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O eritrocito, com frequéncia descrito como uma célula fun-
cionalmente simples, apresenta numeroscs aspectos, relativos a sua
estrutura e propriedades metabdlicas, extremamente complexos e pe~
culiares, A membrana celular, as enzimas necessarias ao metabolis-
mo energético e a hemoglobina constituem um conjunto harmdnico e
em perfeito equilibrio.

A captagdo, o transporte e a liberacdo de oxigénio nio re-
guerem a utilizacao de guantidades significativas de energia meta-
bolica pela hemdcia que, no entanto é necessaria para que o eri-
trocito permanecga funcionalmente ativo e em circulagac durante
um periodo de aproximadamente 120 dias. A energia & utilizada para
manter o;fe;ro da hemoglechina na forma divalente; niveis intracelu
lares altos de potidssio e reduzidos de sb6dio e cdlcio, contra ele-
vados gradientes de concentracao; os grupos sulfidrilas-das enzi-
mas eritrocitarias, da membrana e da hemoglobina em sua forma ati-
va reduzida e, finalmente, para conservar a forma bicdncava da he-
macia. Como as hemdcias nado possuem nicleo, ribossomos, mitocon-
drias ou aparelho de Golgi, ndoc sintetizam proteinas ou acidos gra
x0s e somente sao capazes de obter energia por meio do metabolismo
anaerdbico da glicose.

A glicose penetra facilmente nas hemacias, quase independen

temente da sua concentragac extracelular. Aproximadamente 90% e me



tabolizada a &cido léctico pela via de Embden-Meyerhof, em que sao
produzidos o trifosfato de adenosina (ATP), que fosforila proteinas
de membrana e fornece energia para bomba de s0dio e potassio, e a
nicotinamida adenina dinuéleotideo reduzida (NADH), que & importan
te para mantef o potencial redutor intracelular. O restante da gli
cose € metabolizado por meio da via oxidativa direta ou cicle das
pentoses-fosfato, cuja reacdo inicial é catalisada pela glicose-6-
fosfato desidrogenase (G-6-PD). Esta via metabdlica desempenha im-
portante papel na geragdo de nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato reduzida (NADPH) , substancia redutora capaz de opor-se a
oxidacdo da hemoglobina e essencial & menutengdo da glutationa em
estado reduzido (GSH). A GSH & fundamental a manutengao da estabi-
lidadé da hemoglobina (Jandl e Allen, 1%60) e das enzimas intrace-
lulares, & protegao de lipides da membrana contra peroxidacgac (Os-
ki e Naimann, 1966; Marks, 1967; Jaffé, 1970}, além de constituir
a principal fonte de grupos sulfidrila no interior da hemacia. De
fato, uﬁa diminuic¢do da atividade da G-6-PD podera resultar em le-
s30 e destruicdo de hemdcias, especialmente guando submetidas a
acdo de agentes oxidantes, ou em condices especiais, como no pe-
riodo neonatal, na presenga de acidose diabética ou de infecgoes.
A deficiéncia de G-6-PD € uma entidade clinica. resultante

de anormalidade hereditaria em que a atividade ou estabilidade da
G-6-PD esta reduzida. A descdberta da deficié&ncia de G-6-PD & pro-
veniente -da investigagdo a respeito da hemdlise provocada por uma

droga antimaldrica, a primaguina, que foi extensivamente utiliza-
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da durante a Guerra da Coréia. Episédios de hemblise apds adminis-
tracdo de 8-aminoquinoclina foram descritos em 1926; no entanto, so
mente durante a Guerra da Coréia foi possivel o estudo da  reacgdo
hemolitica em condigdes controladas e com metodologia adequada. Foi
demonstrado gue havia uma anormalidade intrinseca da hemacia e a
hemdlise, que éra auto-limitada, dependia basicamente da idade ce-
lular. O estudo do metabolismo eritrocitario revelou entdo que os
niveis de GSH nos individuos susceptiveis era reduzido, e a inves-
tigagdo dos passds metabdlicos aa formacao de GSH mostrou diminui-
cdo da atividade de G-6-PD.

Os mecanismos basicos conducentes a hemblise quando da admi-
nistracio de drogas resultam da producdo de H,0, e ion superdxido
{(Cohen e Hochstein, 1964). Os alvos iniciais da oxidacac sao GSE,
grupos SH das proteinas, heme, Fe++ e possivelmente lipides. Algu-
mas substaqcias-podem formar radicais livres que oxidam o GSH, sem
a formacgdo de perdxido de hidrogénio como intermediario (Kozower e
cols, 1969).

Os radicais livres de GSH podem determinar a oxidagao para
forma dissulfidica (GSSG) ou formar um composto misto com a hemo-
globina. Estes compostos mistos advém da ligagao da glutationa com
o grupo sulfidrilico na posicado 693 da hemoglobina (Allen e Jandl,
1961). Este composto & instdvel e determina mudang¢as conformacio-
nais na hemoglobina, com exposigdo de grupos sulfidrilicos inter-
nos que facilmente se oxidam e dao origem a outros compostos mis-

tos, por meio da acldo da glutationa redutase (Srivastava e Beutler,



1970). Na hemédcia com deficiéncia de G-6-PD, este mecanismo prote-
tor estd prejudicado, ocorrendo entdo a formagao de corpos de
Heinz, que sac os determinanteslfundamentais de hemdlise nesses pa
cientes. Classicamente, era atribuido um maior'papel na lise do e-
ritrocito @ peroxidagdo de lipides de membrana mas, atualmente a-
credita-se que isto apenas acompanhe a hemolise (Benatti e cols,
1981):

O mecanismo de hemolise consequente a infecgdes ou esponté‘
nea, em_hemécias deficientes de G-6-PD, ainda néo estd inteiramen-
te elucidado. Alguns autores sugerem que a geracao de peroxido de
hidrogénio durahté a fagocitose possa ser um dos fatores precipi -
tantes da lise celular (Baechner e cols, 1971).

A éintese de G-6-PD é detérminada por um gene localizadono
cromossomo X. Desse modo, os individuos do sexo masculino sao hemi
zigotos para deficiéncia de G~6-PD, enguanto qué as mulheres sao
homozigotas ou heterozigotas. Esse gene poséui muitos alelos, e a-
tualmente conhecem-se mais de 150 variantes de G-6-PD, com ativida
de funcional normal, deficiente ou aumentada.

A variante "normal" é‘designada como tipoc B(Gd B) e repre-
senta a forma mais frequente da enzima em todas as populagoes estu
dadas. Em individuos da raga negra é encontrada também outra vari-
ante, conhecida como tipo A{Gd A+). Esta enzima, que ocorre em 20%
dos homens negrdides (Beiguelman, 1983), tem migracdo eletroforéti
ca mais répida que a enzima normal e pode ter uma reducdo de até

20% da atividade funcional(Yoshida e cols, 1967).
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ﬁo Braéil, a freqﬁéncia de deficientes de G-6-PD graproximg
aamente de 10% na populagdo masculina negréide e 2% da caucasocide ,
como demonstraram entre outros, os estudos de Lewgoy e Salzano
1965; Beiguelman e cols, 1968; Margues e Campos, 1975; Ramalho e Bei
guelman, 1976. Em algumas regides do pais ha frequéncia elevada da
variante Africana (A-), ac passo gue a variante Mediterranea € ftes
trita aos caucasoides descendentes de italianos (Azevedo e Azevedo,
1974; Sena e éols, 1984). A ?ariante Africana € sintetizada em quan
tidade normal, mas sua estabilidade "in vivo" estd diminuida ( Piomel
1i e cols, 1968). Assim, a atividade funcionel dessa enzima diminui
rapidamente na circulagdo, de modo gue hemdcias com mais de 50 dias
contém somente 5 a 15% da atividade enzimdtica normal. A mobilidade
eletroforética desta variante é indistingﬁ{vel daquela da 2t . a va
riante Mediterranea apresenta atividade funcional reduzida, proprig
dades cindticas andmalas e migragao eletroforética identica 3 nox
mal. Em virtude da atividade de G-6-PD praticamente normal nas hemd
cias jovens de individuos G4 A, os fendmenos hemoliticos ‘s3o menos
acentuados nos portadores desta variante do gue nagqueles da forma
Mediterranea (Yoshida e cols, 1967) onde todas as hemdcias sao defi

cientes independentemente do tempo de vida em circulagao.

