_.tl))l)}"

X )R ) )

e 3 3R e )R it )

i!)))?)J.r:)I:))J);))I

s Y

)

ANGELA CLEUZA RENATE VALENTE

GLICGSE-6-FOGSFATG DESIDROGENASE
EZTYLO EM DOADORES DE SANGUE DO CENTRO
DE HEMATOLOGIA E HEMCTEEAPI i DE
MATO GROSSG DO SUL — HEMOSUL

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
SORTALEZA-CEARA
194,




)

) ) ) ) )

ANGELA CLEUZA BENATE VALENTE

FARMACEUTICA-BIOQUIMICA, ALUNA DO Vill CURSO DE
ESPECIALIZACAO EM HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA

GLICOSE-6-FOSFATO DESIDROGENASE
ESTUDO EM DOADORES DE SANGUE DO CENTRO
DE HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA DE
MATO GROSSO DO SUL — HEMOSUL

TRABALHO APRESENTADO COMO REQUISITO
FINAL DO CURSO DE ESPECIALIZACAO EM
HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FORTALEZA-CEARA
1964




7

)

1

> )

ORIENTADORA

Dra. Maria da Silva Pitombeira

Professora Titular do Departamento

de Medicina Clinica. CCS/UFC




AGRADECIMENTOS

Ao Dr. Paulo Siufi que possibilitou minha partici-

pagdo neste curso.

As Dras. Luciney Pettengill Galv@o e Virginia Ina-
cio Rosa e a todos os funciondrios do HEMOSUL que

auxiliaram na realizag8o deste trabalho.

Aos diretores e funciondrios do Instituto de Hema-
tologia e Hemoterapia de Campo Grande - MS, pela
amizade dispensada durante o periodo que 14 perma-

neci.

Ao Dr. José Murilo de Carvalho Martins pelo exemplo

de dedicagdo e perseveranga como mestre e diretor.

A Dra. Francisca Vania Barreto Agular Ferreira Go-

mes pelo apoio no decorrer da especializagédo.

A Dra. Elizabeth Soares da Silva pela contribuigéo
de importancia fundamental na realizagd@o deste tra-

balho.

Aos professores, pelos conhecimentos transmitidos,
e aos funciondrios do HEMOCE, em especial a Célia e

Jeovani pela prontiddo em nos auxiliar.

ii




iii

® 2o Dr. Mario Rigatto pelos valiosos ensinamentos a

nés oferecidos.

Ros professores Jodo Mauricio Araijo Mota e Rosa
Maria Salani Mota que orientaram na andlise esta-

tistica.

As Dras. F&tima Marques Barros de Lima, Rita Mari-
nei de Vasconcelos Coelho e ao setor de Hematologia
do HEMOCE pela colaborag@o nas atividades de labo-

ratério.
Aos colegas Jesamar e Eudes.

A Clarice Bezerra pelo acompanhamento e incentivo

durante todo o curso.

Ao Sr. Mario Sérgio de Oliveira, funciondrio da
Transbrasil (Fortaleza) pela boa vontade em despa-

char as amostras por via aérea.




AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

B A Deus, luz presente em todos os momentos da minha

vida.

M ao0s meus irmdos pelo apoio constante e por confia-

rem em min.

M A saulo, pelo total incentivo, dedicagdo e carinho.

M As trés Marias do curso: Célia, de Fétima e das
Mercés, pela amizade maravilhosa e solidariedade

nos momento dificeis dessa jornada.




> ) ) )

3}

|

Aos meus pais Miario e Alda pelo apoio incon-
dicional e por dedicarem suas vida & educagao

dos filhos.




p'd I I

)

Agquele que habita no esconderijo do Altissi-

mo, 4 sombra do Onipotente descansard.

Direi do Senhor: Ele é o meu Deus, o meu re-

fiigio, a minha fortaleza, e nele confiarei.

Salmo 91, 1-2




INDICE

- 1. INTRODUGAO. .t cvvvvrnnnarsassonsasnssosnssossnessnscesasnsl

i 2. REVISAO DA LITERATURA...ve:eceasse ceses s s seseseaseraa 3

i 2.1 Breve Discorrer sobre a Ocupagdo do Estado

: de Mato Grosso do Sul e da Capital.........ce0v000..3
2.2 A Estrutura da Enzima............. cearsesssesreaaseD

: 2.3 A Deficiéncia Enzimdtica..seereccsccitrosvssrsccasesd
2.4 HIiStOriCO.....vieeesssasssnssnssonssssossssasansesrnd

h 2.5 GENELLCA. . 1vverererussssaasessoasarsssssrssasannsrssb

- 2.6 Distribuigdo Geogréfica.....ocvivvieraniriannecenasd
i 2.7 Localizagdo Tecidual........ o, AW | ot .. EF. .G cree.B
2.8 Caracteristicas Metabdlicas da Enzima.........c... .9
= 2.9 Propriedades da Enzima.....ccevnveerorannsns % . ER R iRl
2.10 Tipos de Variantes da G6PD.......... P

e 2-11 FiSiOpatOlogia....-i.......-... ----- ----u-o.ooo---nl3

= 2.11.1 Mecanismos da hemdlise.....cvvovsavsasanseal3

2.12, Manifestagdes Clinicas....vvssssevsacsvnsnssnnsos 16

5 2.12.1 Anemia hemolitica induzida por drogas....... 16
2.12.2 Anemia hemolitica qgue ocorre durante
infecgdes . vviiriinenrerensessnnnas | Epltas SN NE 17
2.12'3 Favismo...lll IIIII 4 4 & & 0 & 8 0 0 B+ r ..‘Illill..llll']
vii




2.12.4 Ictericia neocnatal....oeee...

----------

2.12.5 Anemia hemolitica n&o esferocitica

Conf;énita....---..----.--......-----

2.13 Elementos Laboratoriais....ceeese.

2.14 O Deficiente de G6PD como Doador...

MATERTAL E METODO. . vt eveveeccenoscaness

RESULTADOS..... Lo sEe s s s B0 s« off B -0 -0 5 - B!
DISCUSSAD. .t v evenesnanea S B el B - - - et -El ! Bl
CONCLUSAOD . s v v v vnvee S m o b oKl AES EEEe b & s s e s s s e s FHONG] s nin e

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. . v vveenvooenss




Glicose-6-fosfato desidrogenase - Estudo em doadores de san-
gue do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Mato Grosso do

8UL - HEMOSUL%*

Angela Cleuza Benate Valente**

RESUMO

Realizamos uma pesquisa sobre a deficiéncia de glico-
se-6-fosfato desidrogenase (G6PD) em doadores de sangue do
Centro de Hematologia e Hemoterapia de Mato Grosso do Sul -
HEMOSUL. No periodc de setembro a novembro de 1993, foram
analisadas um total de 1.114 amostras nos laboratérios do

Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara - HEMOCE.

No presente trabalho utilizamos o teste da redugdo da
metemoglobina de Brewer, um dos métodos preconizados pela
Oorganizagio Mundial de Safide - OMS para estudos

populacionais de deficiéncia de G6PD.

Observamos uma freqgiiéncia de 1,89 de deficientes de
G6PD do total de 1114 doadores estudados, sendo due para
brancos, foi de 1,40%, para os negrdides de 1,84 e para os

negros de 12,5%.

* Trabalho apresentado como requisito final ao VIII Curso
de Especializagdo em Hematologia e Hemoterapia.

** Farmacéutica-Biogquimica, aluna do Curso de Especializagéo
em Hematologia e Hemoterapia.
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S8UMMARY

We carried out a study on the dglucose-6-phosphatase
deficiency (G6PD) in blood donors of the Hematology and
Hemotherapy Center of Mate Grosso do Sul - HEMOSUL. In the
period from september to november, 1993, a total 1.114
samples were analyzed in the laboratories of the Hematology

and Hemotherapy Center of Ceara - HEMOCE.

