em


https://en.wikipedia.org/wiki/Xq28
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G6PD. Para os raros pacientes do sexo masculino que possuem dois cromossomos X
(sindrome de Klinefelter), o genotipo G6PD deve ser interpretado como se fossem do sexo
feminino. Determinar o fen6tipo G6PD em mulheres heterozigotas com um alelo de classe IV
normal e um alelo de classe I-1ll deficiente, ndo é possivel. Somente com base em testes
genéticos, devido ao cromossomo X inativado em mulheres e esta inativacdo do cromossomo
X, pode acontecer em uma porcentagem variavel de células somaéticas, inativa o alelo normal
ou de baixa atividade e traduz-se em mulheres heterozigotas com hemaécias deficientes e com
atividade normal em G6PD (PEIRETTI et al., 2010).

Nos homens, os resultados da atividade da enzima G6PD geralmente sdo claros,
inclusive em recém-nascidos, que tendem a ter maior atividade que o observado em criancas e
adultos mais velhos. O principal risco de erros de classificagdo em homens é quando houver
hemolise recente, porque a atividade da G6PD em reticuldcitos e hemacias jovens séo
maiores, ou transfusdo de sangue recente porque o sangue transfundido provavelmente sera
G6PD normal. Em programas universais de triagem neonatal via uso de teste da fluorescéncia
resolvida no tempo, considerado quantitativo para deficiéncia de G6PD, o ensaio de atividade
enzimaética foi instituido ou proposto em &areas com alta incidéncia de deficiéncia de G6PD,
como Asia, Europa, Africa e Oriente Médio (RELLING, et al., 2014).

Todas as mutacdes do gene G6PD que resultam em enzima deficiente afetam a
sequéncia de codificacdo. Dentre as centenas de mutacGes relatadas, a maioria das quais sdo
substituicdes de base Unica que levam a substituices do aminoacido ou pequenas delecBes
que sdo excecles. As mutacdes pontuais sdo distribuidas por toda a regido de codificacdo e
um conjunto delas que causam um fenotipo grave, classe I, anemia hemolitica crénica néo
esferocitica, ocorre nos exons 10 e 11 aminoacidos 380-430, perto da interface do dimero
(CAPPELINNI: FIORELLLI, 2008).

Muitas mutacdes pontuais foram verificadas em diferentes partes do mundo, o que
sugere que sua provavel origem vem de novas mutacdes que surgiram de forma independente.
Além das mutacGes que levam a deficiéncia enzimatica, muitos locais em introns
polimérficos foram identificados, permitindo a definicdo de hapldtipos de G6PD. Estes
haplo6tipos foram utilizados na tentativa de entender a histéria evolutiva do gene da G6PD
auxiliando no estudo da maléria. Ocorreu a construcdo e analise de distribuicdo de haplétipos
de G6PD, em diferentes populacOes, para determinar se havia correlacdo entre a coevolugéo
da malaria (Plasmodium falciparum) e o locus G6PD. A adaptacdo de haplotipo, em regides
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geograficas, justificaria a diversidade fenotipica verificada pela resisténcia ou suscetibilidade
humana & malaria ocasionada pelo locus G6PD (DOS SANTOS, 2005).

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase em recém-nascidos e seus

pais do estado de Sergipe.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Confirmar o diagndstico de um grupo de recém-nascidos com teste inicial positivo para
baixa atividade de glicose-6-fosfato desidrogenase do Programa Nacional de Triagem

Neonatal de Sergipe;

- Detectar a anemia hemolitica em decorréncia da deficiéncia de glicose-6-fosfato

desidrogenase em recém-nascidos, pais e maes portadores;

- Realizar a assisténcia da avaliacéo clinica inicial dos pais, maes e recém-nascidos portadores

da deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CASUISTICA E ASPECTOS ETICOS

O presente estudo longitudinal e transversal, com 0 método de estatistica descritiva foi
realizado em familiares de recém-nascidos com teste inicial positivo para baixa atividade de
G6PD, participantes do Programa de Triagem Neonatal do Estado de Sergipe, analisadas entre
maio de 2016 a janeiro de 2017.

Os pacientes com resultados positivos foram convocados de forma aleatoria, para a
realizacdo da segunda dosagem de G6PD nos recém-nascidos, e investigagcdo dos familiares.

