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1- REVISAO DE LITERATURA
1.1- ERITROCITOS, METABOLISMO E GLICOSE-6-FOSFATO
DESIDROGENASE

O eritrécito ou hemacia é uma célula sanguinea de linhagem mieloide cuja
principal funcdo é o transporte de oxigénio para os tecidos. A membrana dos eritrocitos
€ uma estrutura altamente dindmica com uma organizacao estrutural ordenada de tal
forma que permite a esta célula ser submetida a deformagdes necessarias para atravessar
0s Vvasos sanguineos e executar sua funcdo ao longo dos seus 120 dias de vida média
(DA COSTA, 2013).

O oxigénio é transportado na hemécia ligado a hemoglobina, uma proteina
tetramérica formada por um par de cadeias globinicas o (ou a-like) e um par de cadeias
ndo-a (B-like), cada uma associada a um grupo heme. Concomitantemente, a
hemoglobina remove o dioxido de carbono resultante do catabolismo celular,
colaborando na manutencéo do equilibrio acido-base (TEIXEIRA, 2014).

A degradacdo da heméacia ocorre no interior dos macrofagos do bago e medula
Ossea e € seguida pela liberagdo da hemoglobina. Os aminoéacidos liberados por esta
cadeia serdo armazenados para producdo de novas proteinas. A enzima heme oxigenase
produz quantidades equimolares de biliverdina, monoxido de carbono (CO) e ferro
férrico (Fe®"). Esta enzima tem um importante papel fisioldgico protegendo as células
da agressdo oxidativa da porcdo heme livre. O Fe** liberado é estocado nas células
reticuloendoteliais do figado, baco e medula dssea, nas formas de ferritina e
hemossiderina (PEREIRA e RAMOQOS, 2015).

Durante a maturacdo, os eritrocitos perdem seu nucleo, mitocondrias, e outras
organelas. Desta forma, eles sdo incapazes de realizar a fosforilacdo oxidativa e sintese
de proteinas e lipidios. As vias metabodlicas envolvidas na funcdo e sobrevivéncia
celular compreendem a glicolise anaerdbica ndo oxidativa, via das hexoses monofosfato
e a via do metabolismo da glutationa (KORALKOVA, 2014).

A glicolise anaerodbica, denominada via de Embden-Meyerhof, é a Gnica fonte de
energia para as hemacias. Esta via transforma a glicose em piruvato e o reduz a lactato
gerando adenosina trifosfato (ATP), que dirige o funcionamento adequado da bomba de
K*/Na" que, por sua vez, esta envolvida na manutencéo de flexibilidade e integridade da

membrana dos eritrocitos. A glicolise anaerdbica é regulada por trés passos limitantes



da velocidade: a acdo catalitica da hexoquinase que converte glicose em glicose-6-
fosfato, fosfofrutoquinase que converte frutose-6-fosfato em frutose-1,6-bifosfato, e
piruvato quinase que converte fosfoenolpiruvato em piruvato (Figura 1)
(KORALKOVA, 2014).

Via de Embden-Meyerhof
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Figura 1 — Via de Embeden-Meyerhof

A via de Rapoport-Luebering, a via de metahemoglobina redutase e a via
fosfogluconato, ou via das pentoses, sdo desvios da via glicolitica. A via de Rapoport-
Luebering é uma via alternativa entre o 1,3- difosfoglicerato e o 3-fosfoglicerato que,
apesar de diminuir o rendimento de producdo de ATP, gera 2,3- difosfoglicerato (2,3-
DPG). O 2,3-DPG se liga a hemoglobina e sua remocao permite a fixacéo e transporte

do oxigénio pela hemoglobina. Quando o O, ¢ liberado no tecido, o0 2,3-DPG volta a se
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ligar a hemoglobina, num equilibrio controlado pela pressdo de oxigénio na corrente
sanguinea (SILVA, 2013).

Na via da metahemoglobina redutase o citocromo-b5-redutase transfere elétrons
da nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH) para o citocromo b5, que
transfere estes elétrons para a metahemoglobina reduzindo-a a hemoglobina.
Metahemoglobina é uma forma aberrante de hemoglobina resultante da oxidacdo de
ferro na molécula heme normal da forma ferrosa (Fe”*) para a forma férrica (Fe**). A
presenca de moléculas de heme férrico provoca uma mudanca estrutural na molécula de
hemoglobina, resultando em reducdo da capacidade de transporte e liberacdo de
oxigénio. (UWAKWE, 2015).

A via das pentoses fosfato consome aproximadamente 10% da glicose
disponivel sob condicdes fisiologicas para manter niveis elevados de nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH). A via das hexoses monofosfato é um
desvio da via das pentoses fosfato onde a glicose-6-fosfato (G6P) desidrogenase age
sobre o substrato glicose-6-fosfato gerando NADPH que age como co-fator da
glutationa-redutase na geracdo de glutationa reduzida (GSH). A GSH detoxifica o
perdéxido de hidrogénio protegendo assim estruturas criticas das hemaécias, como lipidios
da membrana e proteinas do citoesqueleto, contra danos oxidativos (Figura 2)
(ACOSTA, 2012; ALAARG, 2013).

Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é a enzima limitante da velocidade da
via das pentoses fosfato. E composta por 514 aminoécidos e possui sitios de ligacdo
para nicotinamida adenina dinucleotideo (NADP) e G6P, bem como um sitio alostérico
modificador para NADP. A G6PD tem sido extensivamente estudada no que diz
respeito a sua deficiéncia e a associacdo com hemdlise, e com respeito ao papel
desempenhado no metabolismo de lipidios. Porém, outro papel que se destacou foi a
importancia da G6PD na fisiologia celular, uma vez que é uma grande fonte de
NADPH, necessaria a muitos sistemas celulares, incluindo as vias antioxidantes, 6xido
nitrico sintase, da NADPH-oxidase e do sistema do citocromo P450 (STANTON,
2012).
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Figura 2 — Via da Hexose Monofosfato, Shunt da via de Embeden-Meyerhof (modificada de Schmitt, G.
C. etal., 2006)

1.2- DEFICIENCIA DE GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE

A anemia hemolitica se configura como um grupo variado de distarbios em que
a meia-vida da hemacia estd reduzida. Genericamente, as anemias hemoliticas séo
classificadas em hereditarias, mais comumente devido a defeitos intrinsecos as
hemacias, e adquiridas, quando envolve fatores extrinsecos as hemacias. Em casos de
danos graves as hemécias ocorre hemdlise intravascular. Em casos mais leves, essas
células sdo destruidas no tecido reticuloendotelial do baco, figado e medula dssea
(FOCHESATTO & BARROS, 2013).

Eritroenzimopatias sdo doengas que afetam genes que codificam enzimas de
hemacias. Elas alteram o metabolismo celular e sdo comumente associados a anemia
hemolitica normocitica normocrémica, onde a morfologia dos eritrocitos ndo apresenta
anormalidades especificas. A gravidade da eritroenzimopatia varia de acordo com a
importancia relativa da enzima mutante no que diz respeito a funcionalidade ou a
estabilidade dessa enzima (ALAARG, 2013; KORALKOVA, 2014).