In this study, tests were done using Brewer's
reduction of methemoglobin, as recommended by the WHC for

population - based studies of G6PD.

We detected a frequency of 1,8%9% from all donors
studied, while rates for whites was 1,40%, for negroids

1,84%, and for negros was 12,5%.
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1. INTRODUCAO

A deficiéncia de G6PD & um erro inato do metabolismo
(17). O defeito possui ampla distribuigdo geografica, atin-
gindo diversas populagBes em todo o mundo (30). E uma das
alteragbes enzimdticas mais prevalentes e geneticamente in-

formativas do homem (9, 20, 21).

E clinicamente importante por causa de sua associagdo
com ictericia neonatal, sensibilidade a drogas, anemia hemo-~
litica durante infec¢bes, favismo e anemia hemolitica né&o

esferocitica congénita (9).

Ao contrdrio de outras eritroenzimopenias, como por
exemplo a fosfofrutoquinase, a incidéncia de G6PD é maior em
determinadas racas como a negra, a caucasdide da regido do
Mediterrineo e a asidtica (22), sendo portanto, de interesse

o estudo nessas regides.

No Brasil, o estudo é importante nas regides do pais
que receberam grande nimero de imigrantes italianos, como &
o caso dos Estados de S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Parané e
Santa Catarina, por causa da presenga da variante mediterréa-
nea deficiente de G6PD. Por outro lado, em relagdo a varian-
te A-, sua importéncia se estende para a maioria dos bancos
de sangue do pais, uma vez gue um nimero considerédvel de do-

adores sdo negrdides (43).




Com a finalidade de estabelecer dados sobre a preva-
léncia desta eritroenzimopenia em Campo Grande-Mato Grosso
do Sul, resolvemos realizar um estudo nos doadores de HEMO-

SUL.




2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Breve Discorrer sobre a Ocupagac do Estado de Mato Gros-

so do Sul e da Capital

Os primeiros dados sobre a regido de Campo Grande-MS
datam de 1870, guando, devido & guerra da Triplice Alianga,
chegaram noticias aos habitantes do Tridngulo Mineiro (Monte
Alegre) da existéncia de terras férteis para lavoura e cria-

¢do de gado no chamado Campos de Vacaria (33).

Tais noticias estimularam o mineiro José Anténio Pe-
reira (fundador de Campo Grande), a empreender viagem em di-

regdo as terras de Mato Grosso (33).

Em 1879, a regifo recebe novas caravanas de minheiros
que vdo distribuindo-se através das marcagdes de posses e

estabelecendo as primeiras fazendas (33).

Santo Anténio de Campo Grande, depcis Campo Grande,
devido & posigdo estratégica, e por ser ainda a passagem
obrigatéria para guem fosse do extremo sul do Estado a Cama-
pPuid-MS, ou ao Tridngulo Mineiro; atraia novos desbravadores.
A regifdo desenvolvia-se em fungdo de seu clima e de sua pri-
vilegiada situagdo geografica, tornando-se ponto de atracgédo
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para os habitantes de Minas Gerais, S&o Paulo e Rio Grande

do Sul (33).

No inicio do século XX, rio-grandenses migraram para
o sul do Estado de Mato Grosso e muito contribuiram para o

seu povoamento (53).

Em 1909, chegam através do Porto de Corumba, grande
ntGmerc de imigrantes libaneses que povoaram a atual rua 14

de Julho com suas casas comerciais (53).

Com a inauguracdo da estrada de ferro, em 1914, novos
imigrantes entraram no Estado de Mato Grosso, entre eles, os
japoneses, que fazem hoje de Campo Grande, um grande centro

de tradig¢des Okinawa (53).

Nas décadas de 60 e 70, a ocupagdo de extensas &reas
de terra no sul do Estado de Mato Grosso por agricultores
oriundos do Rio Grande do Sul, Parand, Sdo Paulo e Santa Ca-
tarina, deu maior desenvolvimento ao setor primdrio da eco-

nomia do Estado (53).

Depois de 1964, o Estado sofreu um grande incremento
populacional, originado pela vinda de brasileiros, de véarios
locais do pais, principalmente do Nordeste e do Sul, em bus-

ca de boas terras ou para refligio politico (53}.

Atualmente, o Estado de Mato Grosso do Sul ainda esta
sendo ocupado. Sua populagdo & formada em 36%, por imigran-
tes, desses a maioria vindos de S&o Paulo, Parand e Rio

Grande do Sul (53).
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2.2 A Estrutura da Enzima

A G6PD consiste de varias subunidades idénticas, cada
qual com um peso molecular de 55.000 Daltons. A seqiliéncia de
aminodcidos da enzima j& fol estabelecida. Na sua forma ati-
va, a G6PD liga-se fortemente ao NADP. In vivo a enzima pro-
vavelmente sé existe na forma de dimero. Muitas variantes
tém sido caracterizadas com respeito & substituigdo de ami-

noacidos e de bases do DNA (30).

2.3 A Deficiéncia Enzimatica

A deficiéncia de G6PD & uma anormalidade hereditéaria
na qual a atividade da enzima G6PD estd reduzida. Os eritré-
citos estdo afetados, e a deficiéncia de G6PD pode resultar
em anemia hemolitica, sobretudo apdés a administragdo de al-
guns medicamentos, ou sob certas condigdes de estresse (4,

12).

A suscetibilidade para hemélise varia com o grupo ét-
nico e depende em parte de caracteristicas cinéticas da va-

riante enzimdtica da G6PD (34).

2.4 Histérico

A raiz da introdugdo das 8 aminoquinoleinas no trata-

mento do paludismo, a cerca de 40 anos, ndo tardou a obser-
vagdo, que em determinados pacientes suscetiveis, esses me-

dicamentos provocavam anemias hemoliticas agudas (54).




Em 1926 Cordes descreveu os primeiros casos de anemia

hemolitica causada pela primaguina, em trabalhadores de
plantagdes no Panamd (10). Posteriormente, casos de hemélise
induzida por 8 aminoquinoleinas, foram observados em todo o
mundo. Diversas tentativas foram feitas para se determinar
porque alguns individuos eram muito sensiveis a estes medi-

camentos (12).

Durante a Guerra da Coréia, com o desenvolvimento de
um antimaldrico mais eficiente, a primaquina, a reagdo hemo-
litica foi pela primeira vez detalhadamente estudada com o
emprego da técnica de marcagdo dos eritrécitos como cromo

51

radiocativo (”°Cr), quando fol possivel mostrar que & causa

da hemdélise era um defeito intrinseco do eritrdcito (12,18).

2.5 Genética

-

O Gene para G6PD é recessivo e estd localizado no
cromossomo X (banda Xg28), e assim, o homem apresenta defi-
ciéncia nitida, mas a mulher pode apresentar heterozigose

sem manifestagdo clinica (7, 12, 41, 48, 50).

Conseqiientemente, a expressdo total da deficiéncia é
encontrada nos homens e nunca é transmitido de pai para £fi-
lho, mas s6 de mde para filho. Nas mulheres apenas um dos
cromossomos é ativo, sendo assim as mulheres heterozigéticas
para deficiéncia tém uma populagdo de eritré6citos normais e
outra deficiente, sendo que a proporgdc de células deficien-

tes pode variar muito (12). Algumas mulheres heterozigotas




parecem ser completamente normais, e outras parecem estar

inteiramente afetadas (7, 12, 29, 45).

Para explicar este paradoxo, Beuther propés o princi-
plo da inativagdo ao acaso do cromossomo X (7, 12, 30), onde
um dos dois cromossomos de cada célula do embrido feminino é

inativado, permanecendo assim durante toda a vida e resul-

tando num mosaico de atividade do cromossomo X (30, 22).

Por ser ligado ac cromossomo X, o gene da deficiéncia
de G6PD tem servido como importante marcador genético para
estudos populacionais e para estudo do mecanismo de inativa-
¢8o do cromossomo X, sendo que este Ultimo tem facilitado a

demonstragdo clonal de muitos tumores (12, 30).

