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RESUMO

A glicose-6-fosfato desidrogenase ¢ uma enzima cwja anomalia
determina alteragfes nos eritr()citos,' assim crises hemoliticas desencadeadas por
esta anomalia podem ser previnidas através da investigagdo rotineira desta
enzimopatia. Este trabalho tem por objetivo detectar a prevaléncia da deficiéncia
enzimatica em pacientes do ambilatério do Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS),
no periodo de novembro a dezembro de 2000. O método utilizado foi o teste de
reducio de metahemoglobina de Brewer, um dos métodos preconizados pela
organizacdo Mundial de Saiide — OMS para estudos populacionais de deficiéncia de
G-6-PD. Dentre os 300 individuos analisados, foram identificados 14
enzimopénicos, sendo 13 pardos e 1 negroéide, oito pertenciam ao sexo masculino e
seis ao sexo feminino ¢ a idade variou de 2 a 21 anos na populagdo estudada.
Foram excluidos os pacientes em periodo de amamentacfio, os portadores de

leucemias e 0s anémicos.



INTRODUCAO

Foi observado pela primeira vez em 1926, crises de hemolises em
individuos tratados pelos anti-malaricos e, durante a I guerra mundial, soldados
negros tratados com a primaquina, tiveram crises hemoliticas (OLIVEIRA,
1988). Em 1950 Ernest Beuther, descobriu a mais comum dentre as deficiéncias
da célula vermelha, mostrou que a reorganizacio da alteragdo da glicose-6-
fosfato ¢ resultado direto de investigagiio de efeitos hemoliticos relacionados a
drogas anti-maldricos como primaquina (BEUTHER, 1995). Em 1956, Carson
descobriu que a anemia hemolitica induzida pela primaquina era condicionada a
deficiéncia hereditaria da glicose-6-fosfato NADP 6xido redutrose (G-6-PD).
Pouco depois, em 1958, Sansoni ¢ Segui enriqueceram a questéio ligando ao
favismo, que é anemia hemolitica adquirida do feijdo fava. Desde entdo a
deficiéncia G-6-PD tem sido estudada de maneira intensa, ¢ pode sc estabelecer
que sua prevaléncia estd aumentada em populagdes negras bem como italianos,

gregos, judeus sefarditos, chineses e paquistoneses (BARRETO, 1983).

A glicose-6-fosfato ¢ uma enzima do metabolismo normal da
glicose no eritrocito, que pdr ndo Ter nucleo tem aproximadamente 90%
metabolizada através da via anaerdbica de Embiden-Meyhorf e os 10% restante

através do ciclo das pentoses onde atua a G-6-PD (PAIXAOQ et al, 1984), assim a




presenca da G-6-PD no eritrdcito induz a formagdo NADPH, cuja existéncia
contribui para manter o potencial redutor, (PAIXAO et al, 1986), portanto
eritrocitos com deficiéncia de enzimas responsaveis pelo ciclo das pentoses tem
capacidade de gerar NADPH diminuida e, p6r isso, sio sensiveis a compostos
oxidantes, (OLIVEIRA 1988), o que carateriza a eritroenzimopatia de maior ou
menor mtensidade (RODRIGUES et al, 1989), desencadeados pér infeccdes
virdticas, inmjestio de agentes oxidantes {analgésicos, sulfonamidos,
antimaldricos e injestdo de feijfio fava (OLIVEIRA, 1988). Quando em surto
hemolitico ocorre nessas circunstincias deve-se procurar diagnosticar quais as
variantes provavelmente presente (LORENZI, 1999). As primeiras enzimas G-6-
PD caracterizadas foram a variante responsavel pela sensibilidade a primaquina
em negros que ¢ a variante prevalente na bacia mediterrinea. Sabe-se hoje que
existe cerca de 400 variantes biogimicamente diferentes e mais de 300 mutacGes
ja foram descritas (CAMARGO, 1999). As variantes sdo classificadas de acordo
com a medida da enzima e presen¢a ou auséncia da doenca hemolitica (LEE,
1998). Essas variantes podem ser agrupadas em cinco classes de acordo com o
tipo de deficiéncia presente e o grau de anemia hemolitica, (NAOUM, 1999),
assim a variante dois que apresenta a defici€ncia da enzima grave geralmente
sem anemia que tem como prevaléncia a G-6-PD Mediterranea, encontrada entre

gregos, sardenhos e judeus sarfaditas ¢ a trés que apresenta a deficiéncia
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moderada a leve e que esta incluida neste grupo a G-6-PDA’, sendo que s a
dois e trés tem importincia clinica, isto deve-se ao fato delas nio determinarem
anemia hemolitica cronica, podendo provocar crises hemoliticas de graus

variaveis em seus portadopres caso sejam expostos a determinantes agentes

desencadeantes (SENA et al, 1984).