A deficiéncia da glicose 6-fosfato desidrogenase é uma das eritroenzimopatias
mais frequentes, apresentando um quadro clinico bastante heterogéneo que varia de
assintomatico a anemia hemolitica cronica ou aguda. A sintomatologia se deve a ruptura
da membrana das hemécias, em intensidade variavel, na presenca de agentes oxidantes
de origem enddgena ou exdgena, como alguns farmacos e alimentos (VERDUGO,
2014).



A deficiéncia de G6PD ¢é um disturbio hereditario ligado ao cromossomo X,
localizado no brago g28. O gene da G6PD possui 13 exons e 12 introns, sendo a regido
promotora rica em guanina e citosina. Os homens afetados s&o homozigotos e
manifestam a deficiéncia enzimatica, enquanto as mulheres, por possuirem dois genes
para a enzima, podem ser heterozigotas ou homozigotas (FERREIRA, 2014).

A maior ocorréncia desta deficiéncia se d& em regibes sub-saarianas, onde 23 a
39% da populagdo ¢é afetada. A América Latina possui padrdo diferenciado devido a
miscigenacdo com a populacéo africana: a frequéncia varia de 0,39-6,22%. A frequéncia
no Oriente Médio varia de 1% no Egito a 14,9% em alguns grupos étnicos do Ira. Entre
a populacdo branca do norte da Europa a ocorréncia é de aproximadamente 1/1000
casos. Também entre os chineses e no sudeste da Asia é bastante comum (FREITAS,
2013; ZAMORANO-JIMENEZ et al., 2015; REZAEI et al., 2015).

Nos Estados Unidos os principais afetados sdo homens negros, com uma
frequéncia de cerca de 10%. Internacionalmente, a prevaléncia geografica da doenca se
correlaciona com a distribuicdo da malaria e as crises hemoliticas ocorrem devido ao
uso de antimalaricos que possuem atividade oxidante. As maiores taxas de ocorréncia
(com frequéncias de genes afetados de 5-25%) s&o encontradas na Africa tropical, no
Oriente Médio, na Asia tropical e subtropical, algumas éareas do Mediterraneo e em
Papua Nova Guiné (SCHICK, 2016).

Na populacdo brasileira a prevaléncia atual é estimada entre 3% e 6,9%,
havendo, portanto, um grande nimero de individuos portadores e doentes (FREITAS,
2013). Um estudo realizado em uma populacdo com descendéncia africana no
Amazonas revelou uma frequéncia de 4,96%. Em S&o Paulo foi demonstrada uma
frequéncia de 3,65% em homens. No Rio Grande do Norte, um estudo realizado com
recém —nascidos mostrou uma ocorréncia de 3,9%. Em Rondénia 3,3% dos investigados
em uma pesquisa apresentaram deficiéncia de G6PD sendo que todos os individuos
eram homens. Mais recentemente, outro estudo realizado em Ronddnia demonstrou
frequéncia de 3,1%. Trabalhos demonstraram uma frequéncia de 3% em Minas Gerais
e de 3,5% no Rio Grande do Norte (BARRAVIERA et al., 1987; NICOLIELO et al.,
2006; IGLESSIAS et al., 2010; KATSURAGAWA et al.,, 2004; MAIA, 2010;
CHAGAS et al., 2011; PERINOTO, 2013).

Atualmente, mais de 400 variantes G6PD sdo conhecidas das quais cerca de 140
mutacdes sdo de um Unico nucleotideo do cromossomo X. Os homens sdo mais afetados

que as mulheres, que exibem graus variaveis de expressdo clinica. A maioria das
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mutacdes de G6PD causa disfuncdo da enzima, diminuindo sua estabilidade, mas elas
nunca perdem inteiramente sua atividade, o que seria letal para o individuo
(BAUTISTA, 2014; ZAMORANO-JIMENEZ et al., 2015).

A primeira etapa crucial em um episodio hemolitico € a diminuicdo de NADPH
e a consequente deplecdo de glutationa (GSH) através da sua conversdao para
dissulfureto de glutationa (GSSG). Uma vez que a GSH é exaurida, os grupos sulfidrila
de hemoglobina sdo oxidados a sulfoxidos ou dissulfuretos, resultando em precipitados
grosseiros de hemoglobina desnaturada denominados corpos de Heinz. O resultado
clinicamente relevante é a hemolise intravascular, caracterizada por hemoglobindria, e
extravascular, apresentada como hiperbilirrubinemia. Os eritrécitos mais severamente
danificados sdo eliminados pelos macréfagos através do sistema reticuloendotelial
(LUZZATTO & SENECA, 2013).

Historicamente, as variantes genéticas de glicose-6-fosfato desidrogenase foram
divididas em cinco classes, com a classe | sendo mais severamente disfuncional e a
classe V possuindo a maior atividade da enzima. A classificagdo foi baseada em dois
critérios: o nivel de atividade enzimatica nos eritrécitos e as manifestacdes clinicas dos

individuos que possuem estas variantes (Quadro 1) (RELLING et al., 2014).

Quadro 1. Classificacdo das variantes de glicose-6-fosfato desidrogenase

CLASSE | CLASSES 11 E 111 CLASSE IV CLASSE V
Atividade . o - Atividade
. . Atividade Atividade enzimética o
enzimatica muito . ’ . enzimatica
. enzimatica até 60% | levemente deficiente
baixa (< 10%) aumentada
Provoca anemia Risco de anemia
S » Portadores Sem doenca
hemolitica néo hemolitica aguda ) - )
o o _ : assintomaticos associada
esferocitica cronica | induzida por drogas

Embora os portadores dessa deficiéncia sejam geralmente assintomaticos, ao
longo da sua vida podem desenvolver uma gama de condi¢des hematoldgicas incluindo
anemia hemolitica aguda, ictericia neonatal e anemia ndo esferocitica crénica quando
expostos a infeccdo, determinadas medicagdes e alimentos, especificamente a fava. A
deficiéncia de G6PD é reconhecida como fator de risco para hiperbilirrubinemia
neonatal grave, encefalopatia bilirrubinica aguda e paralisia cerebral entre infantes. A
prevencdo das crises hemoliticas induzidas por infeccdo é de dificil controle, mas a
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hemolise induzida por alimentos e medicamentos pode ser prevenida evitando o0s
alimentos e substancias desencadeadoras (BADEJOKO, 2014; MONTEIRO et al.,
2014).

1.3- TECNICAS DE DIAGNOSTICO DE DEFICIENCIA DE G6PD

As técnicas de triagem sdo realizadas por meio de testes fenotipicos qualitativos
e quantitativos baseados na deteccdo direta ou indireta de NADPH e H" e por vezes
fornecem um resultado duvidoso: estes testes identificam com mais precisdo a
deficiéncia em homens hemizigotos e mulheres homozigotas, mas podem classificar
erroneamente mulheres com atividade enzimatica intermediaria (LEY et al., 2015). Os
principais testes disponiveis sdo o teste da mancha fluorescente, desenvolvido a partir
do teste de Beutler (1979); de reducdo da metahemoglobina, denominado teste de
Brewer (1962); o do ascorbato-cianeto, desenvolvido por Jacob (1966); e 0 WST8/1-
metoxi-PMS, elaborado por Tantular e Kawamoto (2003).