2.6 Distribuigdo Geografica

A distribuigdo geogrdfica da deficiéncia de G6PD tem
sido estudada em véarios paises do mundo (4, 40,54), e rela-

cionada a fatores étnicos e ambientais.

Embora possua uma vasta distribuigdo em todo o mundo
(15), a deficiéncia de G6PD & encontrada com grau maior de
freqgiiéncia nas zonas tropical e subtropical do Hemisfério

Oriental (30).

Entre os Caucaséides o defeito estd particularmente
concentrado na &rea mediterr@nea. O gene mutante raramente
ocorre em pessoas do Norte Europeu. A deficiéncia de G6PD
ocorre em grupos da Sardenha, judeus asidticos e mediterré-

neos, porém & raro nos judeus europeus. A incidéncia é tam-




bém descrita em negros americanos masculinos, negros africa-
nos, iranianos, indianos asidticos, chineses, filipinos e

muitos outros (51, 30).

A distribuigdo da deficiéncia de G6PD esta estreita-
mente relacionada a do Plasmodium falciparum no sentido em
que todas as regides onde & freqgiiente algum tipo de defi-
ciéncia de G6PD, sdo ou foram regides endémicas para a mala-
ria. 0 fato que em algumas regides endémicas nido se encontre
deficiéncia de G6PD ndo & importante, pois acredita-se que a

malaria sé possa atuar como agente seletivo se o gene da de-

ficiéncia estiver presente (4, 22, 30, 45, 54).

2.7 Localizagaoc tecidual

Embora o mesmo gene da G6PD seja expresso em todos os
tecidos, o efeito da deficiéncia da enzima & mais severo no
eritrdcito, possivelmente por causa de seu longo tempo de
vida mononucleada e talvez por conter proteases que degradam

a mutante enzimdtica mails gue as proteases de outros tecidos

(7).

A G6PD estad presente em praticamente todos os tecidos
animais, do ser humano e em certos microorganismos. As maio-
res concentragdes no homem estio presentes nos eritrécitos,
no tecido adiposo e na mama durante a lactagdo. Menores con-
centragdes sdo encontradas no figado, paAncreas, rins, pulmdo

e cérebro (50).




2.8 Caracteristicas Metabdlicas da Enzima

A energia disponivel para o eritrécito humano é deri-
vada do catabolismo da glicose realizado por duas vias do
metabolismo (Figura 1). A via de Embden-Meyerhoff, metaboli-

za aproximadamente 90% da glicose e produz energia sob a

forma de ATP (46, 51).

A glicose-6-fosfato desidrogenase cataliza o© passo
inicial na via das pentose e funciona para reduzir o NADP,
enqguanto oxida o substrato G6P (7, 30). Esta via normalmente
metaboliza aproximadamente 10% da glicose e constitui o dni-
co mecanismo para regeneragdo do NADPH, elemento essencial

para os processos Oxido-redutores da célula (30, 46).

-

Entre estes, o mais importante & a redugdo do gluta-
tion, necessério para metabolizar os peréxidos orgdnicos e
os de hidrogénio e fundamental na manutengdo da integridade
celular (30). A G6PD pode controlar a taxa de NADPH por ser

a primeira enzima do ciclo das pentoses (30).

Nos eritrécitos normais esta via pode ser estimulada
por carreadores artificiais de elétrons, tais como drogas
hemoliticas e &dcido ascérbico, os quais oxidam o NADPH a
NADP (25). Nos eritrécitos sensiveis, a deficiéncia de GG6PD
limita a atividade da via das pentoses, portanto sua habili-
dade para responder a compostos 6xido-redutores € limitada.
A atividade da G6PD nos eritrdcitos de negros afetados &

aproximadamente 10 a 15% do normal (25, 51).
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Figura 1l: Vias glicolitica anaerfbica e hexose monofosfato
(HMP). Abreviaturas utilizadas: DPGM - difosfogliceratomuta-
se: DPGP - difosfoglicerato fosfastase; GAPD - Gliceraldei-
do-3-fosfato desidrogenase; GPI - glicose fosfato isomerase;
G6PD - glicose-6-fosfato desidrogenase; Hk - Hexoquinase;
LDH - Lactato desidrogenase; MPGM - monofosfato glicerato
mutase; Pi - Fosfato inorgédnico; PFk - fosfofrutoguinase; 6
FGD-6-fosfogluconato desidrogenase; PGK: Fosfogliceratoqui-
nase; 6PGLnase - 6-fosfogluconico lactonase; Pk - piruvato-
quinase; TPI - triosefosfato isomerase.
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2.9 Propriedades da Enzima

A deficiéncia de G6PD é devida a heranga de qualquer
uma das iniimeras anormalidades do gene estrutural que codi-

fica a seqiiéncia de aminodcidos da enzima G6PD (12, 30).

Na mutagdo tipo A-, a enzima & sintetizada em guanti-
dade normal, mas tem baixa estabilidade in vivoe. £ o tipo
mais comum de G6PD anormal na populagdo negra norte-america-

na (30, 51).

A G6PD mediterr@nea, parece resultar na formagdo de
menor nimero de moléculas da enzima, cada gqual com atividade
enzimdtica préxima do normal, mas com propriedades fisiolé-
gicas ndo usuais, embora aparentemente nédo desvantajosas. B

© tipo mais comum nas populagdes brancas (12, 30).

Finalmente, algumas variantes como a G6PD Oklahoma
estdo assocladas & enzima que tem atividade muito reduzida
por seus substratos, G6P e NADP, e por isso ndo tém fungéo
adequada. Também podem ser encontradas varias combinag¢des

destas enzimas (12).

A G6PD normal & chamada tipo B, e representa o tipo

mais usual de enzima encontrado em todos os grupos popula-

cionais estudados (12, 30).

A caracterizagdo de uma variante deve ser baseada nos

sequintes dados:

1) Atividade da G6PD eritrocitdria;




12

2) Migragdo eletroforética;

3) Constante de Michaelis (km) da G6P);

4) Taxa relativa de utilizagdoc da 2-desoxiglicose-6-

fosfato (2dGeP);

5) Estabilidade térmica (54).

2.10 Tipos de Variantes da G6PD

Atualmente, existem mais de 400 wvariantes de G6PD
identificadas por propriedades eletroforéticas, estabilidade
ao calcr e atividade contra substratos (7, 24, 45). A grande
maioria das variantes de G6PD sdo raras. As variantes comu-
mente associadas com risco aumentado de hemélise sd3oc encon-
tradas em pessocas de paises tropicals ou subtropicais (45,

29, 30, 47).

As principais classes de variantes de G6PD sédo:

1) Classe 1 -~ Variantes com deficiéncia enzimética

severa e.anemia hemolitica ndc-esferocitica.

Ex.: Baudelacque e Charleston.

2) Classe 2 - Variantes com deficiéncia enzimética

severa, geralmente sem anemia hemolitica.

Ex.: Ankara e Hualien.

3) Classe 3 - Variantes com moderada a fraca defi-

¢iéncia enzimatica.
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Ex.: Betica e Debrousse.

4) Classe 4 - Varlantes com deficiéncia fraca ou com

auséncia de deficiéncia.
Ex.: Kiwa e Laurenzo.

5) Classe 5 - Variantes com atividade enzimética au-

mentada.

Ex.: Hektoen.

Barreto e Nonoyama descreveram uma variante rara da
enzima G6PD, Gd {(-) Carapicuba, associada com deficiéncia
enzimdtica moderada e hemélise crdnica (5).

No Brasil, a variante africana ou A- da G6PD certa-
mente é a responsdvel pela grande maioria dos casos de defi-
ciénecia de G6PD (35, 48).

A figura 2 mostra as propriedades bioquimicas de duas

variantes comuns de G6PD.