Por outro lado, outro polimorfismo genético de importancia
clinica no Brasil & representado pelas alteragdes hereditédrias das

hemoglobinas. Entre estas, tem papel relevante a hemoglobina 'S. Pre



valece na raca negra e sua maior incidéncia ocorre na Africa, mas
também € encontrada em paises do Mediterrineo, principalmente Gré-
cia, Itdlia e Israel, assim como na Arabia Saudita, India e entre
negros americanos {Bunn e.cols, 1377; Lehmann e Huntsmann, 1974). A
estrutura molécular da Hb S foi determinada por ingram em 1957 e
difere da Hb A pela substituig¢do de um @nido residuo, um glutamil
por um valil, na 62 posic¢3o da cadeia 8. Esta molécula anomala,
quando em concentracao elevada e na forma "tensa" (T), isto &, de-
soxigenada., torna-se insoluvel e agrega-se em longos
polimeros. Nestes polimeros, os tetrdmeros se dispdem ao redor de
um eixo vertical originando, em cortesg transversais, anéis de molé
culas de Hb empilhados uns sobre os outros. A formacdo desses poli
meros deforma o eritrocito, originando as cléssicas hemicias em
forma de foice (Dean e Schechter, 19?8)..A polimerizagdo intracelu
lar de Hb S desoxigenada corresponde, em esséncia, ao processo fi-
siopatoldogico basico subjacente as mfiltiplas manifestacdes organi~
cas da énemia falciforme {Finch, 1972).

Além do estado homozigdtico para Hb S, a anemia falciforme,
outras associacles genéticas levam a um predominio de Hb S intrae-
ritrocitdria e desse modo apresenﬁam manifestactes clinicas seme-
lhantes entre si. Essas associag¢bes sdo denominadas doencas falci-
formes e entre elas, wmerecem destaque, as interacdes da Hb S com a
Hb C e com a talassemia B. A Hb C foi a segunda hemoglobina andma-
la identificada, e a alteracao molecular deriva da substituicaoc de

um residuo de acido glutidmico por um de lisina, também na 6@ posi-

-+



qéb da cadeia globinica g . Esta hemoglobina anormal é freqiuente na
Africa, onde em algumas regioes, 17 a 28% da populagao possuem Hb C
na sua forma heterozigota.

No Brasil, a distribuicg3dc das alteragoes hereditarias da he-
moglobina € bastante heterogénea, sendo que no Estado de Sao Paulo
a fregiiéncia estimada de heterozigotos da Hb S e Hb C & respectiva-
mente de 6,6 e 1% dos negrdides (Ramalho, 1986). Além disso,a fre -
gqiiéncia de heterozigotos para a talassemia B nessa regidoc é de apro
ximadamente 1% na-populagao caucasdide e de 6% nos descendentes nao
miscigenados de italianos. A interagdo entre a hemoglobinopatia S e
a talassemiaB(SB-tal) ocorre em algumas partes da Africa e na popu-
lagao mediterrinea, especialmente Grécia e Italia. Em algumas popu-
¢des brasileiras essa interagdoc € frequente (Zago e cols, 1980). Es
se fato advém em razao de miscigenagéo entre descendentes negroides
e italiaﬁos-e & presenca de Hb S em caucasdides desceﬁdentes de si-
cilianos e drabes (Zago e Costa, 1985; Ramalho, 1986).

0 quadro clinico das doengas falciformes se caracteriza por
episodios agudos, habitualmente classificados em vaso-oclusivos, a
plésticos, sindrome de sequestragdo e hemoliticos, no seu conjunto
denominados crises de félcizagéo. As crises vaso-oclusivas, tanto
por sua fregiencia incomparaﬁelmente maior, como pelas repercus-
sbes orgdnicas globais que acarretam, figuram como manifestacdo cli
nica fundsmental nos pacientes eritrofaléémicos. Fatores desenca-
deantes como infeccdes, desidratagio, febre e outros mmitas vezes

nao detectados, sao capazes de provocar uma redugao abrupta na



plasticidade dos eritrocitos a nivel-capilar. 0 impedimento do flu
x0, permitindo remocdc do oxigénio dos eritrécitos discdides estag
nados, que também falcizam, desencadeia fenOmenos embdlicos e trom
boses, gque representam o éubstrato morfoldgico das crises vaso-o-
clusivas. Algﬁns autores sugerem que as crises hemoliticas possam
representar surtos de hemolise consequentes a concomitdncia de de-
ficiéncia de G-6-PD em pacientes com doencas falciformes (Smits e
cols, 1969).

As consequéncias da interacfo entre deficiéncia de G-6-PD e
doengas falciformes sio controvertides € ainda nio totalmente escla-
recidas. As observagOes iniciais de Lewis e Hathorn em Gana (1963)
e Piomelli e cols em New York (1972), que encontraram fréquéncia e
levada de deficientes de G-6-PD entre pacientes com anemia falci-
forme, conduziram a proposi¢do que esta interagdo poderia abrandar
as manifestagOes clinicas e aumentar a sobrevida nesses pacientes.
Por outro lado, a associagao entre doencas falciformes e deficié&n-
cia de G-6-PD ndo foi observada em estudos realizados na Tanzania
(Marti e cols, 1965), Nigeria {Bienzle e cols, 1975), Jamaica (Mil
ner e Serjeant, 1969) e Mississipi (Steinberg e Dreiling, 1974). A
lém disso, Konotey-A2hulu (1972) sugeriu, com base em observacdes
clinicas na Africa, que esta associacZo teria efeito  prejudicial
sobre a evolugac clinica destes doentes. Desse modo, eles procura-
riam o hospital com mais assiduidade e, portanto, o diagndstico da
associacéb seria mais frequente. No entanto, Gibbs e cols (1980)

nao observarsm qualquer QJdiferenca significativa no quadro clini.
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co e hematologico de 31 pacientes com essa associacao e 89 indivi-

duos apenas com anemia falciforme.

Além do mais, Beutler e cols (1974) observaram prevaléncia e
levada dé deficientes de G-6-PD em doentes com anemia falqiforme e
em irmaos heterozigotos desses pacientes, em relagao a populacgio -
negroide controle. Com base nesses achados propuseram que esta assgo
ciagdo refletisse unicamente o declinio paralelo de dois genes afri
canos para Hb § e Gb A, como consequéncia de sua diluig3o no conjun
to de genes da populagdoc negra americana. Dgsse modo, os individuos
de origem africana, sem miscigenagéo,.provavelmente apresentariam -
essa associacdao com maior fregiiéncia.