O ensaio qualitativo mais utilizado é o teste da mancha fluorescente que pode ser
realizado em areas de baixos recursos e identifica graves deficiéncias. Este teste € uma
modificagdo do ensaio de Beutler (1979), no qual a glicose-6-fosfato e NADP™ presente
no substrato, na presenca da amostra de sangue com G6PD, produz NADPH
fluorescente e 6-fosfogluconato. O progresso da reacdo € observada sob iluminacao
ultravioleta de onda longa em papel de filtro em intervalos de 0, 5 e 10 minutos. Os
individuos deficientes apresentam fluorescéncia fraca (intermediérios) ou ausente e 0s
normais apresentam forte fluorescéncia (Figura 3) (LARUE et al., 2014;
SATYAGRAHA et al., 2016).

A

B

Figura 3. Teste da Mancha Fluorescente durante observacdo em luz ultravioleta. A: controles normal (N),
intermediario (1) e deficiente (D). B: controle normal (N) e amostras positivas. (PATH, 2014. A guide to

fluorescent spot testing for G6PD deficiency)



O teste de Brewer (1962) ¢ um teste fenotipico qualitativo indireto que se baseia
na reducdo de metahemoglobina. Neste teste, nitrito de sodio converte hemoglobina
(Hb) em metahemoglobina (MetHb) (Figura 4). A incubacdo da amostra com azul de
metileno permite a estimulacdo da via das pentoses fosfato em individuos com niveis
normais de G6PD e reducdo da MetHb. Em individuos com deficiéncia de G6PD, o
bloqueio na via das pentoses impede esta reducdo. A amostra deficiente em G6PD
apresenta coloracdo castanha devido a presenca de MetHb e a normal apresenta
coloracdo avermelhada devido a presenca de Hb. Outros ensaios indiretos de atividade
da G6PD usam cromoforos, como o azul de cresil brilhante, resazurina e formazan para
monitorar a producdo de NADPH (SUGATHADASA & DISSANAYAKE, 2011; VON

SEIDLEIN et al., 2013).

Hb MetHb

Via das Pentoses
Fosfato

Figura 4. Teste de Brewer. Oxidacdo da hemoglobina pelo nitrito de sodio e reducdo de

metahemoglobina através da via das pentoses fosfato.

O método do ascorbato-cianeto também ¢é utilizado como teste de triagem e foi
desenvolvido por Jacob em 1966. A glutationa reduzida pode converter totalmente
vitamina C oxidada a sua forma reduzida, designada ascorbato ou &cido ascorbico. Este
por sua vez pode doar elétrons e hidrogénios a 0%, H,0; e radicais livres de oxigénio. A
enzima catalase também neutraliza H,O,. Quando o cianeto de sddio e o ascorbato de
sodio sdo adicionados a amostra de sangue, a catalase € inibida pelo cianeto e ha a
formacdo de perdxido de hidrogénio pela oxidacdo do ascorbato e da hemoglobina. O
peroxido gerado converterd a Hb em MetHb. Em individuos normais a glutationa age
como doador de prétons para a glutationa peroxidade reduzir o peroxido, impedindo a
formacéo de MetHb (Figura 5), que estar4 aumentada em individuos com deficiéncia de
G6PD (MCDONAGH et al., 2013).
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Figura 5. Método do ascorbato-cianeto. Em individuos com niveis normais de GSH o H,0, é convertido
em H,O e O,. Em individuos deficientes em G6PD o excesso de H,0, leva a conversao de hemoglobina

em metahemoglobina.

O teste de WST8/1-metoxi-PMS, foi desenvolvido por Tantular e Kawamoto
(2003), devido a falta de um teste de diagndstico padrdo e as interferéncias que afetam a
maioria dos métodos diagnosticos da deficiéncia de G6PD. Este é um método
enzimatico com baixa sensibilidade a luz e facilmente interpretavel, tanto quantitativa
como qualitativamente. Depende da reducdo de hidrogénio a partir de NADPH para
converter o sal de tetrazélio WST-8 a WST-8-formazano, na presenca do carreador de
hidrogénio 1-metoxi-PMS (Figura 6). As amostras com atividade enziméatica normal
apresentam uma forte cor laranja, as amostras de pacientes com deficiéncia moderada
mostram cor fraca e as de pacientes com deficiéncia severa e controles negativos nao
apresentam cor (DE NIZ et al., 2013).

G-6-P 6-PG
G6PD

NADP NADPH

wtoxi M
<€

Figura 6. Esquema de detec¢éo da deficiéncia de G6PD utilizando WST8/1-metoxi-PMS. (Modificado de

Tantular e Kawamoto, 2003)

FORMAZANO WST-8

Os métodos quantitativos sdo mais especificos que os qualitativos e podem ser
utilizados como testes confirmatdrios. Podem classificar de forma confiavel homens
hemizigotos e mulheres homozigotas, mas ndo conseguem diagnosticar corretamente as

mulheres heterozigotas com atividade de G6PD intermediaria (LEY et al., 2015).


https://malariajournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/1475-2875-12-210
https://malariajournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/1475-2875-12-210

O método de ensaio Glucose-6-phosphate dehydrogenase assay kit (G-6-PDH)
(Trinity Biotech, Bray, Irlanda) é utilizado como o padrdo ouro para a detec¢do da
deficiéncia de G6PD. O método baseia-se nos métodos espectrofotométricos de
Kornberg (1955) e Lohr et al. (1974) e envolve a reducdo de NADP para NADPH, pela
glicose-6-fosfato desidrogenase na presenca de glicose-6-fosfato para a determinagéo
quantitativa, ultravioleta e cinética de G6PD em amostras de sangue (TRINITY
BIOTECH, 2012).

O teste Neonatal G6PD assay kit (Perkin Elmer, Turku, Finlandia) adota
metodologia quantitativa (Beutler, 1984). O ensaio envolve a oxidagdo do substrato
glicose-6-fosfato em 6-fosfogluconato pela G6PD presente na amostra de sangue, e a
concomitante reducdo de NADP a NADPH. O NADPH gerado emite fluorescéncia que
é medida por fluorescéncia resolvida no tempo (PERKIN ELMER, 2014).

Algumas etapas do processo analitico de uma metodologia quantitativa como a
coleta insatisfatoria do sangue em papel filtro, o transporte nao refrigerado das amostras
e 0 tempo entre a coleta e a realizacdo do ensaio podem alterar os valores de atividade
enzimatica. Desta forma, a depender das condi¢des pré-analiticas, os testes quantitativos
nem sempre podem ser utilizados como exames confirmatorios, sendo classificados
como testes de triagem (FERREIRA, 2014).

A maioria dos testes fornece apenas a atividade global da G6PD em uma
amostra de sangue com células lisadas. Entretanto, os testes de coloracdo citoquimica
sobre células intactas ou testes de atividade G6PD intracelulares determinam a
proporcao de eritrcitos deficientes (KHAN et al., 2015).