2.11 Fisiopatologia

2.11.1 Mecanismos da Hemélise

A hembélise provocada pelas drogas em células com de-
ficiéncia de G6PD geralmente é acompanhada por formagdoc de
corpiisculos de Heinz, formados apenas na presenga de oxigé-
nio (12).

A exposigdo da hemoglobina dos eritrécitos deficien-
tes a drogas redutoras leva a formag&o de radicais livres de

GSH que sdo rapidamente oxidados & forma de dissulfuretos
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(GSSH) ou formam complexos com a hemoglobina, chamados de
dissulfuretos mistos. Estes sdo instaveis, e ao sofrer oxi-
dagdo mudam de conformag¢do expondo & oxidagdo, radicais in-
ternos de sulfidrila, originando dissulfureto. Nesse estégio
a hemoglobina estd irreversivelmente desnaturada e precipita

na forma de corplisculos de Heinz (12, 28, 30, 51).

A formagio de metemoglobina guase sempre acompanha a
administragio de medicamentos que podem causar hemdlise de

células com deficiéncia de G6PD (12).

A suscetibilidade a ictericia neonatal em lactentes
com escassez de G6PD pode ser o resultado da falta de G6PD
com a baixa taxa de aglicar propria do periodo neonatal, e
relativa imaturidade enzimatica do recém-nascido, o que pode
tornar o eritrécito suscetivel ac estresse hemolitico (12,

51, 54).

No caso da hemélise provocada por infecgdo em pessoas
com deficiéncia de G6PD, & possivel que a atividade oxidante
gerada por substdncias de origem natural como o adcido ascdr-
bico e a cisteina, seja suficiente para desencadear o curso

de um fendmeno hemolitico (12, 30).

Existem suspeitas da participag¢do de fatores hemoli-
ticos na anemia hemolitica induzida por feijdes de fava, dos
gquais também se isolaram substincias capazes de destruir o

GSH dos eritrécitos (7, 12).
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2.12 Manifestacdes Clinicas

Em geral, as manifesta¢des clinicas da deficiéncia de
G6PD sdoc observadas sé em individucs gque herdam variantes
nas quais a atividade enzimatica das células vermelhas esté

abaixo de um quarto da normal.

Com raras excegdes, a Unica manifestag8o clinica da

-

insuficiéncia de G6PD é a anemia hemolitica, geralmente re-
lacionada & administrag8do de medicamentos, infecgdo, periodo

neonatal e em certos individuos, com o favismo (2).

2.12.1 Anemia hemolitica induzida por drogas

A primaquina é uma das mais severas drogas que podenm
provocar hemélise. Outros antimaléricos, algumas sulfonami-
das, sulfas, nitrofurantoinas e analgésicos podem ser res-
ponsdveis por episédios hemoliticos em pacientes deficientes

de G6PD (7, 12, 22, 30,51).

Um epis6édioc de hemélise provocado por medicamento em
pessoas com deficiéncia de G6PD comega de 1 a 3 dias apdés a
sua administragdo. Os corpisculos de Heinz aparecem na cir-
culagdo e a hemoglobina cai rapidamente. Com O progresso da
hemélise, os corplisculos de Heinz desaparecem da circulagédo
e a urina pode se tornar muito escura, nos casos mais gra-

ves.
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Dentro de 4 a 6 dias aumenta a taxa de reticulécitos,
embora possa estar suprimida no caso de uso de medicagdo pa-

ra infecgdo ativa (12, 51).

De acordo com Cox, GMD, os efeitos hemoliticos da
dapzona podem ser exacerbados nos pacientes com deficiéncia

de G6PD (23).

2.12.2 Anemia hemolitica que ocorre durante infecg¢des

-

Infecg8o é provavelmente um fator mais comum que a
exposigdo a drogas no desencadeamento de eventos hemoliti-
cos. Uma série de agentes infecciosos tém sido relacionados
com processos hemoliticos: Salmonella, Escherichia coli,

Streptococus Beta hemolitico e richethsiae (30).

Com excegdo da hepatite viral, a anemia € relativa-
mente ligeira, com uma queda na concentragdo de hemoglobina
no sangue chegando a 3 a 4 g/dl. A ictericia n8o & proemi-

nente e em geral ndo hé reticulocitose (12, 30, 51).

2.12.3 Favismo

-

A exposicdo a Vicia fava € téxica e potencialmente
letal para alguns individuos deficientes de G6PD (30). O Fa-
vismo é mais prevalente entre os habitantes da Sardenha nos
guais a deficiéncia de G6PD &€ mais severa que em negros, mas
é também comum em muitas partes do litoral Mediterréneo e
nos paises para os quals os habitantes desta regido tenham

migrado (51).
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O inicio é guase sempre gradual, sendo notada a hemé-
lise um a dois dias apés a ingest@o dos feijdes. Nos casos

graves pode ocorrer choque em curto tempo (12).

2.12.4 Ictericia neonatal

A ictericia neonatal sem indicios de incompatibilida-
de imunclodgica ocorre em alguns lactentes com deficiéncia de
G6PD. A ictericia pode ser muito intensa e se ndo tratada

pode resultar em kernicterus (12).

Uma alta incidéncia de hiperbilirrubinemia em bebés
tem sido descrita na Grécia, Itédlia, Tailéndia e China, &are-

as nas quais a G6PD Mediterr@nea & prevalente (30).

Anemia hemolitica neonatal devido & deficiéncia de

G6PD € mais freqgliente em bebés prematuros (37). Em determi-

nados grupos étnicos é a principal causa de hiperbilirrubi-

nemia e encefalopatia bilirrubinica no recém-nascido (38).

Em algumas variantes de G6PD a deficiéncia enzimdtica
é suficientemente grande para que ocorra hemélise na ausén-

cia de infecgdes ou exposigdo a drogas (20, 30).

2.12.5 Anemia hemolitica ndo esferocitica congénita

Essa anemia estd associada com as variantes da classe

l, & clinica e hematologicamente indistinguivel das outras

sindromes hemcliticas ndo-esferociticas congénitas relacio-
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nadas com deficiéncia de outras enzimas glicoliticas (14,

30).

Variantes de G6PD responsdveis por hemdlise crdnica
tém sido identificadas em negros americanos e em Caucasdéi-

des.

Bnemia e ictericia freqilentemente s8o notadas 1ini-
cialmente no periocdo neonatal. Em fung&o da hiperbilirrubi-

nemia pode ser necessdrio exsangiiineotransfus&o (12).

Anemia severa ocorre apbés exposigdo a drogas com pro-
priedades oxidantes e as favas. Anemia fraca a moderada pode
ocorrer, os reticulécitos podem aumentar de 4 a 35% e a meia
vida das hemécias marcadas com cromo 51 & de 12 a 17 dias

(12).

2.13 Elementos Laboratoriails

0 diagnéstice da deficiéncia é efetuado com uma série
de testes. A condigdo & facil de ser detectada no homem e na
mulher homozigética. A detecgd@o na mulher heterozigbtica
exige técnicas sofisticadas. A detecgdo imediatamente apds

as crises hemoliticas também oferecem dificuldades (25).

Os testes qualitativos para o ensaio da condigdao séo
baseados na descoloragdo do azul crezil brilhante, na reacgéao
do sangue com ascorbato e cianeto, em testes baseados na
fluorescéncia do NADPH e na redugdo da metemoglobina (9, 16,

25, 26, 43).
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Segundo Bapat, o teste da redugdo da metemoglobina de
Brewer, quando usado sozinho pode dar resultados exagerados
para a deficiéncia de G6PD. Dessa forma, recomenda gque um

método quantitativo seja usado para confirmacdo (3).

A caracterizag8o exata da enzima, exige uma investi-
gagdo mais qualificada, incluindo © ensaio da enzima, em
condigbes 6timas de atividade e o estudo de sua cinética

(25, 54).