Esta etapa ocorreu entre dezembro de 2016 e janeiro de 2017.
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Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Sergipe sob nimero 1.516.348 (Anexol). Os responsaveis foram esclarecidos quanto aos
objetivos da pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE —
Adendos 1 e 2) de acordo com a Resolucdo CNS n° 466/2012 (BRASIL, 2012).

4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram coletadas e processadas no Laboratério de Andlises Clinicas, no
Setor de Triagem Neonatal do Hospital Universitario de Sergipe/HU-UFS/EBSERH.

As amostras dos recém-nascidos foram coletadas por puncdo calcanea em papel de
filtro, e venosa nos familiares, para a dosagem de G6PD e frascos com EDTA e sem

anticoagulante, para os hemogramas e bioquimica respectivamente.

Os papéis de filtro com as amostras coletadas de recém-nascidos e familiares foram
picotados em perfurador automatico Wallac DBS Puncher (Perkin Elmer, Turku, Finlandia)

com diametro de 3.2 mm em uma microplaca especifica, diretamente em pocos.

4.3 DOSAGEM DA GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE

A dosagem da G6PD foi realizada utilizando reagente do kit Neonatal G6PD (Perkin
Elmer, Turku, Finlandia) que adota metodologia quantitativa com analise por fluorescéncia

por tempo resolvido, com analise no aparelho Victor D da Perkin Elmer.

O reagente substrato de G6PD foi reconstituido com 1lmL da solucdo de
reconstituicdo e 100uL foram adicionados a cada poco que continha um disco de papel de
filtro, posteriormente as amostras picotadas foram incubadas a temperatura ambiente por 30
minutos com agitacdo lenta no agitador Delphia Plate shake (Perkin Elmer, Turku, Finlandia).

Ao fim da reacdo, 200ul do Copper Reagent foram adicionados a cada pogo para
tornar a reacdo mais lenta. Os picotes flutuantes foram retirados. A fluorescéncia foi medida
pelo fluorémetro Victor D (Perkin Elmer, Turku, Finlandia) em até 15 minutos apés adi¢do do

Cooper Reagent em filtro com 355nm de excitagdo e 460nm de emisséo (GOYAL, 2015).
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4.4 HEMOGRAMA E CONTAGEM DE RETICULOCITOS

O hemograma foi realizado no analisador hematoldgico automatico Cell Dyn Ruby
(Abbott, Illinois, Estados Unidos) que emprega a metodologia MAPSS (Separacdo de
Dispersdo Polarizada de Angulo Multiplo), e citometria de fluxo a laser.

Neste método foi utilizado uma aliquota de 5mL de sangue periférico para a execucao
da andlise dos seguintes parametros: concentracdo de leucdcitos (diferenciacdo em
neutrofilos, linfocitos, mondcitos, eosinofilos e basofilos), concentracdo de plaquetas,
concentracdo de hemaécias, hematdcrito, hemoglobina e indices hematimétricos e contagem de
reticuldcitos (LEERS, 2011). Também foram realizadas extensdes sanguineas, posteriormente
coradas pelo método de Leishmann (LEWIS, 2006) e analisadas ao microscopio dptico para a
contagem diferencial de leucdcitos circulantes. Para a contagem de reticulécitos foram
incubados 20uL de sangue periférico em um tubo préprio por 15 minutos a temperatura
ambiente posteriormente homogeneizada a amostra e realizada a leitura no aparelho Cell Dyn
Ruby (LEERS, 2011).

4.5 DOSAGEM DE BILIRRUBINAS

A dosagem de bilirrubinas foi realizada no aparelho CMD 800i (Wiener, Rosério,
Argentina), que realiza dosagens bioquimicas. Para este método, foi utilizada uma aliquota de

5mL de sangue periférico coletada sem anticoagulante (WIENER, 2000).