A citometria de fluxo é uma técnica citoquimica que permite a observacao e
estratificacdo das hemdcias através da medida de atividade intracelular de glicose-6-
fosfato desidrogenase. No caso das mulheres heterozigéticas, tanto as populacdes
normais como as deficientes podem ser observadas por ensaios citofluorométricos
(KHAN et al., 2015). Num ensaio citoquimico, granulos roxo-escuro estdo presentes em
eritrécitos que possuem atividade de G6PD, enquanto que a populacdo deficiente
permanece intacta. O nimero de positivos (células “marcadas” em roxo-escuro) e
negativos (células com pouca ou nenhuma coloragdo) sdo contados numa populacdo
minima de 1000 hemacias. A correta interpretacdo do teste citofluorométrico em termos
de proporcGes de eritrocitos normais e deficientes é dependente de amostras funcionais
e integras (NANTAKOMOL et al., 2013; KHAN et al., 2015).
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Técnicas moleculares também s&o utilizadas na caracterizacdo da deficiéncia de
G6PD. A reacdo em cadeia de polimerase é uma técnica molecular utilizada para
identificar o geno6tipo do individuo. O DNA é extraido de amostras de sangue total e
utilizado como molde para pesquisar as variantes geneticas. Regides especificas do
DNA sdo amplificadas e analisadas em eletroforese em gel de agarose para identificacéo
de substituicGes de nucleotideos que ocasionam a deficiéncia enzimatica (V1ZZI et al.,
2016).
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RESUMO

Background: A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase é a eritroenzimopatia
mais comum em todo o mundo. As manifestacdes clinicas ocorrem quando 0s
portadores sdo expostos a fatores como medicamentos, infeccbes e substancias
oxidativas, e vdo desde ictericia neonatal a anemia hemolitica aguda. O diagndstico
desta deficiéncia enziméatica pode ser realizado através de ensaios genotipicos ou
métodos moleculares, e fenotipicos, empregando meétodos qualitativos, quantitativos e
citoguimicos. O presente estudo teve por objetivo analisar os interferentes da técnica
quantitativa por fluorescéncia resolvida no tempo utilizada para o diagndstico da
deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase em amostras de triagem neonatal.
Meétodos: Foram analisadas 5.705 amostras de sangue de recém-nascidos colhidos em
papel filtro entre maio e outubro de 2016 nos postos de salde do Estado de
Sergipe/Brasil. As amostras foram divididas em cinco grupos e analisadas sob
diferentes condigdes de transporte; tempo entre a coleta e a execugdo do ensaio; e
procedimento técnico a fim de comparar a frequéncia de resultados positivos antes e
apos a padronizacdo da técnica. Foram analisados os interferentes nas fases pré-analitica
e analitica. Resultados: As frequéncias de resultados positivos nos cinco grupos foram,
respectivamente, 13,58%, 13,03%, 6,29%, 9,20% e 1,00% demonstrando uma tendéncia
de queda nos resultados positivos a medida que a técnica foi sendo adaptada e os
interferentes amenizados. Os principais interferentes observados na etapa pré-analitica
foram qualidade das amostras, tempo entre coleta e realizagdo do exame e temperatura
durante o transporte. Na etapa analitica apenas a eluicdo das amostras apresentou
interferéncia nos resultados. Conclusdo: A temperatura em que as amostras foram
manipuladas, o tempo entre a coleta e a realizacdo do ensaio, as condicBes de
temperatura e umidade durante o transporte e o préprio procedimento do teste se
comprovaram como interferentes provocando a emissdo de resultados possivelmente
falso positivos nos grupos ndo padronizados. O grupo que utilizou controle rigoroso de
temperatura de transporte apresentou baixos resultados positivos, demonstrando que o
principal interferente nesta metodologia foi a temperatura. No entanto, se faz necessario
observar a viabilidade do emprego deste controle térmico, por meio de transporte
refrigerado para grandes rotinas de triagem neonatal.

Palavras-chave: interferentes, teste quantitativo, glicose-6-fosfato desidrogenase
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INTRODUCAO

As vias metabdlicas envolvidas na funcdo e sobrevivéncia celular dos eritrocitos
compreendem a glicolise anaerdbica ndo oxidativa, via das hexoses monofosfato e a via
do metabolismo da glutationat,2. A glicélise anaerobia, denominada via de Embden-
Meyerhof, é a Unica fonte de energia para as hemécias.

A via das pentoses fosfato € um desvio da via glicolitica. Glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) é a enzima limitante da velocidade desta via® cuja funcédo
principal é a protecdo celular contra danos oxidativos que diminuem a vida média dos
eritrécitos. As hemacias dependem exclusivamente dessa enzima para essa funcéao, pois
ndo possuem mitocondrias. As enzimas G6PD e 6-fosfogluconato desidrogenase
reduzem a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADP), que sera utilizada para
a manutencéo da glutationa no estado reduzido (GSH)*.

A deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase € uma doenga recessiva
codificada no cromossomo X e expressa em todos os tecidos do corpo. E uma
eritroenzimopatia e predispGe o portador a anemia hemolitica e ictericia neonatal,
geralmente secundaria a estresse oxidativo gerado por determinados alimentos,
medicamentos e infeccBes®.

Esta deficiéncia é a eritroenzimopatia de maior ocorréncia nos seres humanos,
estando presente em mais de 400 milhdes de pessoas em todo 0 mundo, ocorrendo com
maior frequéncia na Africa, Asia, Mediterraneo e Oriente®. A maior ocorréncia se dé em
regides sub-saarianas, onde 23 a 39% da populacdo é afetada. A América Latina possui
padrdo diferenciado devido a miscigenacdo com a populacdo africana de modo que a
frequéncia varia de 0,39-6,22%"°.

A maioria dos testes para deficiéncia de G6PD considera o fen6tipo bioquimico
- medidas qualitativas ou quantitativas de atividade enzimética e ensaios citoquimicos.
Os testes rotineiramente utilizados séo o da reducdo de meta-hemoglobina (Brewer et
al., 1962); o da mancha fluorescente de Beutler (1979) e, mais recentemente, 0 método
de metossulfato de WST-8/1-metoxi fenazina (PMS) (Tantular e Kawamoto, 2003)™°.

Os testes quantitativos podem acomodar diferentes limiares de atividades e séo
capazes de identificar as heterozigotas como individuos com intermediaria atividade
enzimatica, como um resultado da combinacdo de populacbes de células com G6PD
normal e deficiente. Entretanto, ndo permitem a discriminacdo de niveis entre o

intermediario e o normal com especificidade***.
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Desde a coleta até a realizacdo do ensaio, as amostras podem sofrer alteracdes
como, por exemplo, degradacdo das células, que interferem no resultado do exame,
principalmente se a metodologia se basear na medida da atividade enzimatica'. Desta
forma, a padronizacdo das etapas pré-analiticas, que incluem coleta, transporte,
armazenamento, tempo entre a coleta e a analise das amostras, e analiticas, que véo
desde o picote do papel-filtro, pipetagem, eluicido as amostras até a andlise
espectrofotométrica, reduzem os interferentes tornando os resultados dos exames mais
precisos e confiaveis. O objetivo deste estudo foi identificar os interferentes na técnica
quantitativa para diagnéstico da deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase em

amostras de triagem neonatal.