-

0 éxame do sanqgue periférico é normal fora das crises
hemoliticas. No decurso da crise observam-se glébulos peque-
nos ou fragmentados, com contorne irregular. Os corpiisculos
de Heinz ndo sdo habitualmente encontrados nos individuos

portadores de bago, exceto de uma maneira muito fugaz (25).

2.14 O Deficiente de G6PD como Doador

Mc¢ Curdy e Morse realizaram um trabalho na Universi-
dade de Georgetown, no qual bolsas de sangue de doadores com
deficiéncia de G6POD foram transfundidas em pacientes que
posteriormente receberam drogas oxidantes. Esses pacientes

receberam acompanhamento clinico e laboratorial (34).

Desse estudo concluiram que as transfusdes de sangue
de pacientes com a variante Sardenha pode ser prejudicial ao
receptor que esta sendo medicado com drogas hemoliticas como
a nitrofurantoina, o qgue recomenda a exclusdo de tais doado-

res (34).
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No que diz respeito aos doadores gregos oOS autores

entendem gue Os mesmos nao necessitam ser tratados para de-—

ficiéncia de G6PD (34).

Tizianello considera que O UusO de sangue de doadores
com deficiéncia de G6PD deve ser evitado em emergéncias e em

praticas cirfirgicas, pois nesses casos O receptor tem mais

chances de receber drogas potencialmente hemoliticas (52).

Ramalho, A.S. ldentificou e seguiu clinicamente 29

pacientes de um hospital de Ccampinas que foram transfundidos

com sangue deficiente de G6FD. As freqiiéncias de reagdes

transfusionais observadas neste grupo nao diferiram signifi-

cantemente daquelas observadas em um grupo controle (38).




3. MATERIAL E METODO

No periodo de setembro a novembro de 1993 foram cCoO-
ijhidas 1.114 amostras de sangue dos doadores do Centro de
Hematologia e Hemoterapia de Mato Grosso do Sul - HEMOSUL e
enviadas para andlise no HEMOCE, obedecendo a um intervalo
de tempo de até 15 dias, da coleta 5 realizagdo dos experi-

mentos.

Dados relativos a identificagdo do doador, como nome,
idade, sexo, COI, profissao, grau de escolaridade, procedén-
cia, enderego e informagoes sobre o uso de medicamentos, fo-

ram registrados em uma ficha conforme a Figura 3.

As amostras foram acondicionadas em um frasco de vVvi-
dro com tampa no qual havia 0,75 ml de solugao de Alsever e
5 ml de sangue, gue as mantém viaveis para andlise por 25
dias, & temperatura ambiente ou a 4°'C. Assim conservadas, as
amostras, foram enviadas em caixa de isopér contendo gelo

reciclavel, por via aérea, de Campo grande para Fortaleza.

0 anticoagulante de Alsever contém 20,5 g de glicose,
8 g de citrato de sédio, 5,5 g de acido citrico, 4,2 g de
cloreto de sédio e a gquantidade suficiente de &agua destilada
para completar 1.000 ml de solugdo, a qual deve ser autocla-

vada por 15 minutos a 15 libras.

22
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O método utilizado para a detecgdo dos doadores defi-
cientes de G6PD foi o de Brewer (16, 17) que se baseia na
capacidade de redugdo da metemoglobina & hemoglobina em con-
digdes de geragdoc normal de NADPH. Usa-se o nitrito de sédio
para oxidar o fe++ da hemoglobina a fe+++ e o azul de meti-
leno para reverter este processo. Esta reacdo reflete a ati-
vidade da G6PD pelo fato de ser ela a primeira enzima do

Shunt das pentoses, ciclo estimulado pelo azul de metileno.

Para determinagdo da deficiéncia de G6PD pelo método
de Brewer utilizamos duas solugdes, uma de nitrito de sédio
a 18 M e dextrose a 0,28 M, que contém 5,0 e 1,25 g respec-
tivamente e o restante de dgua destilada para atingir um vo-
lume de 100 ml; e outra solugdo, de azul de metileno a
0,0004 M que contém 0,15 g deste em um volume final de 1.000

ml.

A técnica consiste na preparagdo de trés tubos de re-
agdo, identificados como controle negativo, controle positi-
vo e teste. No primeiro, adicionar apenas 1 ml de sangue, no
segundo, colocar 0,05 ml de nitrito de sédio-glicose e 1 ml
de sangue, e no terceiro, 0,05 ml de nitrito de sédio-glico-
se, 0,05 ml de azul de metileno e 1 ml de sangue. Homogenei-
zar suavemente por inversdo e colocar os tubos em banho-ma-

ria a 37:C por trés horas.

Depois do periodo de incubagdo, retirar 0,1 ml de ca-
da um dos tubos e diluir em 10 ml de Agua destilada contida
em trés outros tubos previamente preparados. A leitura deve

ser feita entre dois e dez minutos apés a diluigdo.
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Na interpretag¢do dos resultados teremos:

1) Coloracgdo marrom escuro ou café, semelhante & do
tubo controle positivo, o que indica persisténcia
de mais de 70% de metemoglobina formada, caracte-

rizando a expressdo total do defeito;

2) coloracao vermelho claro semelhante ao controle
negativo, indicando capacidade de redugdo da mete-

globina e caracterizando o individuo normal;

3) Coloragdo variando de vermelho a café, dependendo
da expressido genética, caracterizando as mulheres

deficientes heterozigdticas.

Com o intuito de avaliar uma provavel influéncia do
transporte e da estocagem sobre os resultados dos testes pa-
ra detecgdo da deficiéncia de G6PD, resolvemos realizar um
ensaio com amostras de doadores do HEMOCE, submetidas &s me-
smas condigbes fisicas e quimicas estabelecidas anteriormen-

te para as amostras do HEMOSUL.

Como a hemdlise pode ser uma consegiiéncia do atrito
mecédnico ocorrido durante o transporte, bem como, do desgas-
te natural sofrido pela hemdcia no decorrer do tempo de es-
tocagem, avaliamos a influéncia da hemdlise sobre os resul-

tados dos testes.

As amostras gue possuiam hemdlise, e que puderam ser
identificadas através de observacdo visual, foram retiradas
da pesquisa de deficiéncia de G6PD. Portanto, o ensaio acima

a

referido se presta a4 avaliagao daguelas amostras que pos-
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suiam tragos de hemdlise e gue por isso, ndo foram identifi-

cadas por simples observagio visual.

Foram colhidas 33 amostras, das quais 30 eram conhe-
cidamente negativas e 3 positivas. Para avaliar o efeito me-
cédnico ocasionado pelo transporte, as amostras foram subme-
tidas, no dia da coleta, apdés determinacdo do ntmero de cé-
lulas e do teste de redugdo da metemoglobina, a um nimero de
horas de véo* equivalente aquele a que foram submetidas as

amostras originais.

Em um primeiro ensaio procuramos determinar a varia-
¢do do naimero de hemdcias em relacdo ao tempo de estocagem.
Dessa forma determinamos o nGmero de hemacias por mm? de ca-
da uma das 33 amostras, em contador eletrénico, de 5 em 5
dias, a partir do primeiro, por um periodo total de 25 dias
(o que corresponde ao tempo de conservagac das hemécias na
solucdo de Alsever). Calculamos a média do nimero de hema-
cias presentes nas 33 amostras, e relacionamos com o tempo
em dias.

Concomitantemente, logo apdés a contagem das hemicias,
realizamos a determinag¢do da deficiéncia de G6PD pelo método
de Brewer, obedecendo os mesmos intervalos de tempo descrio-
tos acima. Os resultados obtidos também foram relacionados

com o tempo em dias.

Realizamos ainda um segundo ensaio com a finalidade

de determinar o naimero minimo de hemdcias necessédrio para

* As amostras fizeram viagem de ida e volta a Salvador, cuja

distdncia em quildmetros & comparavel & distadncia entre Cam-
po Grande e Fortaleza.
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que a coloragédo dos controles positivo e negativo encon-
tre-se dentro de uma faixa de leitura visivel. Esse experi-
mento avalia portanto, a influéncia da diminuigdo do nimero

de hemdcias sobre os resultados do teste de detecgio de

G6PD.