Outra possibilidade gue justificaria a associagao entre Hb S
e deficiéncia de G-6-PD seria a protegdo gue estes dois genes, no

estado heterozigdtico, forneceriam contra infecgdes por Plasmodium

falciparum (Allison, 1960; Motulsky, 1960;'Paslov e cols, 1978; -

Friedman, 1978; Luzzato e Bienzle, 1979; Luzzato, 1979; Luzzato e
Battistuzzi, 1984). Neste caso, em areas malarfgenas, a protegaoc de
ambos ©0s genes se somaria (Bernstein e cols, 1980).

O unico estudo, com o objetivo de avaliar a as$ociagéo dos
genes para Hb S e Gd A" no Brasil, foi realizado por Sena (1983) ,
que observou uma frequéncia de heterozigotos para Hb S em deficiép
tes de G-6-PD igual a da populagdo negrdide em geral.

Todos esses resultados conflitantes adviriam, em parte, da
dificuldade técnica de detectar deficiéncia de G-6-PD em pacientes
com doenga falciforme. Estes pacientes apresentam grande porcenta -
gem de hemécias-jovens, caracterizadas por niQeis enzimaticos ele

vados. {(Yoshida e cols, 1967).
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Consoante o exposto e tendo em vista os dados controvertidos
existentes na literatura a respeito da associagao de doengas fal -
ciformes e deficiénéia de G-6-PD, alem da escassez de dados refe -
rentes a populagoes brasileiras,’o objetivo deste trabalho foi ava
liar a fregiiéncia de deficiéncia de G-6-PD em pacientes com anemia
falciforme, hemoglobinopatia SC e Sg-talassemia num grupo de paci-
entes oriundos da regiao Nordesté do Estado de Sac Paulo. Adicio -
nalmente, para consecugao desse objetivo foram desenvolvidos e pa-
dronizados métodos para detecgdo de deficiéncia de G-6-PD, inclusi

ve na presenga de reticulocitose.
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casulsTIiCca

Na.elaboragéo deste trabalho foram estudados 54 pacientes
com doencas falciformes, todos do sexo masculino, com idade varian
do de 2 a 42 anos, atendideos em Hospitais Universitarios da regido
Nordeste do Estado de Sao Paulo. Nenhum desses pécientes era proce
dente de area endémica para malaria, e compreendiam 31 com anemia
falciforme (SS), 14 com hemoglobinopatia SC (SC) e 9 SB-talassémi-
cos (SB). Os experimentos nunca foram realizados durante crises de
falcizacido, na presenca de infeccaes ou de outras intercorréncias
clinicas e nem em individuos da mesma familia.

0 diagnbstico das alteracdes hereditirias das hemoglobinas
foi baseado em dados clinicos, na determinagdo dos pardmetros hema

timétrices., eletroforese de hemoglobina, dosagem de Hb A, e Hb Fe,

2
na maioria dos casos, por estudo familiar.

Além dos pacientes com doengas falciformes foram estudados:
1) 8 doadores de sangue do sexo masculino, previamente seleciona-
dos, portadores de deficiéncia de G-6-PD, variante A e eletrofore
se de Hb normal (D). 2) 4 pacientes com anemia hemolitica e reticu
locitose {AH), compreendendo um com talassemia intermediaria, um
com esferocitose hereditaria e dois coﬁ anemia hemolitica auto-imu
ne. Neste grupo, apenas um paciente, portador de anemia hemoliti-

ca auto-imune, era do sexo feminino. 3} 11 adultos, médicos do HC-

UNICAMP, todos do sexo masculino, sem alterag¢Oes ao exame hematold-



gico e & eletroforese de hemoglobina (controles normais).

Nenhum dés participantes do trabalho havia recebido transfu
sdo de sangue no periodo de 4 meses precedentes ao estudo.

Todos os pacientes e controles foram informados sobre 0s
procedimentos adotados e consentiram na retirada de sangue para
sua realizacdo.

Na tabela I estdo relacionados os valores das médias e des-

vios padrdes dos dados hematimétricos, dosagens de Hb F e Hb A, nos

2
diversos grupos estudados. Os correspondentes dados individuais dos
paciéntes e controles, além da idade, encontram-se nas tabelas X

a XV do Apéndice,.
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METODOS

1. Hematimetria

A contagem de globulos vermelhos, dosagem de Hb, determina-
¢io @o hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM) e hemoglobina
corpuscular média (HCM), foram obtidos através de contador eletrd

nico Coulter modelo SSr.

2. Estudo das hemoglobinas

Foi realizado em amostras de sangﬁe colhidas em etilenodia-
minotetracetato (1,5 mg de EDTA por ml de sangue). Foraﬁ realiza-
dos eletroforese em acetato de celulose pH = 8,9 (Lehman ¢ Huntsman,
1974), em gel de agar pH = 6,1 (Weatherall e Clegq, 19?2), solubi-
licdade em tampéé fosfato concentrado {(Zago e cols, 1982), quantifi
cacao de Hb A2 por eluicdo (Weatherall e Clegg, 1972) e dosagem de

Hb F pelo método da desnaturacdo alcalina (Pembrey e cols, 1972).

3. Estudo da G-6-PD

pPara o estudo da G-6-PD todos os individuos foram submeti-
dos & pungdo venosa para coleta de, no minimo, 3 ml de sangue em
frascos contendo ACD (7,3 g de acido citrico; 22 g de citrato de
s6dio; 24,5 g de glicose e 1000 ml de agua desionizada ) como anti-
coagulante, na proporgdo de 0,5 ml de ACD para 3 ml de sangue. To

. o - . -
das as amostras de sangue foram armazenadas a 4°C ate a realizacgao



dos testes. Inicialmente foi realizada hematimetria e em seguida as
amostras de sanéue foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 mwin., (o}
plasma sobrenadante e camada leucocitiria desprezados,as hemicias
lavadas 3 vezes em solugdo salina (NaCl 0,9%) e realizada reducao
do numero de reticulééitos. Antes e apds a redugac do nimero de re
ticuldcitos foram feitas contagens de reticuldcitos pelo método con
vencional com azul brilhante de cresil (Dacie e cols,.1975), teste
de fluorescéncia e quantificagio de G-6-PD. Além disso, foi reali-
zada também eletroforese de G-6-PD em todas as amostras de sangue.

Todos esses procedimentos foram realizados num tempo infe-
rior a 36 horas apds a coleta do sanqgue, exceto a eletroforese da

enzima que foi executada num prazo maximo de 7 dias.

3.1. Redugdo 4o numero de reticulédcitos

A reducio do nimero de reticuldcitos das amostras de sangue
fol realizada com o objetivo de detectar pacientes deficientes de
G-6-PD e que devido a reticulocitose apresentassem concentragdes
normais da enzima. A tecnica utilizada foi a descrita por Herz e
cols em 1970: hemacias lavadas eram colocadas em 6 tubos capilares
de micro-hematdcrito e centrifugados durante 10 min. Os tﬁbos capi
lares eram entdo cortados na sua porg&o inferior, em uma regiao cor
respondente a 10% do hematdcrito final. As hemicias contidas nessa
regido eram transferidas para um tubo de ensaio 10x75 mm, contendo
0,5 ml de salina, por intermédio da agitaclo com vértex, até o ex~

travazamento de todo o material dos tubos capilares para a salina.
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A suspensdo de hemicias e salina obtida era entdo transferida para
outro tubo 10x75 mm e centrifugada a 2000 rpm por 5 min, obtendo-
se assim hemacias em que o niimero de reticuldcitos era reduzido.
Nesse material fazia-se contagem de reticuldcitos, teste de fluo-

rescéncia e quantificacio de G-6-PD.