MATERIAIS E METODOS

e Coleta e transporte das amostras

Foram analisadas amostras de sangue de recém-nascidos colhidos
preferencialmente entre trés e sete dias apds o nascimento. A coleta foi realizada nos
postos de salde de todo o estado de Sergipe, Brasil, como parte da rotina de triagem
neonatal, por meio de puncdo no calcanhar com armazenamento em papel de filtro. As
amostras foram enviadas ao laboratério de triagem neonatal do Hospital Universitério
da Universidade Federal de Sergipe através do Correio em caminhdo sem refrigeracao,
armazenadas em envelopes de papel. Apenas 100 amostras foram transportadas sob

refrigeracdo, em isopor com gelo reciclavel.

e Processamento das amostras
Os papeis de filtro com as amostras foram picotados em perfurador automatico
Wallac DBS Puncher (Perkin Elmer, Turku, Finlandia) com didmetro de 3.2 mm

diretamente numa microplaca branca.

e Dosagem da glicose-6-fosfato desidrogenase
A dosagem da glicose-6-fosfato desidrogenase foi realizada no periodo de maio
a outubro de 2016 utilizando o kit Neonatal G6PD (Perkin Elmer, Turku, Finlandia) que
adota metodologia quantitativa com analise por fluorescéncia resolvida no tempo. O
reagente substrato de G6PD foi reconstituido com 11 mL da solugéo de reconstituicdo e

100 pL foram adicionados a cada pogo que continha um disco de papel de filtro e
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incubados a temperatura ambiente por 30 minutos com agitacdo lenta no agitador
Delphia Plateshake (Perkin Elmer, Turku, Finlandia). Ao fim da reagdo, 200 pL 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 apds adicdo do Cooper Reagent

em filtro com 355 nm de excitacdo com 460 nm de emissdo (Perkin Elmer, 2015).

Inicialmente, a anélise das amostras seguiu 0 procedimento padronizado pela
empresa Perkin Elmer, responsavel pela producdo do kit utilizado nesta pesquisa. Em
busca de modificacbes que pudessem tornar os resultados obtidos menos variaveis,
alteracdes foram realizadas em algumas etapas do ensaio:

e O tempo entre a coleta das amostras e realizacdo do ensaio nao deveria
ultrapassar 3 semanas;

e O tempo de reconstituicdo do substrato reagente aumentaria de 5 para 10
minutos;

e Os picotes deveriam ser afundados nos micropo¢os aos 15 minutos de reacao;

e Os resultados de picotes que permaneceram flutuando mesmo apds serem
afundados deveriam ser descartados.

Seguindo estas orientacdes, as amostras analisadas foram classificadas em 5

grupos onde diferentes procedimentos foram adotados:

Grupo 1 (Grupo Piloto): Todas as amostras coletadas até o dia da analise, sem
levar em consideragcdo h& quanto tempo haviam sido coletadas, se 0 sangue preenchia
completamente o diametro do picote ou se os picotes flutuaram na placa. O substrato
reagente foi reconstituido e sofreu agitacdo constante por 5 minutos e ao final dos 30
minutos de reacdo os picotes eram afundados na placa. Caso flutuassem, eram retirados
para ndo interferirem na leitura. Todos os resultados foram considerados.

Grupo 2: Amostras coletadas até 4 semanas antes do dia da realizacdo do
ensaio. As amostras que ndo preenchiam completamente o didmetro do picote ndo
foram analisadas. O substrato reagente foi reconstituido e sofreu agitacdo constante por
5 minutos e ao final dos 30 minutos de reacao os picotes eram afundados na placa. Caso
flutuassem, eram retirados para nao interferirem na leitura. Todos os resultados foram
considerados.

Grupo 3: Amostras coletadas até 3 semanas antes do dia de realizacdo do

ensaio. As amostras que ndo preenchiam completamente o didmetro do picote nédo
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foram analisadas. O substrato reagente foi reconstituido e sofreu agitagdo constante por
5 minutos e ao final dos 30 minutos de reacgdo os picotes eram afundados na placa. Caso
flutuassem, eram retirados para néo interferirem na leitura. S6 foram considerados os
resultados dos picotes que ndo flutuaram na placa.

Grupo 4: Amostras coletadas até 3 semanas antes do dia de realizacdo do
ensaio. As amostras que ndo preenchiam completamente o didmetro do picote néo
foram analisadas. O substrato reagente foi reconstituido e sofreu agitacdo constante por
10 minutos e os picotes foram afundados na placa na metade do tempo da reacdo (15
minutos). Caso flutuassem, eram retirados para ndo interferirem na leitura. SO foram
considerados os resultados dos picotes que ndo permaneceram flutuando na placa.

Grupo 5: Amostras coletadas até 3 semanas antes do dia de realizacdo do
ensaio, transportadas sob refrigeracdo. As amostras que ndo preenchiam o diametro do
picote ndo foram analisadas. O substrato reagente foi reconstituido e sofreu agitacao
constante por 10 minutos e os picotes foram afundados na placa na metade da reacdo, ou
seja, em 15 minutos. Caso flutuassem, eram retirados para ndo interferirem na leitura.
S6 foram considerados os resultados dos picotes que ndo permaneceram flutuando na

placa.

ANALISE ESTATISTICA
Os resultados obtidos foram analisados por estatistica descritiva, empregando

variaveis qualitativas demonstradas através de frequéncia e porcentagem.

RESULTADOS

No periodo de maio a outubro de 2016 um total de 5.705 amostras foi analisado,
sendo 1.656 pertencentes ao Grupo 1, 560 ao Grupo 2, 217 ao Grupo 3, 3.172 ao Grupo
4 e 100 ao Grupo 5. O procedimento foi padronizado seguindo as especificacbes do
fabricante e revisdo da literatura. As amostras foram subdivididas nos cinco grupos de
acordo com as modificacdes que sofreram no decorrer do estudo, com intuito de avaliar

os interferentes nas etapas pré-analitica e analitica.

e CRITERIOS ADOTADOS NA PADRONIZACAO

Nos Grupos 1, 2, 3 e 5 foram analisados os interferentes da etapa pré-analitica:

tempo entre a coleta das amostras e a realizacdo dos exames; qualidade das amostras; e
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refrigeracdo durante transporte e armazenamento das amostras. No Grupo 4 foi

analisado o interferente eluicdo das amostras, referente a etapa analitica

e PONTO DE CORTE

Apos a anélise espectrofotométrica os resultados dos testes foram emitidos como
POSITIVOS ou NEGATIVOS baseados em valor de corte inicial indicado pelo
fabricante que foi de 2,6 U/g Hb. Pacientes com valores iguais ou abaixo de 2,6 U/g Hb

foram considerados deficientes.

e GRUPO 1 (Grupo Piloto)

Neste grupo foram englobadas 1.656 amostras, dentre as quais 225 (13,58%)
apresentaram resultado positivo. N&o houve restricGes para a execucdo do ensaio neste
grupo de modo que todos os resultados foram considerados validos.

e GRUPO 2
No Grupo 2 foram incluidas 560 amostras. Dentre elas, 73 (13,03%)
apresentaram resultado positivo. Ao se analisar os resultados obtidos das amostras do
Grupo 1, os primeiros interferentes observados foram relacionados ao tempo entre

coleta e realizacdo do exame e a ma qualidade das amostras.

e GRUPO3
Foram analisadas 217 amostras, dentre as quais 19 (8,75%) apresentaram
resultado positivo. Neste grupo, 74 picotes flutuaram dentre os quais 10 possuiam
amostras positivas. Ao final, os resultados de 143 amostras foram considerados, com

um total de 9 (6,30%) resultados positivos.

e GRUPO14
No Grupo 4, 3.172 amostras foram analisadas e 367 delas (11,57%) obtiveram
resultado positivo, entretanto apenas 245 (9,21%) foram considerados validos, visto que
somente 2.661 picotes ndo flutuaram e tiveram seus resultados aceitos. Na Tabela 1
estdo dispostas as quantidades de picotes flutuantes dos Grupos 3 e 4 e os resultados

positivos obtidos entre elas.