Para avaliar esta influéncia, reduzimos artificial-
mente o nimero de hemdcias, diluindo o sangue em proporgdes
varidveis de solugdo fisiolégica, com a intencdo de determi-
nar o nimerc minimo de hemdcias que devem existir em solu-
¢a0, para que seja possivel a leitura dos controles, positi-

vo e negativo.

Para tanto, realizamos uma bateria de exames composta
de 10 tubos (sangue sem diluigdo, diluigao 9/10, 8/10, 7/10,
6/10, 5/10, 4/10, 3/10, 2/10 e 1/10) de cada uma das 30
amostras negativas e das 3 positivas utilizadas no ensaio.
Determinamos o nGmero de hemdcias/mm® e depois fizemos o
teste da redugdo da metemoglobina de Brewer em cada dilui-
¢do. Os resultados obtidos nas leituras foram relacionados

aos niimeros de hemécias contidas nas diluigdes.

No tratamento estatistico, aplicamos o teste do X2
sobre as variaveis deficiéncia de G6PD e sexo e deficiéncia

de G6PD e carater racial.

O valor de o fixado para o presente trabalho foi de

5%.



4. RESULTADOS

Foram examinadas 1.114 amostras de sangue dos doado-
res do Centro de Hematologia e Hemoterapia de Mato Grosso do

Sul - HEMOSUL.

Entre as 1.114 amostras analisadas, 937 (84,11%) fo-

ram de doadores do sexo masculino, e 177 (15,89%), de doado-

res do sexo feminino. (Tabela I)

Com relagdo ao carédter racial dos doadores, tivemos
702 (63%) brancos; 380 (34,10%) negrb6ides e 32 (2,9%) ne-

gros. (Tabela II)

Os resultados da investigagdo mostraram que dos 1.114
doadores analisados, 1.093 (98,11%) ndo apresentaram defi-

ciéncia de G6PD e 21 (1,89%) apresentaram. (Tabela III)

Dentre os doadores deficientes de G6PD, 20 (95,24%)
pertenciam ao sexo masculino e 1 (4,76%), ao sexo feminino
(Tabela IV); sendo 10 (47,62%) brancos, 7 (33,33%) negrébides

e 4 (19,05%) negros (Tabela V).

Em relagdo & freqiiéncia de deficientes de G6PD quanto
ao sexo tivemos 20 {2,13%) masculinos e 1 (0,56%) feminino

(Tabela VI).

27




28

A freqiiéncia de deficientes de G6PD quanto ao caréater
racial mostrou 10 (1,4%) brancos, 7 (1,84%) negrdides e 4

(12,5%) negros.

Quanto a procedéncia dos portadores de deficiéncia de
G6PD tivemos 11 de Mato Grosso do Sul, 6 de Sdo Paulo, 2 de

Minas Gerais, 1 da Bahia e 1 do Rio de Janeiro.

Quanto a caracterizagdo do doador de acordo com o ni-
mero de doagdes tivemos 7 doando pela primeira vez, 6 com
mais de 1 doagdo e 8 doadores nos quais esta informa¢@o néo

foi obtida.

No tocante aos ensaios realizados para avaliar a in-
fluéncia do transporte e estocagem sobre os resultados do

teste, tivemos:

1) variagé@o do nimero de hemdcias com relagdo ao tem-

pc de estocagem.

No dia da coleta encontramos 4 milhSes e 20 mil
hemdcias/mm?, nos dias subseqgiientes, houve dimi-
nuigdo do niimero de hemécias até atingir 3,12/mm?

no 25¢ dia (Figura 4).

2) Variagdo dos resultados positivos e negativos no

decorrer do tempo de estocagem.

Quanto aos resultados positivos, ndo houve altera-
¢d0 no decorrer dos 25 dias, porém os resultadcs
negativos sofreram modificagdo a partir do 209 dia

quando obtivemos um resultado falso-positivo e no
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2592 dia quando obtivemos quatro resultados fal-

sos-positivos (Figura 5).

3) Avaliagdo da influéncia da diminuigdo do nimero de

hemdcias sobre a leitura do teste.

Para os resultados positivos, ndo houve alteragéo
até a diluigdo de 7/10 (2,81 milhdes/mm’), a par-
tir da diluigdo 6/10 ndo houve mais possibilidade
de leitura. Por outro lado, os resultados negati-
vos permaneceram inalterados até a diluigdo 5/10
(2,01 milhSes/mm*), a partir da diluigédo 4/10 néo

foi mais possivel fazer a leitura (Figura 6).

Portanto, a zona de visualizagdo dos resultados posi-
tivos do teste de redugdo da metemoglobina de Brewer, si-

tua~-se no intervalo de 4,02 a 2,81 milhOes de hemdcias/mm?.

Por outro lado, a zona de visualizagdo dos resultados

negativos, situa-se no intervalo de 4,02 a 2,01 milhdes de

hemdcias/mm? .
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CURSO DE ESPECIALIZACAO EM HEMATOLOGIA E HEMOTERAPIA

TEMA DA PESQUISA: DEFICIENCIA DA GLICOSE-G-FOSFATO DESIDRO-
GENASE EM DOADORES DE SANGUE DO HEMOSUL

PESQUISADORA: ANGELA CLEUZA BENATE VALENTE

ORIENTADORA: DRA. MARTA DA SILVA PITOMBEIRA

FICHA DE IDENTIFICACAO

NOME DO DOADOR

DATA DA COLETA N? DA AMOSTRA
IDADE SEXO

COR: BRANCA PRETA PARDA
PROFISSAO

GRAU DE ESCOLARIDADE

LOCAL. DE NASCIMENTO

ENDERECO

FAZ USO DE MEDICAMENTO? SIM NAO

QUAL?

Figura 3
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Figura 4: Avaliagdo da influéncia da hemélise sobre a deter-

minagdo da deficiéncia de G6PD.

Variagdo do nimero de hemdcias em relagdo ac tempo de esto-

cagem das amostras.
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Figura 5: Avaliag8o da influéncia da hemélise sobre a deter-

minagdo da deficiéncia de G6PD.

Variag8@o dos resultados positivos e negativos da leitura do
teste de redug&c da metemoglobina de Brewer, no decorrer do

tempo de estocagem das amostras.
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Figura 6: Avaliagdo da influéncia da diminuigdo do nimero de

hemédcias presentes na amostra sobre a leitura do teste da

redugdo da metemoglobina de Brewer no 12 dia de

conservagéo

em solugdo de Alsever.
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Tabela I - Distribuigdo dos doadores de sangue de acordo com

O seXo

SEXO NUMERO DE DOADORES %
MASCULINO 937 84,11
FEMININO 177 15,89
TOTAL 1.114 100,00

Tabela II - Distribuigdo dos doadores de

com o caréater racial

sangue de acordo

CARATER

RACIAL NUMERO DE DOADORES %
BRANCO 702 63,00
NEGROIDE 380 34,10
NEGRO 32 2,90
TOTAL 1.114 100,00
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Tabela III - Distribuigdo dos doadores de sangue de acordo

com a presenca de deficiéncia de G6PD

RESULTADO NUMERO DE DOADORES %
- DEFICIENTE 21 1,89
NAO DEFICIENTE 1.093 98,11
TOTATL 1.114 100,00

Tabela IV - Distribuigdo dos doadores de sangue positivos

para a deficiéncia de G6PD de acordo com o sexo

NUMERO DE DOADORES DEFICIENTES

SEXO PARA G6PD %
MASCULINO 20 95,24
FEMININO 1 4,76

TOTAL 21 100,00
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Tabela V - Distribuigdo dos doadores de sangue positivos pa-

ra deficiéncia de G6PD de acordo com o caréater

racial
CARATER NUMERC DE DOADORES DEFICIENTES
RACIAL PARA G6PD %
BRANCO 10 47,62
NEGROIDE 7 33,33
NEGRO 4 19,05
TOTAL 21 100,00