Algumas variantes de G-6-PD que ddo origem a anemia hemolitica
adquirida aguda, e em adultos estio associados a hiperbilirrubinemia no periodo
correspondente a recém nascidos, assim a hiperbilirrubinemia ndo tratada pode
ser de magnitude suficiente para causar kernicturus (CHAVES M. et al, 1987 ¢

LEE, 1994).

A deficiéncia enzimatica é determinada por um gen no cromossomo
X, a expressdo completa da deficiéncia é encontrada no hemizigoto mascuhno.
Expressdo parcial pode ser encontrada na mulher heterozigota que tenha duas

populacdes de heméacias, uma normal e uma deficiente (HENRRY, 1999).

Tem-se desenvolvidos varios testes de selecdo relativamente
simples e satisfatérios para o diagnostico da doenga, embora a maioria permita a
identificagdo do individuo masculino afetado com razodvel confianga eles
diferem em relagio a semsibilidade ¢ utilidade para detecgdo do estado

heterozigoto (LEE, 1998). As técnicas atualmente disponiveis de determinagéo
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da atividade de ghcose-6-fosfato desidrogenase incluem ensaios quantitativos
utilizados como testes conclusivos ou confirmatorios, baseados na mensuragio
dircta espectofotométrica da produgio NADPH, e ensaios qualitativos, de
rastreamento, tais como o teste da mancha fluorescente, o teste do ascorbrato
cianeto, o teste de coloragio pelo MTT/tertrazolio), os testes de redugdo da
metahemoglobina e o teste de descoramento de corantes (VIEIRA NETQ et al,
1998). O método de redugio da metahemogjobina ¢ empregado em larga escala,
uma vez que ¢ simples e econdmico, ja o teste da mancha fluorescente ¢ mais

simples, confidvel e sensivel dos métodos (GARLIPP et al, 1988).

Sabemos que o pracesso hemolitico destroi somente a metade das
hemdcias, portanto nio € provavel que o volume dos eritrocitos destruidos
ulirapasse 100ml, sabendo que a cada 500ml de sangue teremos
aproximadamente 200ml de hemdicias. Vale a pena lembrar de 2 casos de
hemolise severa em recém nascidos apds exsanguineo transfusio com sangue
deficiente (MINAUNI et al, 1986), assim torna-se util fazer a investigagio de
doadores sempre que fizer exsanguineo transfusdo em criangas recém nascidas
devido ao grande volume de sangue administrado ja que a redugio da doagéo de
sangue pdr voluntirios prejudicaria desnecessariamente o suprimento de um

recurse valioso (LEE, 1998).
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O tratamento do paciente com deficiéncia de G-6-PD ¢ determinado

pela sindrome clinica com a qual a deficiéncia esta associada (LEE, 1998).
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OBJETIVO

A pesquisa realizada tem como objetivo mostrar a necessidade da
implanta¢do de testes de triagem, através da prevaléncia em criangas em hospital
pediatrico de Fortaleza, para que se possa previnir problemas médicos de maior

proporgdo na infincia e na vida adulta acarretados pela deficiéncia de G-6-PD.
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MATERIAL E METODOS

Analisamos no periodo de 6 de novembro a 5 de dezembro de 2000
um total de 300 amostras de sangue de pacientes do ambulatorio no Hospital
Infantil Albert Sabin. As amostras colhidas em tubos de ensaios de 3ml com
EDTA 10% e examinados pela técnica de redugdo de metahemoglobina. A idade

dos pacientes foi de 2 de 21 anos, de ambos os sexos e ragas.