3.2. Teste de fluorescéncia

O teste discriminatdrio inicial,reaiizado em todas as amos-
tras, foi o teste de fluorescéncia como recomendado pelo Comitd In-
ternacional para Padronizacgao de Métodos em.Hematologia (Beutler e
cols, 1977). Resumidamente,o teste consistia de: 10 pl de sangue
total ou hemacias ressuspensas em salina eram adicionadas a 100 ul
de solugao reagente contendo 10 pul de G~6-PD 10 mM/1; 10 ul de

NADP 7,5 mM/1l; 30 pl de saponina (1 g%); 30 ul de tampdo Tris-HCl-

-

EDTA 750 mM/1 pH = 7,8; 10 pl de GSSG 8 mM/1 e 10 ul de ague desio
nizada. Apbés 5 a 10 min de incubacio & temperatura ambiente, era
aplicado 10 pl da misturé em papel dé filtro Whatmann ne 1. Apés a
secagem, o papel de filtro era colocado sob uma ldmpada ultraviole
ta (366 nm) e procedia-se a léitura. Nos pacientes sem deficiéncia

de G-6-PD e fluorescéncia era intensa, ao passo gue nos deficien-

tes era discreto ou ausente,

3.3. Quantificacao de G-6-PD
A medida da atividade de G-6-PD foi realizada segundo técni

ca descrita por Beutler (1983), tanto nas hemacias apenas lavadas
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como naqﬁeias com numero reduzido de reticuldcitos, da seguinte ma
neira: o hemolizadd era preparado adicionando-se as hemicias a uma
solucao estabilizadora contendo 10 uM de NADP; 7 mM de B-mercapto-
etanol e 2,7 mM de EDTA sodico pH = 7,0 numa proporcdo de hemicias:
solucao estabilizadora igual a 1:19. O material era homogeneizado e
a hemblise obtida por congelamento e aquecimento. Media-se entdo a
hemoglobina do hemolisado.

Para a quantificacdo eram necessarios 2 tubos contendo, ca-
da um, 580 ul de agua desionizada ; 100 ul de NADP; 100 pl de tampio
Tris-HCl1 1,0 M pH = 8,0 e 100 ul de MgCl2 0,1 M. Adicionava-se 20
Ul de hemolisado em cada tubo-é incubava-se a 37°C por 10 min. Fm
seguida colocava-se 100 ul de G-6-PD 6 mM no tubo padréé e 100 ul
de agua desionizada no "blank". Lia~se a densidade éptica a 37°C du
rante 10 min, em cubetas com percurso optico de 1 cm, em comprimen
to de onda de 340 nm, com auxilio de espectrofotémetro Beckman, mo
delo 24.

0 calculo dos resultados obedeceu & seguinte equacdo:

{AD.O. /min) 105
6,22(Hb) (vol enzima)

atividade (U.I.)/g Hb =

- AD.O./min = diferenca de densidade Optica por min obtida com a
leitura dos primeiroé 5 min, apds estabilizacgl3oc da solugido.

-~ Hb = hemoglobina do hemolisado em g/dl.

- vol.enzima = volume de hemolisado colocado nos tubos padrao e

"blank™ = 20 ul.



3.4. Eletroforese de G-6-PD

Em todas as amostras foli realizada eletroforese em acetato
de celulose, pH = 9,0 (Sparkes e cols, 196%), com algumas modifica
goes: o hemolisado era preéarado utilizando-se 2 gotas das hema-
cias lavadas, 2 gotas de agua e 2 gotas de tetracioreto de carbono,
centrifugados a 2000 rpm por 10 min e separado apenas o sobrenadan
te. As fitas de eletroforese eram imersas, durante pelo menoé 10
min, em 50 ml de tampao TrisfﬁbTA—borato pH = 9,0 e‘2,5 mg de NADP.
ApOs retirada do excesso de tampao com papel de filtro, as fitas
eram colocadas na cuba eletroforética com o mesmo tampdo a 4%, o
hemolisado era aplicado no polo negativo e a eletroforese realiza-
da a 40C, 220 V por 40 min. Numa mesma fita de eletroforese, aléem
do heﬁolisado do paciente, eram aplibadas amostras controles (nor-
mal e deficiente com migracaoc rapida). Em seguida, procedia-se a
coloracio: uma nova fita era imersa pof alguns minutos em solugdo
corante* recém-preparada, o excesso de corante era retirado e a fi
ta coloéada numa cuba fechada, sob a fita onde foi realizada a ele
troforese. ApOs incubagdo & temperatura ambiente, no escuro e du-
rante 15 min, era feita a leitura, classificando-se a enzima de a-
cordo com a mobilidade eletroforética em normal, rapida ou lenta.
Nos experimentos ndo foram observadas enzimas com migracfo lenta e

entre a mobilidade normal (B) e a rapida (A), havia uma diferenca

* golugdc corante: 9,4 ml de tampdo Tris-HCl 0,1 M pH = 8,0; 4 mg

de NADP; 10 mg de G-6-P ; 2 mg de MTT; 0,6 mg de fenazina metassulfato.
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de 0,4 cm. Com essa metodologia, foi possivel observar também o}
padrao eletroforético das hemoglobinas correspondentes aos hemoli-

sados aplicados.

4., Andlise estatistica

Na analise estatistica deste trabalho foram utilizadas pro-
vas ndo paramétricas. Para a comparacio de  amostras independen-
tes foi empregada a Prova de Kruskal-Wallis; no caso de 2 amostras
relacionadas, a Prova de Wilcoxon e para os testes de correlacgio,
o Coeficiente de Pearson. Para a analise da prevaléncia foram uti-
lizadas a Prova do xz com correcao de Yates e, no caso de dados dis
cretos, a Prova de Fisher. Em todos os teétes, o nivel de signifi-

cancia estabelecido foi de 5%.



RESULTADOS




1. Redugdo do nimero de reticulécitoé

0s resultados das contagens de reticuldcitos antes e apos
a centrifugag3o estao representados na rabelalIl. Os dados indivi-
duais encontram-se no Apendice (Tabelas X a XV). Houve redugao sig
nificativa (t< 0.01) no nimero de reticuldcitos nos 6 grupos tes-
tados. A reducdo média da contagem de reticuldcitos em relagdo a
inicial foi de 49% nos pacientes com anemiq falciforme, 53% na-
gueles com hemoglobinopatia SC, 65% noé SB-talassémicbs, 86% nos
individuos com anemia hemolitica exceto doengas falciformes, 90%
nos controles normals e 88% nos controles com deficiencia de G-6-FD.

Com o objetive de avaliar s reprodutibilidade do método de
contagem de_reticulécitos, esta foi determinada em 10 esfregagos
obtidos com a mesme amostra de sangue, em 5 pacientes distintos.
Na Tabela III estdo representadas as porcentagens, médias, desvios
pedrdes e coeficientes de variac3o. A média dos coeficientes de va

riagdo foi de 9,52% com valores compreendidos entre 6,2 e 13,9%.



. 24 .