Tabela VI - Distribuigdo dos doadores de sangue de acordo

com o sexo e o resultado da determinacgdo

NUMERO DE DOADORES
SEXO
NAO DEFICIENTES DEFICIENTES TOTAL
MASCULINO 917 (97,87) 20 (2,13) 937
FEMININO 176 (99,44) 1 (0,56) 177
TOTAL 1.093 (98,11) 21 (1,89) 1.114

X* = 1,98, P > 0,05




Tabela VII - Distribui¢do dos doadores de

do com o cardter racial e com

deficiéncia de G6PD

37

sangue de acor-

a presenga da

NUMERO DE DOADORES

CARATER
RACIAL
NAO DEFICIENTES | DEFICIENTES TOTAL
BRANCO 692 (98,60) 10 (1,40) 702 (63,01)
NEGROIDE 373 (98,16) 7 (1,84) 380 (34,10)
NEGRO 28 (87,50) 4 (12,50) 32 (2,90)
TOTAL 1.093 (98,11} 21 (1,89) 1.114 (100,00)

X2 = 20,30, P = 0,00004
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Tabela VIII - Distribuigdo dos doadores de sangue de acordo

com a procedéncia

DOADORES

ESTADO BRASILEIRO DE ORIGEM

DOS DOADORES
~ Ne %
ALAGOAS (AL) 4 0,36
3 BMAZONAS (AM) 2 0,18
- BAHIA (BA) 14 1,25
a CEARA (CE) 11 1,00
DISTRITO FEDERAL (DF) 1 0,09
- ESPIRITO SANTO (ES) 2 0,18
. GOIAS {GO) 7 0,63
MINAS GERAIS (MG) 19 1,70
MATO GROSSO DO SUL (MS) 688 61,76
MATO GROSSO (MT) 22 1,97
_ PARA (PR} 3 0,27
PARANA (PR) 62 5,56
- PERNAMBUCO (PE) 24 2,15
PIAUI (PI) 1 0,08
RIO DE JANEIRO (RJ) 12 1,07
RIO GRANDE DO NORTE (RN) 1 0,09
RIO GRANDE DO SUL (RS) 36 3,23
SANTA CATARINA (SC) 11 1,00
2 SERGIPE (SE) 2 0,18
~ SAO PAULO (SP) 184 16,52
a ALEMANHA 1 16,52
. QUTROS PAISES
ITALIA 1 0,09
-~ NAO IDENTIFICADOS 6 0,54
a TOTAL 1,114 100,00

)




JL B M 2

)

WA 28 R )

)

)

)

) )

)

)

2L i k)

Tabela IX - Distribuigdo dos doadores

de

sangue

39

positivos

para deficiéncia de G6PD de acordo com a proce-

déncia

ESTADO BRASILEIRO DE ORIGEM

DOADORES

N¢ %
MATO GROSSO DQ SUL (MS) 11 52,40
SAO PAULO (SP) 6 28,56
MINAS GERAIS (MG) 2 9,52
BAHIA (BA) 1 4,76
RIO DE JANEIRO (RJT) 1 4,76
TOTAL 21 100,00
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Tabela X - Distribuigdo dos doadores de sangue positivos pa-

ra deficiéncia de G6PD de acordco com cidade de

origem, no Mato Grosso do Sul

CIDADE DE ORIGEM

DOADORES

Ne %
CAMPO GRANDE 7 63,70
MIRANDA 2 18,10
ROCHEDO - ‘ 1 9,10
TERENOS 1 9,10
TOTAL 11 100,00
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Tabela XI - Incidéncia de doadores de sangue positivos para

a deficiéncia de G6PD de acordo com a procedén-

cia e o cardter racial

DOADORES

EBO
CARATER
RACIAL POSITIVOS  TOTAL % TOTAL %
BRANCO 5 422 1,18
MS NEGROIDE 4 246 1,62 688 1,59
NEGRO 2 20 10,00
BRANCO 3 116 2,58
SP NEGROIDE 2 65 3,07 184 3,20
NEGRO 1 3 33,33
BRANCO 1 11 9,09
MG NEGROIDE 1 6 16,60 19 10,50
NEGRO = 2 =
BRANCO - 4 -
BA NEGROIDE - 8 - 14 7,41
NEGRO 1 2 50,00
BRANCO 1 10 10,00
RJ NEGROIDE - 1 - 12 8,33
NEGRO - il -

Legenda: EBO - Estado Brasileiro de Origem
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Tabela XI1I - Distribuig¢do dos doadores positivos de acordo

com o nimero de doagdes

NOMERO DE DOADORES

NUMERO DE DOAGAO

PRIMEIRA 7

MAIS DE UMA DOAGAO 6

DADO NAC CONHECIDO 8




Tabela XITIT

de acordo com o carater racial,

Brasil

43

- Relagdo de trabalhos sobre deficiéncia de G6PD

realizados no

AUTOR (ANO/REFERENCIA)

PROPORGAO DE DEFICIENTES (%)

N BR NBR FT % POPULACAOQ
ALBUQUERQUE, R.A. 576 1,89 5,14 4,10 Doadores de sangue
(1986) (1) do HEMOCE~CE
AZEVEDO et alii 815 = 8,00 = Populagdo negréide
(1977) (2) de Salvador-BaA
BARRETO 776 2,90 5,80 2,20 Populagdo de dois
(1969) (4) distritos de Sao
Paulo-Sp
LEWGOY & SALZANO 300 - 10,00 - Populagdo negrdide
{1964) (27) de Porto Alegre-RS
MARQUES & CAMPOS 1.000 = 7,80 = Populagdo negrdide
(1975} (31) de Belc Horizonte-
MG
MARTINS, A.C.M. 200 3,00 3,70 3,50 Recém-nascidos da
(1933) (32) Maternidade Escola
de Fortaleza-CE
MENEZES, A.G. 300 - 3,80 3,00 Doadores de sangue
{1992) (36) do HEMOCE~CE
RAMALHO 440 1,50 10,30 3,18 Recém-nascidos de
(1980) (42) Campinas~SP
RAMALHO & BEILGUELMAN 204 2,56 10,40 4,40 Doadores de mangue
(1976) (43) de Campinag-Spb
ROCHA, M.M. 1.075 0,84 4,00 3,258 Doadores do HEMOCE
(1994) (45a) Crato-CE
RODRIGUES et alii 200 1,40 8,20 - Doadores de sangue
(1984) (46) masculinos na ci-
dade do RJ
SENA et alii 719 2,00 3,00 2,60 Doadores de sangue
(1986) (49) de Natal-RN
VALENTE, A.C.B. 1.114 1,42 2,66 1,89 Doadores de sangue

(1994 )-Presente traba-
lho

do HEMOSUL-MS

Legenda:
BR - Branco

N - Namero de amostrag

NBR ~ N&@o branco

FT

- Freqiiéncia total




S. DIscussio

A deficiéncia de G6PD é a mais comum desordem metabé-
lica da célula vermelha (9, 13, 19, 22,24), Uma estimativa
conservadora € que mais de 130 milhdes de pessoas sejam
atingidas em todo o mundo (30). Possui uma grande variacgao
em sua incidéncia para as diferentes populacgdes, sendo alta
em negros africanos, italianos e Jjudeus asiaticos, embora

existam algumas diferengas de acordo com o grupo &tnico e o

pais de origem (4).

A incidéncia nos negros & préxima de 20% entre os ho-
mens africanos Bantus, 12% nos negros americanos e 8% hos

negros brasileiros (30).