23



¢ GRUPOS5
O Grupo 5 albergou 100 amostras das quais apenas 1 se mostrou positiva,
contabilizando 1,00%. Para confirmar a interferéncia do transporte na estabilidade das
amostras este grupo foi formado por amostras que preenchiam os requisitos do Grupo 4,
com o diferencial que foram transportadas sob refrigeracdo e assim mantidas até a
realizacdo do ensaio. Nenhum dos picotes flutuou, logo todos os resultados foram

considerados validos.

DISCUSSAO

A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase € a eritroenzimopatia de maior
ocorréncia entre os seres humanos e devido a heterogeneidade das manifestacdes
clinicas o diagndstico clinico é inconclusivo. Desta forma, o diagnostico laboratorial é
de extrema importancia na deteccdo da doenca. Os testes fenotipicos quantitativos
mensuram a atividade enzimética na amostra e por isso a integridade da enzima é
essencial para que os resultados obtidos sejam fidedignos® > *°.

As amostras pertencentes ao Grupo 1 (Grupo Piloto) ndo passaram por triagem a
fim de se avaliar os resultados sem a ado¢do de quaisquer critérios. Todos os resultados
foram considerados validos. Entretanto, é sabido que fatores externos influenciam na
atividade enzimatica, frequentemente reduzindo-a, o que acarreta em resultados falso-
positivos'’.

Em seu estudo, Jalil e colaboradores’’ demonstraram que a diferenca média de
atividade enzimatica entre amostras iguais coletadas em tubo com EDTA e em papel
filtro no primeiro dia apds a coleta foi de 2,0 U/g Hb e no segundo dia foi de 3,8 U/g
Hb. J& a diferenca entre as médias de atividade enziméatica no primeiro e no sétimo dia
de amostras coletadas em tubo com EDTA foi 1,3 U/g Hb enquanto que a diferenca
entre as atividades de G6PD de amostras em papel filtro foi de 4,6 U/g Hb neste mesmo
periodo, demonstrando que amostras coletadas em papel filtro possuem baixa
estabilidade e a atividade enzimatica decai consideravelmente na primeira semana apos
a coleta.

No Grupo 1, devido & ndo adogdo de critérios adicionais, € possivel que a
atividade enzimatica das aliquotas antigas tenha sofrido um decaimento devido, entre
outros fatores, ao tempo entre a coleta e a execugdo do teste e a ma qualidade das

amostras, culminando em uma grande quantidade de resultados positivos.
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Ap0s a coleta, as amostras devem secar a temperatura de 25°C durante 3 horas
antes de serem embaladas. E indicado que elas ndo entrem em contato umas com as
outras durante a secagem e o transporte, devendo estar separadas por plastico ou papel e
embaladas em sacos plasticos vedados com dessecante, pois a umidade induz
crescimento bacteriano, f(ngico e altera o tempo de eluicdo™ *°. Desta forma, foi
estabelecido que as amostras dos Grupos 2, 3, 4 e 5 s6 seriam analisadas se houvessem
sido coletadas de maneira satisfatoria, ou seja, ndo deveriam estar diluidas,
contaminadas com fungos e ambos os lados do papel filtro deveriam conter sangue.

Quando a coleta € realizada de forma inadequada deve ser requisitada uma nova
amostra. Entretanto, uma grande quantidade de amostras é coletada de forma
insatisfatoria e o pedido de uma nova coleta é frequentemente ignorado pelas unidades
de saude requisitadas, de modo que o laboratdrio utiliza todas as amostras recebidas em
suas analises de rotina. E importante frisar que mesmo assim, a qualidade das amostras
ndo se configura como interferente nos outros testes realizados na triagem neonatal.

Para esta pesquisa, ainda que o sangue ndo preenchesse totalmente o campo
demarcado no papel filtro, foram utilizados picotes com sangue em ambos os lados.
Entretanto, os circulos possuem um volume de sangue 1-2% menor nas bordas do que
no centro®. Devido a essa variacdo, ndo é seguro afirmar que as aliquotas contidas em
todos os picotes possuiam o mesmo volume, de modo que os niveis de enzima em cada
amostra variaram de acordo com a quantidade de sangue presente. Este pode ser um dos
fatores que ocasionou um percentual de positivos no Grupo 2 semelhante ao Grupo 1.

A adocdo destes critérios ndo modificou significativamente o percentual de
amostras positivas, confirmando que o tempo estabelecido ainda ndo foi adequado.
Logo, o prazo entre coleta e procedimento foi diminuido para trés semanas.

De acordo com o fabricante, manchas de sangue que sofreram desnaturacdo por
envelhecimento, calor ou congelamento e descongelamento alternados tendem a flutuar
e ndo eluir completamente podendo fornecer resultados 1 a 4 U/g Hb menores do que 0s
de discos que permaneceram no fundo dos micropocos, configurando falsos positivos.
Estes picotes podem ser empurrados manualmente para o fundo com auxilio de haste
ndo absorvente antes da adi¢cdo do reagente de cobre para que umedegam e eluam?.
Assim, os picotes que permaneceram flutuando nos micropogos nos Grupos 3, 4 € 5
tiveram seus resultados desconsiderados. Na Tabela 2 podem ser observados os

resultados de todos os grupos.
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As amostras pertencentes aos Grupos 4 e 5 foram afundadas no micropogo na
metade do tempo de reacdo e durante o tempo restante permaneciam completamente em
contato com o substrato. As amostras do Grupo 3, que foram afundadas ao final de
reacdo, nao umedeciam em ambos os lados por isso ndo eluiam satisfatoriamente. O
grande percentual de positivos entre as amostras flutuantes nos Grupos 3 comprova a
influéncia da qualidade da amostra na eluigdo do sangue do picote.

O Grupo 3 obteve um alto indice de amostras que flutuaram, enquanto que no
Grupo 4 houve mais positivos entre as flutuantes. Isto indica que o Grupo 4 apresentou
mais resultados positivos devido a ma qualidade das amostras e desnaturacdo da
enzima, visto que 0s picotes estiveram completamente em contato com o reagente. A
diferenca percentual entre os Grupos 3 e 4 pode ter ocorrido devido a grande quantidade
de amostras que foram descartadas no Grupo 3 em decorréncia da flutuacéo.

Nos Grupos 3, 4 e 5 as amostras foram analisadas até 3 semanas apos a coleta.
Apbs esse prazo, Flores e colaboradores™® demonstraram que amostras armazenadas sob
alta temperatura e umidade sofreram reducdo da atividade enzimatica abaixo do ponto
de corte levando a conclusdo que a umidade deve ser controlada e a temperatura de
armazenamento ndo deve ultrapassar 25°C, caso sejam analisadas apds 5 dias de coleta.

As amostras utilizadas na pesquisa foram armazenadas sob refrigeragdo, mas
durante o cadastro dos pacientes e realizacdo dos testes de rotina da triagem neonatal as
amostras permaneceram numa faixa de temperatura entre 24 e 27°C. Outro agravante €
a demora no envio das amostras ao laboratério, visto que nem todas as unidades de
salde possuem ar condicionado e refrigerador para armazenamento das mesmas € a
temperatura ambiente em Sergipe frequentemente ultrapassa 30°C.

