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[. INTRORDUCXO

i.1, A demidregenase de E=fesfate do glicere (G=6=FD)

A desidrogenase de 6-fosfato de glicose,também conheci-
da pela sigla G-6-PD (do inglés glucose-d-phosrkates debydrogenass)  ou
pela notac3o HNADP oxidoredutase de 6-fosfato de D-giicose (EC
1.1.1.49), & uma enzima amplamente distribulda entre quase todos os
organismos e tecidos. Hos seres humanos, apesar de sua ampla dtstri-
buig%co, a G-6-PD exerce fungdo muito importante no metabolismo das he-
macias, onde atua em uma das vias metabdlicas utillzadas por estas cé-
lulas para a obtencZo de energia.

Comc € sabido, a hemdclia & muito diferente de todas as

outras célulag, pols n3o possul ndclee, mlitocdndricos, ribossomos e
aparelhe de Goligt, n¥%o tem capacidade de divizs%c e n¥o sintetiza DNA e
RNA. Tais caracterfsticas acarretam a essa ceélula algumas restrigles

metabdlicas, tornando-a incapaz, por exemplo, de sintetizar proteinas
ou de obter energia a partir do ciclo de Krebs. Para tanto, ela se
utiliza do metabolismo da glicose, valendo-se do ATP (trifosfato de
adeno=zina) preduzideo durante a glicdélise, Contudo, apesar de suas de-
ficiéncias, a hemdcia & uma célula complexa e metabolicamente ativa,
cuja Integridade & mantida por trés unidades celulares em intera¢do: a
hemoglobina, a membrana celular e os elementos soldveis intracelula-
res, principalmente enzimas, coenzimas e substratos do metabeoliismo da
glicose. Estas unidades s3o aquelas que capacitam a hemdécia a2 desen—
volver suas fungBes primarias de.transporte de oxigénio e de didéxido

de carbone (0OSKI & NAIMAN, 1972).



A ausénecia de depdsitos de glicogénio na hemdcia normal
faz com que essa célula necessite de suprimento constante de carboi-
drato para a obten¢¥o da energia necessdria a manté-la funcionalmente
ativa e em circulag¥o durante um perfodo aproximado de 120 dias. Embo-
ra o carboidrato preferido na produgdo de energia seja a glicose, a
hemdcia também pode metabolizar outros agucares tails como a frutose, a
mancse e 2 galactose (0OSK! & NAIMAN, 1972).

A glicose penetra facllmente nas hemécias, quase I(nde-
pendendo da sua concentracio extracelular e, uma vez dentro da céiula,
& fosforilada a glicose-6~fosfato ou reduzida a seu derivado poltol (o
sorbitol) que & ent3o convertido a frutose.

A seguir, a glicoze-6-fosfato formada & metabolizada
por intermédic de uma das 3 vias metabdlicas seguintes:
1. Via metabdlica anaerdbica de Embden—-Meyerhof, que conduz 2a formacgio
de piruvato e lactato e na qual =3¢ produzidos o trifeosfato de adenco-
sina (ATP}, que fosforila proteinas da membrana e fornece energta para
a bomba de sédioc e potdssio, e a nicotinamida adenina dinucleotideo
reduzida (NADH), que € importante para manter o potencial redutor in-
tracelular;
2. Via metabdlica da pentose-fosfato ou via oxidativa direta, que pro-
duz didxido de carbono e uma pentose fosforilada a qual apds uma gérie
de rearranjos moleculares, retorna a via de Embden-Meyerhof;
3. Conversdo de glicose-b-fosfato a glicose-l-feosfato e eventualmente,
a glicegénic (OSKI & KAIMAN, 1372) (Fig. 12,

Em condi¢®ez normals, 30% da glicdlise & feita nas he-

mdcias pela via de Embden-Meyerhof e 10% pela vid oxidativa direta.