46 MATRICIAMENTO GENETICO CLINICO MULTIPROFISSIONAL DOS
CASOS CONFIRMADOS

Pacientes e familiares com casos confirmados da deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase foram encaminhados para acompanhamento clinico e aconselhamento genético
pela equipe de hematologistas do ambulatorio do Hospital Universitario da Universidade
Federal de Sergipe, localizado na Rua Claudio Batista nimero 505, Bairro Palestina, Aracaju,
Sergipe. Uma reuni&o foi realizada com o objetivo de esclarecer os dados referentes a doenga,
incluindo o diagnostico, provével curso da condicdo, condutas disponiveis para evitar a

manifestacao clinica bem como o modo como a hereditariedade contribui para a doenca.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram avaliadas 11.667 amostras de individuos atendidos pelo Programa de Triagem
Neonatal do Estado de Sergipe entre maio de 2016 a janeiro de 2017. Destas, 3.463 amostras

foram descartadas devido a falta de qualidade, restando 8.204 amostras viaveis.

De um total de 539 amostras positivas, foram convocados 100 recém-nascidos da
grande Aracaju, dos quais compareceram 50 com seus respectivos familiares. A deficiéncia de
G6PD foi confirmada em 20 recém-nascidos (40%) por meio de uma segunda dosagem de
G6PD em nova amostra coletada no laboratorio. Essa diferenca pode ser explicada com
fatores envolvidos na primeira analise que poder ter sofrido interferentes de tempo entre a
coleta e a realizacdo do ensaio, condigdes de temperatura e umidade no transporte, levando a
resultados falsos positivos (DOS SANTOS, 2016). Dos familiares convocados compareceram

49 mées e 17 pais. Destes, 5 mées e 4 pais apresentaram deficiénciade G6PD (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Frequéncia da deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase em recém-nascidos,
maées e pais (indicados).

Grupos Total Deficiente(%o) Nao Deficiente(%0)
Recém-nascidos 50 20 (40%) 30 (60%)
Maes 49 5 (10,20%) 44 (89,80%)
Pais (indicados) 17 4 (23,53%) 13 (76,47%)
Total 116 29 (25%) 87 (75%)

Nos 20 recém-nascidos com deficiéncia comprovada para G6PD, 2 (10%) foram do
sexo feminino e 18 (90%) do sexo masculino (llustragdo 2), com uma propor¢ao de 9:1

recém-nascidos masculinos em relagdo aos femininos positivos para o teste de G6PD.
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llustracdo 2 — Grafico representativo dos resultados confirmatdrios de recém-nascidos do sexo
feminino e masculino com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase no estado de

Sergipe
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Goyal e colaboradores (2015) em um estudo com neonatos verificaram que de 90
recém-nascidos que realizaram testes confirmatorios da deficiéncia de G6PD, 76 pertenciam
ao sexo masculino. A frequéncia do alelo G6PD deficiente € maior no sexo masculino,
aproximadamente 220 milhdes de homens e 133 milhdes de mulheres em paises endémicos de
malaria (HOWES et al., 2012). Carvalho e colaboradores (2011) encontraram em sua pesquisa
uma proporcdo de 8:3 na relacdo de recém-nascidos de sexo masculino e feminino
respectivamente. Em um estudo semelhante, Hasan e colaboradores (2017) constataram uma
proporcao de 42% de recém-nascidos do sexo masculino com algum tipo de deficiéncia de
G6PD, dessa forma podemos perceber que o estudo e exames acerca dessa doenca, sdo cada

vez mais indispensaveis.

Dos 20 recém-nascidos positivos, compareceram para a realizacdo dos testes do estudo
familiar, 11 casais (pais e maes), de 8 recém-nascidos positivos, somente a mde compareceu,
e de um deles ndo compareceu nem o pai, nem a mde. Em relacdo a positividade dos

familiares, ndo houve nenhum caso onde pai e mae fossem positivos concomitantemente. Em
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5 recém-nascidos positivos, pelo menos um dos familiares foi positivo, sendo quatro maes e
um pai. Em 15 recém-nascidos positivos ndo foi observado positividade nem no pai e nem na

mae (llustracéo 3).

llustracdo 3 — Correlacdo entre a deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase nos recém-

nascidos, com seus respectivos pais (indicados) e maes.
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Em cinco recém-nascidos positivos para deficiéncia de G6PD, é possivel reconhecer a
origem de seu gene com a deficiéncia. Visto que em quatro daqueles cinco casos, a crianga
recebeu o gene deficiente da mae e apenas em um caso recebeu a deficiéncia do pai. Os dados
corroboram com a literatura uma vez que a probabilidade de uma crianga herdar o gene X da
mde é dobrada devido ao seu gendtipo sexual ser XX e o do pai ser de XY.