E certo que a incidéncia de G6PD & um distdrbio hete-
rogéneo. Além de o defeito ser mais intenso em pessoas do
Mediterraneo do que em negros norte-americanos, existem di-
ferengas significativas nas propriedades bioquimicas das en-

zimas residuais, entre as duas populagdes (12).

Nesse trabalho a freqiiéncia do defeito foi de 2,13
para sexo masculino e 0,56 para o feminino, (p > 0,05), mos-

trando que ndo existe significéncia estatistica entre sexo e

deficiéncia de G6PD.

14
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Embora ndo exista significéncia estatistica entre de-
ficiéncia de G6PD e sexo, para os valores anteriormente des-
critos, a freqiiéncia deste cardter no sexo feminino, por nés

encontrada, foi muito menor gue a do masculino.

Um fator que poderia explicar a baixa freqgiiéncia de
deficiéncia de G6PD no sexo feminino, € que o nimero de in-
dividuos femininos na populagéo estudada & consideravelmente

menor.

Quanto ao cardter racial encontramos uma freqiiéncia
de 1,4% nos doadores brancos, 1,84% nos pardos e 12,5% nos
negros. Quando comparamos doadores negrdides c¢om brancos,
encontramos P > 0,05, n8o havendo portanto significlncia es-

tatistica.

Por outro lado, quando comparamos doadores negros com

brancos e doadores negros com negrdéides, encontramos P<0,05,

havendo portanto signific@ncia estatistica.

Nossos resultados s&o compativeis com os da literatu-
ra em relagdo & cor branca. Barreto (4) encontrou 2,9% estu-
dando a populagdo de dois distritos de S&o Paulo. Ramalho e
Beiguelmam (43) determinaram uma fregiiéncia de 2,56% para
doadores de sangue de Campinas. Rodrigues et alii definiram

1,4% de freqiiéncia para doadores do Rio de Janeiro.

-

Os resultados anteriores pertencem & regido Sudeste,
onde a composicdo étnica é semelhante & de Mato Grosso do
Sul, j& que este Estado foi formado em parte por imigrantes

vindos desta regi8o do pais (53).
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A frequencia da deficiéncia de G6PD nos doadores negraides
(1,84%) foi menor quando comparada com a literatura.Ramalho:ie Beiguel
mam (43} encontraram 10,4% e Rodrigues et alii (46), 8,2%. Esta dife
renga talvez possa ser atribuida a intensa miscigenacdo racial exis-
tente no Estado, o que contribuiria para diminuir a frequéncia da de

ficiencia de G6PD nesta fracae racial.

Os negros apresentaram uma frequéncia de 12,5%, também compa
tivel com a de outras populagbes estudadas. Lewgoy § Salzano (27) en
contraram um resultado parcial de 9 a 11% para a populagao negra de
Porto Alegre, semelhante a encontrada por Motulsky § Cambell Kraut
para a populagdo negra morte-americana. Tarlov cita uma incidencia

de 13% para a mesma populacao (51).

No presente estudo, doadores brancos, negros e negroides apre

sentaram frequencias significativas de deficiéncia de G6PD,

Embora a frequéncia de deficientes de G6PD seja maior em ne
groides do que em caucasoides, o grau da deficiéncia costuma ser bem
maior nesses ultimos do que nos primeiros. Nos negroides apenas as he

macias mais velhas € que estdo sujeitas a hemolise (43).

Por outro lado, a atividade da G6PD mediterranea pode ser nu
la ou possuir apenas 4% da atividade normal e tanto as hemicias ve

lhas quanto as novas, se mostram afetadas.
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Em relagdo ao exposto acima, chamamos a atengdo sobre
a importancia da realizacfio de testes para detecg&o de defi-
cientes de G6PD na populagdo estudada, naqueles casos em que
© sangue & destinado & exsanguineotransfusio, pele fato do
volume de sangue ser grande, e para o caso de transfusdo enm
pacientes que fazem uso de drogas potencialmente hemoliti-

cas.

Obviamente os teste de triagem indicados para bancos
de sangue devem ser seguros, mas também simples e de baixo

custo como por exemplo o da redugdo da metemoglobina (16,
17), do ascorbato-cianeto (26), e o da descoloragdo do azul

crezil brilhante (9, 43, 44).

Quanto aos ensaios por nés realizados para avaliar
uma possivel influéncia da hemdélise sobre os resultados dos
testes. A figura n? 4 mostra o decréscimo do nimero de hemi-
cias no decorrer de 25 dias, representando dessa forma, a
hemélise ocorrida durante este periodo; observamos gque va-
riou de 4,02 a 3,2 milhdes de hemicias por mm3.

A figura n? 5 mostra a variacdo dos resultados posi-
tivos e negativos no decorrer do tempo de estocagem. Obser-
vamos que os resultados negativos ndo sofreram influéncia da
hemélise até o 152 dia, a partir do 202, 4 resultados nega-
tivo passaram a ser falsos-positivos. Os resultados positi-
VOs permaneceram constantes.,

Do acima exposto concluimos gue podemos trabalhar com
uma certa seguranga até o 152 dia. Como nossos experimentos
foram realizados dentro deste periodo, ficou evidente qgue os

resultados nao foram influenciados pela hemélise.
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Na figura n2? 6 temos a representagao da influéncia da

diminuigdo do nGimero de hem&cias sobre a leitura do teste.

Através da redugdo artificial do nmero de heméacias,
pela diluigdo do sangue em proporgdes decrescentes de solu-
¢do fisioldgica, observamos que para os resultados negativos
& possivel se fazer leituras com um niimero minimo de hema-

cias de até 2,01 milh&es/mm3.

Para os resultados positivos, a leitura & possivel

com um nimerc minimo de hemécias de até 2,81 milhdes/mm>.

Os dados acima referidos sugerem que para uma amostra
de sangue de um paciente anémico e com deficiéncia de G6PD
(amostra positiva), no qual o nimero de hemicias estd abaixo
de 2,81 milhbes/m?®; a leitura do resultado do teste se torna
dificil (figura 6), pois com a redugdo do nGmero de hema-
c¢ias, a coloragdo deixa de ser marrom escureo, caracteristica

da amostra positiva.

Ramalho, et alii citam a importancia da corregdo do
hematécrito para cerca de 40 a 45%, guando este apresentar

valor baixo (44).

Por outro lado, no caso de uma amostra de sangue de
um paciente ané&mico e negativa para deficiéncia de G6PD, a
leitura sera dificil com um nGmero de hemdcias abaixo de
2,01 milhdes/mm3, pois com a redugdo do nGmero de hemacias,
a coloragao da amostra tende a clarear, adquirindo uma tona-
lidade semelhante & da amostra positiva, o que pode acarre-

tar um resultado duvidoso.
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6. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos no presente estu-~
do, concluimos gue a prevaléncia da deficiéncia de G6PD em
1.114 doadores de sangue do Centro de Hematologia e Hemote-
rapia, realizado no periodo de setembro a novembro de 1993,

foi de 1,89% (21 doadores).

A freqliencia de portadores de deficiéncia de G6PD foi
de 2,13% (20 doadores) no sexo masculino e 0,56% (1 doador)
no sexo feminino. Determinamos ainda uma prevaléncia de 1,4%
(10) brancos deficientes, 1,84% (7) negrdides, e 12,5% (4)

negros.

Além da pesquisa de deficiéncia de G6PD, realizamos
um ensaio para avaliar a possivel influéncia da hemdlise so-
bre os resultados da pesquisa e observamos gue para o perio-
do de tempo de conservagdo das amostras e nas condigdes de
execugdc dos experimentos, os resultados do estudo ndo so-

freram alteragdao pelo fator acima descrito.

Analisando os resultados obtidos no presente traba-
lho, concluimos pela importdncia da realizacio de testes de
triagem para a deficiéncia de G6PD nos doadores de sangue do
HEMOSUL, particularmente em condi¢des especiais como exsan-
guineotransfusédo,e na vigéncia do uso de drogas hemoliticas.

49
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