Foi realizado um levantamento das cidades em que 325 amostras positivas do
Grupo 4 foram coletadas de modo que se pudesse avaliar a influéncia da distancia e
condicgdes de transporte nos resultados dos testes. A capital Aracaju foi a cidade com
maior nimero de positivos, seguida por Nossa Senhora do Socorro e Estancia, distantes
18 km e 66 km, respectivamente, da capital®*. Na Figura 1 esta representado o mapa
com a distribuicdo dos locais de coleta de acordo com a quantidade de amostras. A
interferéncia da distancia entre o local de coleta e o laboratério ndo se comprovou tao
significativa quanto as condi¢des de transporte visto que 0 maior percentual de amostras
positivas foi de Aracaju, mesma cidade de realizacdo do ensaio.

Esta teoria foi confirmada pelo baixo indice de resultados positivos no Grupo 5,

no qual as amostras foram transportadas sob refrigeracdo, demonstrou que a alta
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temperatura durante o translado diminui a atividade enzimatica nas amostras. Este fato é
comprovado pela pesquisa realizada por Flores e colaboradores™® onde foi demonstrado
que a atividade enzimatica em amostras armazenadas a uma temperatura de -20°C com
ou sem dessecante foi maior que 95%. Amostras armazenadas a 4°C com dessecante
mantiveram atividade de G6PD acima de 95% e perderam 15% da atividade quando
armazenadas sem dessecante. Estes resultados estdo em concordancia com o trabalho
realizado por Kuwahata e colaboradores?®® que demonstrou um declinio de 5% da
atividade de G6PD apés 14 dias quando armazenadas a 4°C, 15% quando
acondicionadas a 25°C e 40% a 37°C. De Niz e colaboradores®® afirmaram em seu
estudo que as amostras devem ser analisadas apds no maximo 72 horas da coleta para
que haja garantia que ndo houve degradacdo significativa. Ainda assim, Flores e
colaboradores™ afirmam que amostras armazenadas até 37°C podem fornecer resultados
confiaveis se analisadas em até 5 dias, pois perdem apenas 5% da atividade enzimatica.

As frequéncias semelhantes da deficiéncia em diferentes estados brasileiros
embasam a estimativa descrita por Freitas e colaboradores® e apoiam a frequéncia
encontrada no Grupo 5. Estudos realizados no Brasil estimam a frequéncia da
deficiéncia entre 3-4%, porém todos estes trabalhos utilizaram o teste da reducdo da
metahemoglobina, um teste qualitativo, que ndo quantifica a atividade enzimatica®%'.
Ainda que estes estudos tenham demonstrado uma baixa ocorréncia da deficiéncia de
G6PD, na revisdo sistematica realizada por Monteiro e colaboradores® a faixa de
prevaléncia no Brasil demonstrada nos artigos analisados foi de 1,1 a 13,3%, variacao
justificada pela grande quantidade de estudos realizados entre homens, que
demonstraram uma frequéncia elevada em diversos estudos.

De acordo com a literatura o grupo padronizado apresentou resultados
semelhantes a estimativa da frequéncia nacional da deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase, demonstrando que esta técnica pode ser utilizada para o diagnéstico
desta eritroenzimopatia, desde que adote os critérios estabelecidos neste estudo.
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Tabela 1. Resultados da triagem para deficiéncia de G6PD dos Grupos 3 e 4

Todas as amostras Amostras validas
Total Normal Deficiente Normal Deficiente
N % N % N % N %
Grupo 3 217 198 91,25 19 875 134 9370 9 6,30

Grupo4  3.172 2.805 88,43 367/ 11,57 2416 90,79 245 9,21
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Tabela 2. Resultados da triagem para deficiéncia de G6PD realizada em 5.705 amostras

divididas em 5 grupos

Positivos entres

Excluidos excluidos Deficiente
Grupo Total N % N % Validas N %
1 1.656 - - - - 1.656 225 13,58
2 560 - - - - 560 73 13,03
3 217 74 34,10 10 13,51 143 9 6,30
4 3.172 511 16,11 122 23,87 2.661 245 9,21
5 100 0 0 0 0 100 1 1,00
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Figura 1. Distribuicdo geografica dos locais de coleta de acordo com a quantidade de

amostras triadas para deficiéncia de G6PD
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4- ANEXO
Instructions for the preparation of manuscripts. Aims and scope of Clinical Laboratory
(ABBREVIATION: Clin Lab)

Clinical Laboratory is an international fully peer-reviewed journal covering all aspects
of laboratory medicine and transfusion medicine. In addition to transfusion medicine
topics Clinical Laboratory represents submissions concerning tissue transplantation and
hematopoietic, cellular and gene therapies. The journal publishes original articles,
review articles, posters, short reports, case studies and letters to the editor dealing with
1) the scientific background, implementation and diagnostic significance of laboratory
methods employed in hospitals, blood banks and physicians' offices and with

2) scientific, administrative and clinical aspects of transfusion medicine and

3) In addition to transfusion medicine topics Clinical Laboratory represents submissions
concerning tissue transplantation and hematopoietic, cellular and gene therapies.
Clinical Laboratory provides an international forum for the publication of original
articles describing basic, translational and clinical investigation in laboratory medicine
and transfusion medicine. In addition to transfusion medicine topics Clinical Laboratory
represents submissions concerning tissue transplantation and hematopoietic, cellular and
gene therapies.

If your manuscript is dealing with one of the above mentioned topics you are always
welcome to submit your manuscript for publication in our journal Clinical Laboratory.
Please send the complete manuscript with tables and figures as an e-mail attachment to
the e-mail address: info@clin-lab-publications.com

TYPES OF ARTICLES CONSIDERED FOR PUBLICATION

Original articles

The majority of articles published in the Journal report original research into laboratory
medicine, transfusion medicine and cell therapy. All articles are subject to review and
authors are urged to be brief; long papers with many tables and figures may require
shortening if they are to be accepted for publication. The text is limited to 7,000 words
(not counting summary, tables, figure legends, and references), with a summary, a
maximum of 7 figures and up to 40 references. There is no limit on the number of

tables.
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PREPARATION OF MANUSCRIPTS

Only manuscripts in English are accepted. Manuscripts, including figures, tables and
figure legends, should be submitted as an e-mail attachment or, alternatively, in
triplicate, one original and two copies. The text should be typed 1Y%2-spaced, on one side
of the paper, with a margin of 3 cm. The pages should be numbered consecutively as
well as the lines beginning with the title page. Use a separate sheet of paper for each of
the following sections: title page, summary and key words, text, acknowledgements,
references, individual tables and figure legends, in that order. Preferably use the type
Times New Roman or Courier, and Symbol, as these can be converted into pdf files

without problems.

Title Page

The title page should contain: 1) the title of the article, which should be concise but
informative and should not include abbreviations or brand names; 2) a short “running
title” of no more than 50 characters (count letters and spaces) typed at the bottom of the
title page and identified as such; 3) first name (additional first names must be given as
initials with dots) and last name (double last names must be hyphenated) of each author
but not his/her titles, degrees, positions, or academic ranks; 4) the name(s) of
department(s) and institution(s) to which the work should be attributed; 5) disclaimers,
if any; 6) name, address, telephone and FAX numbers, and e-mail address of the author
responsible for correspondence about the manuscript; 7) either the name and address of
the author responsible for reprint requests or a statement that reprints will not be
available from the author; and 8) the source(s) of support in the form of grants,
equipment, or drugs; 9) Declaration of Interest. Please note on the title page of your
word document any Declaration of Interest of any of the authors. If there are no

conflicts, please state that fact.