Esta técnica ¢ de simples realizagio, mostra que pessoas normais
sdo capazes dc reverter a metahemoglobina (F ¢™) a hemoglobina Fe™) se a
formagdo de NADPH estiver normal, em presenga de nitrito de sddio € azul de
metileno, que estimula o “shun” das pentoses cuja primeira enzima ¢ G-6-PD. A
reagdo ira refletir a atividade desta enzima, a quantidade de metahemoglobina
remanescente depois de 3 horas de incubagfio do sangue com mnitrito de sodio ¢
azul de metileno, indica um indice de geragio de NADPH (se o sistema NADPH
metahemoglobina for maior). A redugdo é completa em individuos normais,
porém em homens heterozigotos e mulheres homozigotos, 70 a 95% da
metahemoglobina formada permanece sem se reduzir nas condigdes do teste
(CARVALHO et al, 1990). Os resultados falsos negativos podem aparecer nos

casos de intensa reticulocitose, na ictericia e no deficit de trifosfopindina
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nucleotideo desidrogenase e erro no manuseio de técmica, portanto para se evitar
esses erros ¢ importante realizar o teste nas primeiras 24 horas da coleta, €

misturar corretamente o sangue com a solucio (SENA, 1997).

Para a realizaclio do teste de redugdo de metahemoglobina foi
necessario 3 tubos, cada tubo foi identificado com letra T, A e B. Ao tubo T,
tubo teste foi adicionado 1ml de sangue com 0,05ml de nitrito de sodio e 0,05 de
azul de metileno, ao tubo A que serviu como referéncia positiva foi adicionado
1ml de sangue e 0,05ml de azul de metileno, e ao tubo B que fo1 a referéncia
negativa foi adicionado 1ml de sangue, foram misturados p6r inversdo os tubos
contendo o sangue com os reagentes, € incubado em banho-maria a 37 durante 3
horas. Ao final das 3 horas os tubos foram retirados do banho-maria e invertidos
suavemente para misturar os reagentes e depois transferido 0,1ml de cada tubo
para outros contendo 10ml de dgua destilada. A leitura foi realizada comparando
a cor da amostra do tubo (T) teste, ao tubo (B) negativa, ¢ ao tubo (A) positiva.
A coloragiio é similar ao padrio positivo (castanho) que apresenta mais de 70%
MeHb formada persistente, o paciente que apresentar coloragdo similar ao
padriic normal (vermelho), menos de 5% de Meta Hb formada persistente, o

paciente € considerado normal.

Para a realizagio deste estudo foram enirevistados os pacientes
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atendidos no Hospital Infantil Albert Sabin. Nio foram incluidos no estudo da
coleta de sangue criancas anémicas, portadoras de doengas graves como as

leucémicas e as que estfio em fase de amamentacgio.
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RESULTADOS

A amostra foi formada pdr 300 (trezentas) pessoas na faixa etaria de
2 a 21 anos. Além da idade foram observados o sexo ¢ a cor das pessoas, para
que se verifique alguma evidéncia de associagdo entre esses fatores ¢ a presenga

da deficiéncia cnzimatica.

A andlise estatistica constitui de apresenta¢do tabelar e grafica,
descrevendo, dessa forma o comportamento dos pacientes estudados no Hospital

Infantil Albert Sabin.
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Tabela I - Distribuigiio das criangas quanto ao sexo.
Com relagdo a tabela I ¢ no Grafico 1 observamos que das 300
amostras analisadas a maioria foi do sexo feminino 165 (55%), em relacdo ao

sexo masculino 135 (45%).

Sexo N %
Masculino 135 450
Feminino 165 55,0

Total 300 100,0

Grifico 1

Masculino
45%

Feminino
55%

Distribuig¢do das criangas quanto ao sexo.
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Na tabela II e no Grafico 2 observamos uma predominincia de

criancgas da cor parda, € uma pequena ocorréncia de criancas da cor negra. Em

um percentual de 300 crian¢as houve (285) 95% da cor parda devido a alta

miscigenagfio em nosso pais e, (15) 5% da cor negra.

Tabela 11 - Distribuigéio das criangas quanto a cor.

Cor N %
Parda 285 95.0
Negra 15 5,0
Total 300 100,0

Griafico 2

Parda

95,0%

Distribuigdo das criangas quanto a cor.
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Na tabela Il e no Gréafico 3, quanto a deficiéncia de glicose-6-

fosfato desidrogenase, houve uma positividade de 14 casos dos 300 estudados,

sendo 95,3% casos negativos, portanto uma prevaléncia 4,7% enzimopénicos.