TABELA II - Porcentagem de reticulbcitos antes e apds centrifuga-
cdo. Os resultados sdo expressos como média * desvio

padrdo e variacao.

ne de Diagnostico Reticulocitos 3
pacientes antes ‘ apos
31 58 11,2%5,38(4,7-30,2) 5,7+3,4(1,2-13,7)
14. sC 3,57%1,27(2,4-7) 1,68%1,22(0,1-4)
9 S8 6,9%5(2,1-15,7) | 2,41+2,52(0-6,3)
4 AH  11,7%1,37(9,8-13,0) 1,67+1,27(0,2-2,5)
11 N 1,33%0,18(1,0-1,6) 0,13%0,12{0-0,3)
8 D | 1,23%0,2(2,0-1,5) 0,15%0,14(0-0C,4)

SS - anemia falciforme; SC - hemoglobinopatia SC; SB - Sf talasse-
mia; AH - outras anemias hemoliticas exceto doencas falciformes;

N - controles normais; D - controles com deficiénciade G-6-PD.
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2. Teste de fluorescéncia

O teste de fluoresceéncia ndo demonstrou deficiéncia de G-6-
PD (teste negativo = fluorescéncia positiva) nos controles normais
e nos portadores de anemia hemolitica exceto doencas falciformes.

No grupo de pacientes com anemia falciforme nd3o foi detecta
do nenhum deficiente quando o teste foi realizado em sangue total.
No entanto, apos redug¢ido do numero de reticuldcitos, trés pacien—
tes apresentaram resultados‘positivos para deficiéncia de G-6-PD
{(fluorescéncia negativa). Entre os doentes com hemoglobinopatia SC
foram detectados 2 deficientes,utilizando-se amostras de sangue to
tal e 3, apos centrifugagdo. Nos SB-talassémicos, antes e apds a re
dugdao do nimero de reticuldcitos, foi constatado apenas um defici-
ente('Estés resultados encontram-se na Tabela IV. A figura 1 ilus-

tra o aspecto dos testes negativo e positivo.
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TABELA IV - Teste de fluorescéncia antes e apds reducdo do nGmero

de reticuldcitos

Ne de Diagnbdstico Fluorescéncia antes  Fluorescéncia apbs
pacientes normal = deficiente normal deficiente
31 ss 31 0 28 3
14 5C 12 2 11 3
9. S8 8 . 1 8 1
4 AH 4 0 4 0
1 N 11 0 11 0
8 D 0 8 0 8

8S -~ anemia falciforme; SC - hemoglobinopatia SC; SB - SB-talasse-
mia; AH - outras anemias hemoliticas exceto doengas falciformes;

N - controles normais; D - controles com deficiéncia de G-6-PD



FIGURA 1

- Teste de fluorescéncia:

normal (positivo)

deficiente (negativo)

28



3. Quantificacao de G-6-PD

A variabilidade de ensaio enzimatico foi avaliada com a
quantificagdo de G-6-FPD em 5 observacOes a partir da mesma amostra
de sangue, em 3 individuos normais distintos. Na Tabela V estao re
presentados os niveis de enzima, média, desvio ﬁadrao e coeficien-
te de variaclo de cada individuo. A média dos coeficientes de va-
riaggo foi de 3,8%.

A quantificacao de GrG—Pb foi executada antes e apos a redu
¢io do nimero de reticuldcitos. Na Tabela VI estdo resumidos os re
sultados dos diversos grupos estudados. Os dados individuais encon
tram-se no Apéndice, nas Tabelas X a XV. |

Os niveis de enzima, nos individuos normais sem reducgio de
reticuldcitos, foi significantemente menor (p<0,001) do gque nos por
tadores de anemia hemolitica (SS, S8C, S8, AH) e maior (p<0,001) do
que nos controles com deficiéncia de G~6-PD. Nao houve diferenca
significativa nos niveis da enzima entre os 3 grupos de pacientes
com doencas falciformes. No entanto, a atividade enzimatica nestes
doentes foi significativamente maior (p <0,002) quando comparada a
daqueles com anemia hemolitica exceto doengas falciformes.

As Figuras 2 e 3 ilustram todos os valores obtidos nos en-
saios enzimaticos antes e apds a reducédo de numero de reticuldci-
tos, respectivamente, tornando-se evidente as diferentes distribui
¢cdes entre os grupos estudados. O trag¢o horizontal representa as
médias obtidas. As quantifica¢des de G-6-PD nos pacientes com doen

cas falciformes foram significativamente maiores do que nos indivi
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duos normais. No entanto, observa-se que no grupo -de paciehtes com
hemoglobinopatia 5SS, trés individuos apresentam niveis abaixo de
15 U.I./gHb, ao passo que os demais mostram valores superiores a
21 U.I./gHb. A identificaﬁéo eletroforética mostrou que estes 3 pa
cientes eram ﬁortadores da variante A. E provévei portanto, gue re
presentem pacientes deficientes de G—S—PD, cujos niveis enzimati-
cos estejam normais, ou proximos dos normais, como consequéncia do
numero elevado de reticulécitos; Nos pacientes com hemoglobinopa-
tia SC e S8 observam-se, respectivamente, 3 e 1 pacientes em situa
¢ido semelhante.

Apds reducao do nlimero de reticuldcitos, houve queda signi-
ficativa no nivel da enzima (t<0,001) em todos os 6 grupos testa-
dos.

Nos controles normais houve pequena redugiac nos niveis enzi
maticos, contrastando com os pacientés'portadores de outras ane-
mias hemoliticas que ndo doencas falciformes, onde a acentuada re-
ducgao nés quantificagdoes de G~6~PD fez com que os niveis atingis-
sem valores proximos dos normais. Os pacientes com doencas falci-
formes apresentaram comportamento peculiar: embora houvesse redu-
gao nos trés grupos, esta foi pouco acentuada, com niveis ainda mui
to acima dos normais. No entanto, aqueles pacientes com provavel
deficiéncia de G-6-PD apresentaram comportamento diferente, com re
ducdo mais evidente nos niveis enzimidticos, atingindo valores abai
x0 dos ndrmais. E importante ressaltar que em todos os 7 pacientes

deficientes de G-6-PD, o teste de fluorescéncia foi positivo -apds

-
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a redug&o.dé nimero de reticuldcitos, ao passo que havia sido posi
tivo em apenas 3 quando realizado em hemacias totais.

0 coeficienté de Pearson para correlagdo dos niveis da. enzi
ma e numero de reticuldcitos foi aplicado‘nos pacientes pertencen-
tes aos grupos S5, SC e 5B, excetuando-se agueles doentes que apre
sentavam também deficiéncia de G-6~PD, e nos pacientes com outras
anemias hemoliticas que n&o doengas falciformes (AH) antes e apds
a reducao do nimero de reticulocitos. Houve correlagdo positiva sig
nificativa apenas no grupo 88 antes da redugdo de reticuldcitos
(r = 0,38 p<0,05). A Figura 4 ilustra este resultado. Nao houve
correlacdo nos demais grupos estudados.

Nio houve correlacdo dos niveis de Hb e atividadé de G-6-PD.

Na Tabela VII € possivel observar os resultados dos testes
laboratoriais nos pacientes com deoencas falciformes e concomitante
deficiéﬁdia-de G-6-PD. Nota-se que o teste de fluorescéncia so6 de-
tectou deficiéncia quandb 0os niveis da enzima estavam abaixo de

6,4 U.I./gBb. Acima de 8,7 U.I./gHb sempre foi positivo.
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TABELA VI ~ Quantificacgdo de G-6-PD (U.I./gHb) antes e apds redu-

cao de reticuldcitos. Os resultados S30 eXpPressos co-

mo média * desvio padrido e variacao.