Summary and key words

The second page must carry a summary of not more than 350 words. The summary
should consist of four sections labeled BACKGROUND, METHODS, RESULTS, and
CONCLUSIONS. These sections should briefly describe, respectively, the objectives of
the study or investigation, the basic procedures (study subjects and analytic methods),
the main findings (giving specific data and the statistical significance, if possible), and

the principal conclusions. Emphasize new and important aspects of the study. Do not
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use first-person pronouns in the summary. Key words should follow the summary on

the same page.

Text

The text of observational and experimental articles is usually divided into sections using
the headings INTRODUCTION, MATERIALS AND METHODS, RESULTS, and
DISCUSSION. Long articles may need subheadings within some sections to clarify
content, especially in the Materials and Methods, Results, and Discussion sections.
Other types of articles, such as reviews and editorials, may require other formats;
authors should consult the Editor for guidance. Use as much active voice as possible in
writing.

Introduction. Clearly state the purpose of the article. Summarize the rationale used for
the study or observations. Give only pertinent references: do not review the subject

extensively. Do not include data or conclusions from work being reported.

Materials and Methods. Describe your selection of observational or experimental
subjects (patients or animals, including controls, and the number in each study group)
clearly. ldentify the methods, apparatus, equipment, reagents, and procedures used in
sufficient detail to allow other colleagues to reproduce the results. Publication of an
original research article implies that the authors are prepared to distribute freely to
academic researchers for their own use any materials (e.g., cell lines, DNA clones,
antibodies) used in the experiments. Provide model name or number, and the
manufacturer’s name (in parentheses) the first time a reagent, an apparatus, or any
equipment is mentioned. Give references to established methods; provide references and
brief descriptions of methods that are not well-known; describe new or substantially

modified methods, give reasons for using them, and describe their limitations.

Statistics. The basis for these guidelines is described in Bailar JC Ill, Mosteller F.
Guidelines for statistical reporting in articles for medical journals: amplifications and
explanations. Ann Intern Med 1988;108:266-73. Describe statistical methods in detail to
enable a knowledgeable reader with access to the original data to verify the reported
results. When possible, quantify findings and present them with appropriate indicators
of measurement error or uncertainty (such as confidence intervals). Avoid sole reliance

on statistical hypothesis testing, such as the use of p values, which fails to convey
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important quantitative information. References for study design and statistical methods
should be to standard works (with pages stated) when possible, rather than to papers in
which designs or methods were originally reported. Specify any general-use computer
programs used. Put general descriptions of methods in the Methods section. Define

statistical terms, abbreviations, and most symbols.

Results. Present your results in logical sequence in the text, tables, and/or illustrations.
Do not repeat in the text any data presented in tables and/or illustrations; emphasize or
summarize only important observations, and avoid tables displaying data showing

insignificant differences among groups.

Discussion. Emphasize the new and important aspects of the study and the conclusions
that follow from them. Do not repeat in detail the data given in the Results section or in
tables or illustrations. Include in the Discussion the implications of the findings and
their limitations, and relate the observations to other relevant studies. Link the
conclusions with the stated purpose of the study, but avoid unqualified statements and
conclusions not completely supported by the data presented. Avoid claiming priority
and alluding to work that has not been completed. Recommendations, when appropriate,
may be included.

JOURNAL STYLE

Tables

Type each table on a separate sheet. Tables should be numbered consecutively with
Arabic numerals. A short descriptive heading should be given above each table and
footnotes and/or explanations below. Please prepare your tables in "Word" by the

"Table" function or use xls.-files (Excel). Do not use the Tab key for tables.

Illustrations

Please send figures as an e-mail attachment or, alternatively, submit three complete sets
of figures (1 original set with photographs, 13 cm x 18 cm black and white; two sets of
copies, and store the figures on disks). If possible, use Word, xls, cdr, tif or jpg files for
storage of figures on disks. Illustrations in color will be published only if the author

pays for the extra cost involved. For more detailed information on manuscripts see:
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International Committee of Medical Journal Editors. Uniform requirements for
manuscripts submitted to biomedical journals. Brit Med J 1991;302:338-41.

References

EACH REFERENCE GIVEN MUST HAVE AT A MINIMUM AN ENGLISH
ABSTRACT. REFERENCES TO ARTICLES AVAILABLE ONLY IN NON-
ENGLISH LANGUAGE WILL NOT BE ACCEPTED.

References must be 1Y%2-spaced and numbered consecutively, with Arabic numerals in
brackets, as they are cited. References first cited in a table or figure legend should be
numbered so that they will be in sequence with references cited in the text at the point
where the table or figure is first mentioned. List all authors when there are six or fewer;
when there are seven or more, list the first three, followed by “et al.” The following are
sample references:

1. Park BK, Ohnhaus EE. Urinary 6R-hydroxycortisol: a simple, non-invasive
index of enzyme induction in man. Clin Lab 1983;29:53-8.

2. Shapiro AMJ, Lakey JRT, Ryan EA, et al. Islet transplantation in seven patients
with type 1 diabetes mellitus using a glucocorticoid-free immunosuppressive regimen.
N Engl J Med 2000;343:230-8.

3. Knowles S, Poole G. Haemolytic transfusion reactions. In: Murphy MF,
Pamphilon DH (eds). Practical Transfusion Medicine, 2nd ed. Oxford: Blackwell
Publishing, 2005:161-170.

4. Kuczmarski RJ, Ogden CL, Grammer-Strawn LM, et al. CDC growth charts:
United States. Advance data from vital and health statistics. No. 314. Hyattsville, Md.:
National Center for Health Statistics, 2000. (DHHS publication no. (PHS) 2000-1250 0-
0431.)

5. Please include the following for each reference: either the PMID (PMID:
8xxxxx4) or PMC (PMC: 4xxx4) reference including the link or a link/address where
the article can be located in the internet, if it is not available through NCBI resources.
Key references only should be given, and exhaustive lists will not be accepted. Few
original communications justify more than 40 references. Reviews may contain more
references. Try to avoid using summaries as references; ‘unpublished observations’ and
‘personal communications’ may not be used as references, although references to
written, not oral, communications may be inserted (in parentheses) in the text. Give the

name of the person from whom the communication was received and the date (month
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and year) of the communication. References to manuscripts accepted but not yet
published may be included; designate the journal name, followed by ‘in press’ (in
parentheses). Information from manuscripts submitted but not yet accepted should be
cited in the text as ‘unpublished observations’ or ‘submitted for publication’ (in

parentheses).

Abbreviations, Units

Except for units of measurement, abbreviations are strongly discouraged. The full term
for which an abbreviation stands must precede its first use in the text for ALL
abbreviations with the exception of units of measurement. Use only standard
abbreviations. No abbreviations should be used in the title of the manuscript.

Solutes should be expressed in g/L, mg/L etc. Concentrations of solutes of known
molecular weight may be stated in mol/L or recognized submultiples thereof (mmol/L,
umol/L etc. according to the international system of units (SI)). Enzyme activities

should be reported in U/L (http://www.bipm.org/en/si/si_brochure/).
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