Tabela HI - Distribuigdo das criangas quanto a deficiéncia enzimatica.

Deficiéncia N %
Auséncia 286 95,3
Presenca 14 4,7

Total 300 100,0
Grafico 3
Positivo
4,7%

Negativo
95,3%

Distribui¢do das criangas quanto a deficiéncia enzimatica.
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Na tabela IV e Grafico 4 ressalta a distribuigdo quanto a idade de 2

a 10 anos foram analisados um total de 227 individuos que corresponde a 75,7%

e com idade de 11 a 21 anos, 73 mndividuos que representa 24,3% desta

populagéo.

Tabela IV - Distribuigio das criangas quanto a idade.

Idade N %
02 a 10 anos 227 75,7
11 a 21 anos 73 243

Total 300 100,0

Grifico 4
11 a 21 anos
24,3%

g

02 a 10 anos
75,7%

Distribui¢iio das criangas quanto 3 idade.
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Na tabela V e Griéfico 5, o comportamento das criangas do sexo
masculino ¢ feminino ¢ semelhante quanto a presenga da deficiéncia em estudo.
Das 300 amostras observadas houve um percentual de positividade do sexo

masculino (5,9%) e do sexo feminino (3,6%).

Tabela V - Distribuicdo das criangas quanto & deficiéncia enzimatica

segundo sexo.

Sexo Deficiéncia Total
Auséncia Presenca
Masculino N 127 8 135
% Sexo 04 1 59 100,0
. N %9 6 = 165
Feminino % Sexo = 96,4 3.6 100.0
Total N 286 14 300
o % Sexo 95,3 a7 100,0
Grafico 5
100" N
80-
60-
%
40-
i
201 |
|
0
Masculino Feminino
Sexo

LI Auséncia @ Presenca

Distribuicdo das criangas quanto a deficiéncia enzimatica segundo sexo.
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Com relagdo a tabela VI e Grafico 6 existe uma prevaléncia da cor
negra sobre a parda, sendo 13 casos positivos da cor parda (4,6%), ¢ 1 caso da
cor negra, (6,7%) de acordo com a literatura esta deficiéncia enzimatica ¢ mais

COmtutn na raca negra.

Tabela VI - Distribuicdo das criangas quanto a deficiéncia enzimatica

segundo a cor.

Cor Pef_iciéncia Total
Auséncia Presenca
Parda N 272 13 285
%Cor 854 46 100,0
Negra N 14 1 15
’ %Cor 933 6,7 100,0
N 286 14 300
ol %Cor 953 47 100,0
Grafico VI
100
80-
60
%
40-
204 | |
e L]
Parda Negra
Cor

0 Negativo @ Positivo

Distribuicio das criancas quanto a deficiéncia enzimatica segundo a
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Na tabela VII ¢ Grafico 7 observamos a deficiéncia com relacéo
farxa etaria. Na idade de 2 a 10 anos a percentagem de casos positivos foi de
4,4% em 227 individuos, e 5,5% p6r cento de 73 casos estudados em individuos
de 11 2 21 anos.

Tabela Vil - Distribuicdo das criancas quanto a deficiéncia enzimatica

segundo a idade.

Idade pencincie Total
Auséncia| Presenca
02 a 10 anos N 217 i 227
% ldade | 956 44 100,0
11 a 21 anos N 53 2 Ul
% Idade| 945 5.5 100,0
Total N 286 14 300
% idade| 95,3 4,7 100,0
Grafico 7
100+
90+
804
70-
60_.
% 50
40
30
20+
10-
0 e
02 a 10 anos 11 a 21 anos
Idade

O Negativo @ Positivo

Distribuicio das criangas quanto & deficiéncia enzimatica segundo a
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Com relagdo a tabela VIII e mostra a prevaléncia de pacientes
quanto a deficiéncia enzimatica segundo sexo € a idade. No sexo masculino, na
idade 2 a 10 anos em 116 pacientes houve a presenca de 7 casos positivos,
dando um percentual de 6,0%. J4 na idade de 11 a 21 anos de 19 pacientes,
houve apenas um positivo, uma percentagem de 5,3%. No sexo feminino na
idade de 2 a 10 anos de 111 pacientes sO 3 apresentaram a deficiéncia ficando
com percentual de 2,7%, amnda no sexo feminino na idade de 11 a 21 anos de
S4pacientes 3 foram deficientes enzimaticos ficando com percentual de 5,6%.
Estudando-se sexo e faixa etaria conjuntamente, observamos que 0s percentuais
de presenca ou auséncia da deficiéncia ndo diferem muito entre as categorias

definidos.
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Tabela VIII - Distribuigdo das criangas quanto a deficiéncia

enzimatica segundo sexo e idade.