Diagnéstico G-6-PD (U.I./gHb) B
antes apos

Ss 26,10%6,36(8,72-42,02) 21,65%6,5(5,31-30,08)
SC 20,748,96(2,73~32,03) 17,08+8,32(0,29-26,42)
S8 26,0£10,05 (6,81-42,04) 18,6747,02(5,58-26,09)
AH 20,27%0,92(19,34-21,53)  11,70%0,90(10,8-12,78)
N 12,16%1,0 (10,76-13,7) 9,7+1,53(7,5-12,03)
D

1,31%0,52(0,71-2,17)

0,1%0,19(0-0,5)

SS - anemia falciforme; SC - hemoglobinopatia SC; SB - SB-talasse-~

mia; AH - outras anemias hemoliticas exceto doengas falciformes;

N - controles normais; D - controles deficientes de G-6-PD
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culdcitos. O trago horizontal representa a média de ca-

*

34

da grupo estudado., D - controles com deficiéncia de G-6-

PD; N - controles normais; AH - outras anemias hemoliti

cas exceto doencas falciformes; SS - anemia falciforme;

8C - hemoglobinopatia SC; SB - SB-talassemia

GdB~- Migracac normal; GdA- Migragao rapida
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GdB- Migrac80 normal; GdA- Migragao rapide
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4. Eletroforese de G-6-PD em acetato de celulose

A eletroforese de G-6-PD em acetato de celulose demonstrou
migragdo eletroforética normal, sugestiva da enzima B, em todos os
controles normais € nos pécientes com outras anemias hemoliticas
que nhao doengés falciformes. Migracdo. rapida, _f ipo A, foi
observada em todos os controles com deficiencia de G-6-PD, em 6 pa
cientes com anemia falciforme, 6 com hemoglobinopatia SC e 1 SB-
talassémico. Em trés pacienteé com anemia falciformé, 3 com hemo-
globinopatia SC e no SR-talassémico, a migracdo eletroforética ti-
po A coincidiu com o teste de fluorescéncia negativo apds redugido
dﬁ nimero de reticuldcitos, sugerindo, nestes casos, deficiéncia de
G-6-PD com variante Africana. Nos demals pacientes com doengas fal
ciforﬁes a migracdo eletroforética foi normal. Todos estes resulta
dos encontram-se da Tabela VIII. Os dados individuais encontram-se
no Apéndice, Tabelas X a XV. A Figura 5 representa o aspecto da e-

letroforese em acetato de celulose.



TABELA VIII - Eletroforese de glicose-g~fosfato desidrogenase em

acetato de celulose

ne de : diagnostico eletroforese de G-6-PD
pacientes . : tipo B tipo A
31 _ S8 25 6
14 sC 8 6
9 S8 ' 8 1
4 AH , 4 0
11 N 11 0

8 D 0 8

5SS - anemia falciforme; SC - hemoglobinopatia SC; S8 - SB-talasse-
mia; AH - outras anemias hemoliticas exceto doencas falciformes:

N = controles normais; D - controles deficientes de G-6-PD



FIGURA 5 - Eletroforese de
Migracgao normal

Migracao rapida

G-6-PD em acetato de celulose.

B

Il

A

40 .
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5. Prevaléncia de deficiéncia de G-6-PD em doencas falciformes

No grupo de pacientes com hemoglobinopatia SS a prevalencia
de deficiencia de G-6-PD foi‘de 9,7%. Os pacientes com hemoglobino-
patia SC, por sua vez, apresentaram prevaléncia de 21,4% e os SB-
talassémicos de 11,1%. Esses resultados ndo diferiram significati-
vamente daquele que & esperado para a populac¢do negrdoide masculina
em nossa regido (Beiguelman e cols, 1968; Ramalho,1979).

Na Tabela IX pode-se observar essés-resultados e a analise
de x2 com correciao de Yates, assim como os niveis de significadncia.

Quando os pacientes dos grupos 58, éC e 5B foram subdivididos
de acordo com a idade em maiores e menores de 15 anos, verificou-
se que a prevaléncia de deficiéncia de G-6-PD também ndo diferiu
significativamente da populagdo negrdide ndo selecionada. O mesmo
ocorreu quando se comparou os subgrupos entre si.

Da ﬁesma forma, guando foram comparadas as prevaléncias en-
contradas nos 3 grupos (58S, SC e SB) entre si, nao houve diferenca

significativa.
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TABELA IX - Frequéncia de defici@ncia de G-6-PD em pacientes mas-

culinos com doencas falciformes

Diagndstico Total ne com deficiéncia xz{Yates) P
n 129 16 - -—
Ss 31 3 0,071 0,79
sC 14 3 0,69 0,40

S8 9 1 0,22 0,92

n = populagdo negrdide estudada por Ramalho (1979); SS - anemia

falciforme; SC - hemoglobinopatia SC; S8 - SB-talassemia



DISCUSSAD
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Os numerosos resultados conflitantes observados nos estu-
dos que procuraram correlacionar deficiéncias de G-6-PD e anemia
falciforme advém, em grande parte, da dificuldade técnica da detec
¢c3o desta alteracio enzimatica na presenga de contingente elevado
de hemicias jovens. Como ja descrito, a atividade da variante A-
fricana de G-6-PD & praticamente normal em hemacias jovens, o que
dificulta sobremaneira a identificacdo dos pacientes em que ha con
comitdncia de deficiéncia de G-6-PD e anemia hemolitica com reticu
locitose. De fato, éom o objetivo de reduzir a influéncia do nime-
ro elevado de reticulécitoa,'vérios metodos laboratoriais foram
descritos paia separar as diferentes populagdes de eritrdécitos. Em
1957, Borun e cols demonstraram que essas pépulagées eritrocita-
rias podiam ser isoladas com base em gradiente de densidade. Assim,
Herz e Kaplan (1965), padronizaram microtécnica para separacao de
eritrdcitos de acordo com a sua densidade, e gue posteriormente foi
utilizadé por Herz e cols (1970), para diagndstico de deficiéncia
de G-6-PD em negros, na vigéncia de crise hemolitica. Desde entéo,
este método &€ em geral, recdmendado para identificacdo de deficien
cia de G-6-PD em pacieﬁtes com grande populacdo de hemacias jovens
(Beutler e cols, 1979; Ringelhahn, 1972).

Especificamente em relacdc as doencas falciformes os meto-

dos utilizados no diagndstico de deficiéncia de G-6-PD incluem, tes
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te de Brewer (Lewis e Hathorn, 1963 e 1965; Lewis e cols, 1966),
dosagens enzimaticas acompanhadas de eletroforeses para identifica
¢do da variante andmala (El-Hazmi e Warsy, 1984; Warsy, 1985),
além de testes citoquimicos que.permitam a visuvalizacdo das hema-
clas deficientes (Milner e Serjeant, 1969; Piomelli e cols, 1972;
Beutler e cols; 1974; Steinberg e Dreiling, 1974; Bienzle e cols,
1975; Gibbs e cols, 1980). Neste trabalho foi empregado, pela pri-
meira vez no estudo das doencas falciformes, o método descrito pér
Herz e cols para redugao do nﬁméro de reticuldocitos e posterior i-
dentificacdo dos deficientes. Além da redugéo significativa no nu-
mero de reticuldcitos em todos. os grupos testados, este método re-
velou-ge éartiCularménte ﬁtil no estudo de criancas, pois utiliza
volumes reduzidos de sangue.

0 teste de fluorescéncia & recomendado pelo Comité Interna-
cional de Pgdronizagao em Hematoiogia como teste discriminatério
para detecgdo de deficiéncia de G-6-PD. Entre as vantagens apresen
tadas, enumeram-se a facilidade de execucdo, baixo custo, alta sen
gibilidade e especificidade. 0Os resultados obtidos neste trabalho
tornam clara a necessidade de redugio do numero de reticuldcitos e
posterior realizaczo do teste de fluorescéncia em pacientes porta-
dores de doencas falciformes. De fato, foi possivel cbservar  que
em 4 pacientes houve falha na deteccdo de deficidnecia de G-6-PD
quando o teste foi realizado em sangue total.