Dos 15 recém-nascidos que ndo se pode conhecer a origem do gene deficiente, um é
do sexo feminino, a mée foi negativa e o pai ndo compareceu e em outro do sexo masculino o
qual ndo compareceu nem o pai, nem a mde. Em 13 recém-nascidos do sexo masculino suas
maées apresentaram resultado negativo. Reading e colaboradores em, 2016 afirmam que apesar

do sexo masculino somente herda a deficiéncia enziméatica da mae, logo nos remete a um



28

diagnostico que necessita de maior investigacdo genética para estas maes consideradas em um

primeiro momento negativas.

No entanto, houve quinze recém-nascidos que apresentaram resultados positivos para
o teste de deficiéncia para G6PD e nenhum dos dois familiares responderam da mesma forma
ao teste. A justificativa pode estar nos genes sexuais maternos, pois a mae pode comportar-se
como uma portadora dessa doenca, porque apresentard um cromossomo X sem a deficiéncia,
porém pode transmitir o cromossomo X deficiente para o seu filho. Dessa forma, ao receber o
gene com deficiéncia da mde, a crianga, principalmente do sexo masculino, poderd
desenvolver a deficiéncia da G6PD mesmo sem que Sseus pais apresentem a mesma

enfermidade.

Das 50 maes que foram convocadas para fazer a dosagem da G6PD, 49
compareceram, dentre estas 5 (10%) foram positivas, no entanto dentre as positivas, em uma o
recém-nascido foi negativo. Esse nimero poderia se tornar mais expressivo, se a dosagem
pudesse detectar com maior precisao mulheres heterozigotas portadoras da deficiéncia
enzimatica de G6PD. A relacdo de criancas-maes positivas é de 25%, esses dados de 4:1,
mées heterozigotas podem entrar em contato com espécies oxidativas, desencadeando crises
hemoliticas agudas e seus reticuldcitos, possuem as enzimas G6PD mais ativas, 0 que
ocasiona resultado falso negativo na dosagem, diminuindo significativamente a relacéo de
heranca das maes dos recém-nascidos (ABDULRAZZAQ, et al., 1999; BANCONE et al.,
2014).

Entre os 50 pais (indicados) convocados, 17 compareceram, destes 4 (24%) foram
positivos. Apenas um pai e recém-nascido foram positivos juntos. Os demais pais positivos,
provavelmente transmitiram o gene G6PD deficiente, tornando seus filhos portadores, embora
negativos na dosagem. Outros testes genéticos seriam necessarios para comprovar a existéncia
do gene deficiente nos filhos portadores. Em numeros absolutos a relacdo entre criangas-pais
positivos é de 5:1. Essa proporcao nédo traduz a realidade, pois muitos pais estiveram ausentes
(33). Os resultados dos familiares positivos verificados proporcionalmente neste estudo

familiar demonstram sua maior incidéncia na popula¢do masculina (SAIF, 2017).

A deficiéncia da G6PD esta no organismo humano de varias formas, desde mutacdes
que ndo produzem efeitos prejudiciais ao funcionamento do organismo, as mutagdes
assintomaticas, até deficiéncias tdo significativas que geram ictericia neonatal grave, que

levam muitas vezes ao 6bito.
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A maioria dos pacientes com essa condicdo estd entre esses extremos. Eles sdo
assintomaticos até serem expostos a uma situacdo de estresse oxidativo intenso que pode ser
causada por farmacos, infecces ou até outras doencas. Assim o paciente podera desenvolver
crise hemolitica ou anemia a depender da recorréncia destes episodios (GOMEZ-MANZO,
2016).

Foram feitos alguns exames complementares, quatro recém-nascidos apresentaram
resultados abaixo do valor de referéncia para hemécias, hemoglobina e hematdcrito e
contagem de reticulécitos e dois mostraram resultados acima do valor de referéncia para
dosagem de bilirrubinas. Somente dois recém-nascidos positivos na segunda dosagem de
G6PD, foram identificados com hiperbilirrubinemia, mas niveis discretamente acima do

normal o que néo faz referéncia com a gravidade da encontrada na deficiéncia de G6PD.