Sexo " Deficiéncia Total
Auséncia | Presenca
N 109 7 116
02 a 10 anos %Idade | 94.0 6.0 100,00
. N 18 1 19
Masculino 11 a 21 anos % ldade 047 53 100,00
N 127 8 135
Total % Idade 94,1 5.9 100,00
N 108 3 111
02al0anos —oe 4 T 973 | 27 100,00
o N 51 3 54
Feminmo 11 a2l anos % Idade 94 4 56 100,00
Total N 159 6 165
% Idade 96,4 3,6 100,00
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DISCUSSAO

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD) foi a primeira enzima
descnita cuja anomalia determina alteragdes no eritrocito (RIVERO et al, 1981).
O desequilibrio provocado pela oxidagdo celular, causado pelos radicais livres
nos eritrocitos, provoca lesSes graves que podem atingir os precursores dessas
células na medula 6ssea, provocando danos ao DNA. A deficiéncia dessa célula
de G-6-PD tem como principal causa a diminui¢gio da atividade redutora
(NAOUM, 1997). Esta doenga acomete mais de 400 milhdes de pessoas em todo

o mundo (CAMARGQO et al, 1999).

E certo que incidéncia da G-6-PD é um distiubio heterogéneo
(BEUTHER, 1995), e que a variante Africano ou A™ no nordeste do Brasil € a
mais frequente na populagio do que a variante mediterrdnea (SENA et al, 1984),
e que a alta incidéncia da cor parda encontrada é devido a grande miscigenagio
de ragas. A populagdo de Fortaleza é formada em sua maior parte pdr pardos
mais de 60%, sendo evidente o elevado grau de miscigenagio racial existente
nos individuos estudados, o que poderia ser responsavel pela defini¢do relativa
da frequéncia do gene que condiciona a alteragdo genética em nossa populagio.
A deficiéncia encontrada em nosso pais estd em tommo de 1,6%, valores
encontrados abaixo desse citado € devido a falta de uniformidade na distribui¢do
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geogrifica (CAMARGO et al, 1999).

Dados de um estudo realizado na cidade de Natal-RN, em 848
recrutas entre 18 a 20 anos fol encontrado 25 pessoas deficientes (3,65%)
positivos, desses 3 casos negros positivos (6,38%) (MEDEIROS, 1992). Em
uma populacdo da Costa Rica estudada de 5.660 homens em idade escolar
0,74% eram caucasoides, 6,6% eram negros ¢ 1,37% eram mesticos (CHAVES,
1988). Nossos resultados comparados com os da literatura sdo compativeis
como mostram as tabelas 1T € VI e as Graficos 2 € 6, houve uma prevaléncia de
14 casos positivos sendo 6,7% da raca negra € 4,6% da raca parda, no nosso

estudo nio foi encontrado individuos da raga branca.

Um estudo realizado (CAMARGO et al, 1999), observou a
prevaléncia do sexo masculino sobre o feminino em 441 pacientes estudados
13,23 dos casos positivos eram mulheres e 16,45% eram homens, comparando
este trabatho com um estudo de 621 individuos da raca negra que foi encontrado
um deficit expresso em 14,6% nos homens e 11,1% em mulheres (SAENZ et al,
1988), com oufro estudo realizado em 5600 amostras recebidas de varios estados
sendo analisadas pela técnica de papel seco, houve uma positividade de 92
casos, sendo 18,47% pertencentes ao sexo masculino e 17,26% pertencentes

ao sexo feminino (CAMARGO et al, 1999). Concluimos que esta
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enzimopatia ndo ¢ raro em mulheres brasileiras uma vez que a deficiéncia da G-
6-PD ¢ um polimorfismo genético humano, ou seja uma alteragdo genéfica
frequente em nossa populagdo. Na tabela V e Grafico 5, dos 135 mdividuos do
sexo masculino 5,9% foram enzimopémicos € das 165 mulheres 3,6%
apresentaram a deficiéncia. Nossos dados sdo compativeis com os citados pela

literatura.