Nos 7 pacientes cujo teste de fluorescéncia detectou defici

éncia de -G-6~PD, a migragado eletroforética desta enzima foi rapida,
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compativel com a variante Gd A7, uma vez que a variante Gd A+ tem
atividade praticamente normal.

A quantificagido de G~6-PD nos pacientes que apresentavam con
comitantemente deficiéncialenzimética e doencas falciformes mos-
trou que a atividade era 6,5 vezes maior do que ﬁos controles defi
cientes e semelhante ao nivel alcancado pelos controles normais.
Estes' dados corroboram a nocio que a doenca falciforme modifica a
expressdo fenotipica da deficiéncia de G-6-PD, de modo que niveis
enzimaticos normais . du aumentados nao implicam na ausé@ncia de de
ficiéncia de G—§—PD. Além disso, importa ressaltar que esses valo-
res ndo resultam na correcdo do defeito genético, porgue as hema-
cias mais velhas sao mais susceptiveis & hemdlise por drogas ou
infecéﬁes,'como descrito por Smith e cols em 1969. Ainda nestes do
entes, durante uma crise aplastica, como consequéncia da redugao
do nimero de reticuléecitos, a deficidncia de G-6-PD pode se expres
sar mais intensamente (Piomelli e cols, 1972).

Semelhante aos achados de Naylcr e cols (1960) e de Piomel-
li e cols (1972), nio houve correlagao entre a porcentagem de reti
culdcitos e a atividade de G-6-PD nos pacientes com doencgas falci-
formes, antes e apds a reducdo do namero de reticuléecitos, exceto
quanto a uma fraca correlacdo no grupo $S, sem deficiéncia de G-6-
PD e somente antes da centrifugagdo. Este resultado ndo & de todo
inesperado, pois a contagem de reticuldeitos pode ndo ser um indi-
cador preéiso da idade celular em face da perda aleatdria de hema-

cias que ocorre na anemia falciforme (Erlandson, 1960).
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Foi possivel observar também que, apds a redugdo no nimero
de reticulbcitos, os niveis de G-6=-PD aprésentaram redugcao mais a-
centuada nos pacientes com doengas falciformes e -deficidnecia de G-
6-PD do que nos demais individuos. Estudos prévios realizados por
Piomelli e cols em 1968 evidenciaram que reticuldcitos de indivi-
duos portadores da variante Africana de G-6-PD mostravam niveis e—
levados de atividade da enzima,semelhantes aqueles de pessoas nor-
mais. No entanto, a atividade enzimitica deélinava muito mais acen
tuadamente, com o passar do tempo, nos deficientes (Gad A ) do que
nos controles normais. Esses dados pafecem indicar que a variante
Africana € muito mais dependente da idade eritrocitaria do que a
enzima normal e poderiam explicar portanto, a reduglo mais acentua
da nos valofes de G-6-PD nos portadores de Gd A , observada neste
trabalho.

A comparacdo da atividade enzimdtica dos pacientes com doen
¢as falciformes sem deficiéncia de G-6-PD com aqueles portadores de
outras anemias hemoliticas demonstrou niveis maiores nos primeiros
e isto ficou mais evidente apds a reducdo do nimero de reticuldci-
tos. Esse achado poderia advir em parte, de uma possivel hiperati-
vidade funcional da G~6-PD na anemia falciforme e gue ndo seria a-
penas dependente da idade eritrocitéria. Lachant e cols, em 1983,
observaram um aumento significativo na atividade de G-6-PD de pa-
cientes com doengas falciformes guando comparada a outros paqien—
tes com reticulocitose. Como ja é conhecido, hemicias falciformes

produzem duas vezes mais superdoxido, perdxido e radical hidroxi do
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que hemécias normais e o acumulo excessivo desses agentes oxidantes
determinaria 1esaes no eritrécito (Hebbel e cols, 1982, 1985). Como
‘respoesta compensatéria para protegdac da membrana contra auto-oxida-
gao ocorre;ia aumento da atividade da glutationa peroxidase (Zimmexr
man e Natta, 1981 e Berettas e cols, 1983). £ possivel portanto, que
também a G-6-PD esteja envolvida nesta resposta, com consequente hi
peratividade enzimatica.

Este trabalho representa a primeira avaliagdo da fregiéncia
deficiencia de G-6-PD em portadorés de doengas falciformes em popu-
lagoes brasileiras. Os resultados n3o mostraram difereﬁga significa
tiva na freqﬁéncia desta enzimopatia em individuos com doencas fal-
ciformes, quando comparados & populagio masculina negrdide brasilei
ra. Embora neste trabalho nao tenham sido analisados concomitamente
controies negroides sem hemogleobinopatia, outros autores ja haviam
demonstrado prevaléncia de deficiéncia de G-6-PD nesta populagao em
torno de 10%. (Lewgoy e Salzano, 1965; Beiguelman e cols, 1968; Max
gues e Campos, 1975; Ramalho e Beiguelman, 1976; Ramalho, 1979). A
maior frequéncia de deficiéncia de G-6-PD em portadores de anemia -
falciforme, como relatado em varios trabalhos na literatura, sé se
ria explicada por uma selegao pos-zigdtica. O primeiro relato da as
sociagdo entre deficiencia de G-6-PD e anemia falciforme foi de Le
wis e Hathorn (1963}, em Gana, que encontraram prevaléncia de defi-
ciéncia de G-6-PD 3 vezes maior em doencgas falciformes (48% nos SS,

39% SC e 5 casos entre nove pacientes com SB-talassemia) do que no
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populacdo masculina negrdide em geral {(14%). Descreveram ainda ume meior ati
vidade dé G-6-PD durante crises vasooclusivas e aumento na sobrevi
da das hemacias pértadoras de defeito enzimatico, além da hemoglo-
binopatia., Com fundamento nesses resultados fol proposto que a de-
ficiéncia enzimidtica conferia vantagem seletiva sébre as hemacias
com Hb S tendo como consequéncia, em ultima analise, aumento na so
brevida dos pacientes com doencas falciformes e concomitante defi-
ciéncia de G-6-PD (Lewis e cols, 1966). No entanto, é detecgdo da
deficiéncia de G-6-PD foi realizada por meio do teste de reducao
da Meteﬁoglobina, o que podéria acarretar resultados falso-positi-
vos na presenca de anemia (Brewer e cols, 1962). Varios estudos
posferiores empregando metodologias diversas e em regides distin-
tas, como Arabia Saudiﬁa (El-Hazmi e Warsy, 1984; Warsy, 1985), New
York (Piomelli e cols, 1972) e Chicago (Naylor e cols, 1960) tam-
bém mostraram maior frequéncia de deficientes de G-6~PD entre in-
dividuos mascﬁlinos com anemia falciforme do que nagueles sem hemoglotinopatia.
Uma hipdtese aventada para esta associagao seria o efeito
direto da deficiéncia de G-6-PD sobre as hemacias de pacientes com
anemia falciforme. Nesse caso, a deficiéncia enzimidtica nas hema-
cias mais velhas poderia contribuir para o seu desaparecimentomais
rapido da circulacdo. Entre essas haveria uma grande porcentagem
de hemicias irreversivelmente falcizadas, uma vez que seu apareci-
mento na circulagdo ocorre varios dias apbs a liberagao da medula
Ossea (Bertles e Milner, 1968). A destruicgdo seletiva destas célu-

las poderia resultar em remocdo de um dos fatores que determinaria
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a oclusdo vascular nas doengas falciformes. Essa hipotese entretanto
nao foi confirmada, pois alduns estudos nao demostraram diferengas
nas manifestagoes clinicas dos doentes com anemia falciforme e defi
ciéncia de G-6-PD em relagdo %queles com enzima normal (Steinberg e
Dreiling, 1974; Gibbs e cols, 1980). A alternativa oposta, isto é,
um efeito benéfico da anemia falciforme nas manifestagoes da ‘defi
ciéncia de G-6-PD também foi proposto.(Bernstein e cols, 1980). Esse
efeito protetor seria decqrrente do fato gque nos deficientes de G-
6-PD e concomitante anemia falciforme, a atividade enzimatica encon
tra-se praticamente normal.