Foi verificada certa tendéncia de diminuicdo nos parametros do hemograma de
pacientes com resultados positivos para deficiéncia de G6PD. Embora ndo apresentaram crise
hemolitica, que a depender da extensdo, biomarcadores sdo de fundamental importancia,
como numero de hemécias e presenca anormal de reticuldcitos na circulacdo periférica, no

diagnostico de anemias graves (CHAMI et al, 2016).

O grande numero de casos de recém-nascidos e familiares com a deficiéncia para a
G6PD mostra a importancia dessa pesquisa, visto que poucos estudos foram encontrados
nessa mesma linha. No nordeste, onde os dados s&o mais escassos, foram encontradas novas
mutacdes da G6PD, Gémez-Manzo e colaboradores (2016) encontraram uma nova mutacao
na enzima G6PD em cinco neonatos de Salvador. Essa mesma muta¢do ndo foi encontrada em
recém-nascidos ndo portadores da deficiéncia, logo a causa da deficiéncia foi atribuida a essa
nova mutacdo enzimatica. A nova enzima G6PD pode ser classificada como classe I,
deixando o eritrocito com atividade em menos de 10% de sua capacidade normal o gque cria

um risco significativo para crises hemoliticas agudas (NETO 2008).

Os vinte e cinco pacientes que tiveram confirmada a deficiéncia de G6PD participaram
de uma avaliagdo clinica, onde se pode esclarecer a doenga, e comunicar a importancia da
precaucdo com a ingestdo de determinados alimentos e medicamentos que possam
desencadear crise hemolitica. O aconselhamento genético foi promovido com intuito de
instruir como a hereditariedade influencia no aparecimento da deficiéncia reforcando a

relevancia de um prévio diagndstico (Foto llustrativa 1).
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Foto llustrativa 1 — (A e B) Registro do matriciamento da avaliacéo clinica e aconselhamento

genético dos pacientes com deficiéncia confirmada de glicose-6-fosfato desidrogenase.

Fonte: Cedida pela equipe de matriciamento clinico.

Ainda que o estudo tenha apresentado muitas mées negativas com filhos do sexo
masculino positivos, precisaria se fazer uma investigacdo genética para esclarecimento do
gendtipo e um real diagnostico. Além destes limitantes no estudo, outro interferente no
resultado sdo os pais convocados serem os indicados pelas maes e ndo ha afirmar se estes séo

os  pais  biologicos, por isso  foram  denominados  “pais  indicados”.
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6 CONCLUSAO

Nos exames confirmatorios foi observada uma maior prevaléncia em individuos do
sexo masculino, tantos entre 0s recém-nascidos quanto em seus familiares. Entre os pacientes
positivos ndo houve nenhum caso de crise ou anemia hemolitica em decorréncia da
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase, embora tenha sido notada diminuicdo dos
parametros do eritrograma. O acompanhamento da avaliacdo clinica inicial dos pais, maes e
recém-nascidos portadores da deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase, foi realizado

proporcionando maiores esclarecimento a cerca desta eritroenzimopatia.

Este trabalho permitiu verificar que ainda séo escassas as pesquisas no que diz respeito
ao estudo familiar de pacientes com deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato desidrogenase,
ndo somente no Brasil, bem como no mundo, embora seja umas das eritroenzimopatias que

mais acomete os individuos.

Por fim este estudo pode servir como base para pesquisas futuras na mesma linha,
onde seja possivel a diferenciacdo de mulheres portadoras do gene para a deficiéncia da
G6PD das mulheres que ndo possuem a deficiéncia da G6PD.
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feitos exames para diagnosticar anemias decorrentes desta deficiéncia enzimatica. Os
resultados dos exames serdo entregues aos participantes, e caso necessario, serao
encaminhados para acompanhamento clinico. Os pesquisadores irdo esclarecer todas as
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peco que assine este documento. Meus sinceros agradecimentos por sua colaboracgdo. Dulce
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, RG: , aceito participar da pesquisa intitulada “Prevaléncia da
def|C|enC|a da glicose-6-fosfato de3|drogenase em recém-nascidos do estado de Sergipe”
estou devidamente informado e esclarecido, como disposto acima. Nome da crianca:

, / /

Local dia més ano

Assinatura do Responsavel
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