Relacionando-se a percentagem de casos positivos, observamos os
181 neonatos estudados a termo, que apresentou uma positividade 4,42% com a
prevaléncia da doenca no sexo masculino com 71,4% (SILVA et al, 1991). Em
um estudo feito com 200 criangas, 5 (2,5%) apresentaram a deficiéncia, sendo
realizado teste de metahematoglobina, quatro eram meninos e uma menina
(DANTAS, 1990). Foram investigados a deficiéncia da glicose-6-fosfato (G-6-
PD) em 697 recém nascidos, sendo que 21 eram do sexo masculino € 4 do sexo
ferunino, havendo uma positividade de 25 casos, sendo 9,5% encontrada entre
os meninos negroides, 2,3% entre as meninas negroides e 2% entre os meninos
caucasoides (GARLIPP, 1988). Dados de 200 recém nascidos realizados
pela técnica de fluorescéncia houve wuma percentagem de 12% casos
positivos contra 75% casos positivos realizados pela técnica de
metahemoglobina (PAIXAO et al, 1986). Em uma pequena cidade da Espanha

foram estudados 1.139 homens, sendo confirmados 11 casos (9,5% de

32



(9,5% de positividade). (CAMARGO ef al, 1999). Analisando as tabelas llle V e
os Grificos 3 e 5, observamos que os nossos dados apresentados estio

compativeis com os aqu descritos.

Como mostra a literatura a deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase é uma doenga genética que em determinadas condigdes ja citadas
podem levar ao estresse oxidativo e desencandear hemolises, sendo assim o fator
idade nesta pesquisa pada tem a ser discutido, sabendo-se que a alta frequéncia
encontrada em criangas de 2 a 10 anos como mostra as tabelas IV ¢ VIII ¢
Grificos 4 ¢ 8 é o esperado, ja que as amostras colhidas para a realizagfo do
teste foi em um hospital pediatrico, onde o atendimento em sua maior parte €

feito ds criancas nia faixa etaria referida.
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CONCLUSAO

Devido a frequéncia encontrada no Hospital Infantil Albert Sabin,
que foir de 4,7% para individuos pardos e¢ 6,7% para individuos negros,
sugerimos a implantacdo de teste de triagem em pacienies pela técmica de
redugdo de metahemoglobina, com ¢ aumento do tempo de incubagdo de 3 para
4 horas para que se possa obter desta maneira um namero mais reduzido de
casos falsamente positivos, devendo, se possivel empregar o teste de

fluorescéncia para confirmacdo dos casos.



SUMMARY

Glycosts-6-phosphate desidrogenasis is na enzyme which anomaly
determines alterations in the erythrocytes, thus hemolytic crisis that takes place
due to this anomaly can be prevented through routine investigation of this
enzymopathy. This paper has the aim to detect the prevalence of the enzymatic
deficiency in patients of the child Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS)
ambulatory, in the period of november to december of 2000. The method that
was used was the test of reduction of methahemoglobin of Brewer, one of the
methods recommended by the health world organization-hwo-for population
studies of G-6-PP deficiency. Among the 300 individuals that were analyzed, 14
enzymopenic were identified, 13 half-blood and 1 negros, eight were males and
six were females and the age varied from 2 to 21 in the studied population. The
patients that were breastfeeding, that had leukemma and were anemic were

excluded from this study.
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ANEXOS




Tabela IX

Drogas e produtos quimicos que claramente causam anemia hemolitica

significante na deficiéncia da G-6-PD.

Acetinilide

Acido nalidixi¢o (Negran)
Azul de metileno

Azul de toluidina
Fenilidrazina

Naftalina

Niridazol (Ambilhar)
Nitrofurantoina (Furadantin)
Pamaquina

Pentaquina

Primaquina

Sutfacetamida
Sulfapilimida
Sulfametoxazol (Grantanol)
Tiazolsulfona

Trinitrotolueno (TNT

Fonte: HENRY, 1999,