No entanto, o achado de freqguéncia elevada de deficiencia de
G-6~PD em pacientes com doengas falciformes nao € unanime, mesmo em
estudos utilizando técnicas semelhantes para detecgao desta enzimo-
‘patia. Diante disso, Beutler e cols (1974) propuseram que a grande
miscigenagao que ocorre em algumas regioces, seria responsavel por
uma diluigac do gene para Hb S e Gd A num conjunto de genes da po
pulagao negra. De fato, em outros trabalhos conduzidos com metocdolo
gia adequada e em diferentes regides, nao foram observadas diferen-
gas entre-as prevaléncias de G-6-PD nos pacientes com doengas falci
formes e na populagac masculina negréide nao selecionada .( Marti e
cols, 1965; Bienzle e cols, 1975; Milner e Serjeant, 1969; Steinberg
e Dreiling, 1974). Os dados obtidos neste trabalhos sao concordan=-
tes com esses relatos da iiteratura. Além disso, as frequéencias ob
tidas nos diferentes grupos de doengas falciformes nao diferiram sig
nificativamente entre si. Mesmoc no paciente Sg-talassémico e com

deficiéncia de G-6-PD , a variante encontrada foi Afritana, confir
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méndo a éleﬁada prevaléncia dessa variante na populagao brasileira.
Em seu conjunto, os dados deste trabalho, apesar das limita -
c¢des inerentes a populagao estudada como nimero reduzido, auséncis
de estratificacBo etdria ou racial e populagao hospitalar, fornecem
apoio adicional & hipdtese que a prevaléncia de deficientes de G-6-
PD entfe portadores de doengas falciformes e a populagao negroide
ndo selecionada talvez realmente nao sejem diferentes. E importante
ressaltar que os resultados aqui obtidos corroboram sobretudo & no
gao que a detecgao de deficiencia de G-6-PD na presenga de doengas
falciformes ni3o deve ser realizada com os metodos discriminatoriocs
habituais. Provavelmente, os dados conflitantes existentes na lite-
ratura se originem, ém parte, da dificuldade tecnica em'se fazer o
diagndstico dessa associacdo e da selegao inadequada das populagoes

a serem estudadas.

N UNICAM P
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RESUMO E CONCLUSJOES




0 estudo da glicose~6~fosfato desidrogenase (G-6-PD) foi rea-
lizado em 31 pacientes com anemia falciforme (SS), 14 portadores de
hemoglobinopatia SC‘(SC) e 9 Sp-talassémicos (Sp), todos do sexo
masculino, através de teste de fluorescéncia e medida da atividade
enzimatica antes e apdés a redugao do numero de reticuldcitos , além
de eletroforese em acetato de celulbse.

O teste de fluorescéncia, apos a redugdo do numero de reticuld.
citos, detectou 7 pacientes deficientes de G-6-PD (3 85, 3 SC e 1
Sg-tal). Antes da redug3do de reticuldcitos esta deficiéncia foi de-
tectada em apenas 3 pacientes({ 2 SC.e 1 sp ).

N3o houve diferenga significativa noé niveis da en;ima entre
0s 3 grupos de'pacieﬁtes estudados. No entanto, a atividade enzima-
tica nestes doentes foi significativamente maior (p<0,002) quando
comparada a dagueles com anemia hemolitica exceto doengas falcifor
mes e a dos controles normais (p<0,001). Podé-se observar ainda que
os pacientes com doengas falciformes estavam distribuidos em 2 gru-
pos quanto a atividade de G-6-PD: aqueles com niveis superiores a
20 U.I./g Hb (N=47) e inferiores a 15 U.I./g Hb (N=7). A eletrofore
Se em acefato de celulose demonstrou migracdo tipo A neste Ultimo
grupo, sugerindo a presenga da variante Africana (A™) de G-6-PD.

A redugdo do numero de feticulécitos determinou diminuigde sig
nificativa (£<0,001) noé-niveis da enzima nes 3 grupos de pacientes
com doengas falciformes, mas esta foi mais acentuada nos 7 doentes
com provaével variante A , atingindo valores absixo dos normais.

Houve correlagso positiva significativa dos niveis de G-6-PD e
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numero de reticuldcitos apenas no grupo de pacientes com anemia fal
ciforme antes da:redugdo de réticuldcitos.

Em seu conjunto, os dados deste trabalho demonstraram freqiién-
cia de deficiéncia de G-6~PD na populagdo estudada igual 3 da popu-
lagao masculina negroide ndo selecionada. Além disso, os resultados
aqui obtidos corroboram a nogac que a detecgdo de deficiéncia de
G~-6-PD na presenga de doengas falciformes nao deve ser realizada com

métodos discriminatdrios habituais.
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Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-G-ED) was studied in
54 male patients. From these, 31 presented sickle cell anemia(SS),
14 presented sickle cell-hemoglobin C disease(SC) and nine had
SB thalassemia(SB). G-6-PD was defermined, before and after the
reduc;ion of the reticulocytes number, by the fluorescence test
and by the measuremen; of enzyme activity. All blood samples were
also analyzed by électrophorésis in cellulose acetate.

~ After the feduction of reticulocytes, G-6-PD deficiency
was detected by the fluorescence test in seven patients(3SS, 3SC,
1S8). However, before the reduction of reticulocytes, this
deficiency was detected in three patients only (2SC, 1SB).

No significant differences in G-6-PD activity were
observed among the three groups studied. The enzyme activity in
these patients was significantly higher than in patients with
other hemolytic anemias(p<0.002) and normal controls(p¢0.001).

Regarding G-6-PD activity in patients with sickle cell
disease, one group(N=47) with enzyme activity higher than 20U.I./
gHb and another group(N=7) with enzyme activity lower than 15U.I./
gHb were observed. The electrophoresis in cellulose acetate showed
type A migration.in the latter group, thus suggesting the presence
of the G-6-PD African variant (A ) in these patients.

The reduction of the reticulocytes number determined a
significant decrease(t<0.001) in enzyme activity in the three
groups. However, the decrease in enzyme activity was higher

in those seven patients with the possible presence of the G-6-PD A}



these values were even lower than those observed for the normal
controls.

A significant posifive correlation between the G-6-PD
activity and the reticulocytes number was only observed for the
group of patiénts with sickle cell anemia, before the reduction
of reticulecytes.

These results demonstrated that the freguency of G-6-PD
deficiency in the population studied and in general negro ﬁale
population are very similar. Moreover, these data show that the
detection of G-6-PD deficiency in the presence of sickle cell
disease should not be determined by the usual discriminatory

methods.
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