Fig. 1l - ESQUEMA DO METABOLISHO DA GLICOSE NAS HEMACIAS HUMANAS
(DS¥1 & NAIMAN, 1972; BEIGUELMAN, 1983).
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A via oxidativa direta, também conhecidz por via meta-
bélica da pentose-fosfato ou via metapdlica das hexoses monofosfatadas
(HHP), & o principal caminho metabdlico alternativo da glicdlise no
gldbulo vermelho. Por esse meio, a glicose-b-fosfato sofre descarbox!-
lasdo oxtidativa, com libera¢Bo de didwido de carbono.

No primeiro passc desse caminho, a glicose-6-fosfato @&
oxldada a 6-fosfogliconolactona, reagdo essa cétalisada pela G-6-PD. A
seguir, a b6-fosfeogliconolactona é hidrolisada a 6-fosfogliconato, que
& ent3o oxidado a ribulose-5-fosfato na presenga de desidrogenaze 6-
fosfoglicbnica, com 2 produgdo de didxido de carbono.

Ba wvia oxidativa direta, a3 rea¢®es catalisadas pelas
enzimas desidrogenase de b-fosfato de glicose e desidrogenase 6-fosfo-
glicdnica requerem como cofator essencial o fosfato de nicotinamida
adenina dinucleot{deo (NADP}! que atua como receptor de fons de hidro-
génio, resultando no aparecimento do fosfato reduzido de nicotinamida
adenina dinuclectidec (HADPH).

Apdés a produgio de ribulose-5-fosfatc, as reagdes que
se seguem S530 agora ndo-oxidativas, isto &, a ribulose-5-fozsfato for-

mada retorna & via de Embden-Meyerhof (0OSKI & NAIMAN, 1872).

0O papel mails importante da via oxidativa direta &, sem
divida alguma, a geragdoc de NADPH, substéneia redutora essencial so-
bretudo 2 manutencdo do glutatifo em estado reduzido (GSHY, uma wvez

que a redutase de glutatifo oxidadeo (GS5G) requer NADPH como coenzima.

0O GSH, por sua vez, & fundamental 2a manutencdo da es-
tabilidade da hemeglobina e das enzimas intracelulares e & protegdo de
l{pides da membrana contra a peroxidag@o, além dé constituir a princt-

pal fonte de grupos sulfidrila no interior da hemdcia (JANDL & ALLEN,
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1960; JAFF£, 1970; OSKI & NAIMAN, 1972). Tal composto & imprescindf{-
vel, portanto, & defesa das hemacias contra a agressdo de agentes
cildantes que atuam principalmente sobre os grupos sulfidrflicos ati-
vog de varias enzimas eritrocitdrias do citoplasma & da membrama, além
do grupe sulfidrilico da posig¢3o Bé3 da hemoglobina, favorecendo a he-
mdlise.

Esses agentes oxidantes, que pédem ser de origem enddé-
gena ou exdgena, 2%Ho representados sobretudo pelo perdxido de hidrogé-
nio e, provavelmente, por ocutros perdxidos orginicos gerados durante
processos infecciosos, pela ag3o de drogas ou mesmo durante alguns
processos metabdlicos normais (COHEN 8 HOCHSTEIN, 1964; BAEHMER ¢ a;f,
1371). Os alvos iniciais da oxidag3o s3%0o o GSH, os grupos sulfridrili-
cos de proteinas, © heme ¢ possivelmente os l{pides.

A oxidac¢3o do ferro na forma ferrosa (Fe'tt) dos grupos
heme da hemogliobina para a forma férrica (Fe'™) leva a formac3o de
metemoglobina, que & um pigmento sem fung¥o respiratdéria. Para evitar
um acumulo de metemoglobina no seu interior, a hemdcia & dotada de unm
sistema de redutases de metemoglobina, sendo a principal dessas enzi-
mas dependente de NADH (NADH redutase de citocromo bk5: E.C.1.6.2.2),
havendo também outras redutases dependentes de NADPH. A via das pento-
ses & responsavel por 17% da reducdo da metemcalobina, gendo 12% pela
ag3o0 da redutase de glutatiZo e 5% pela a¢Boc da NADPH-redutase de me-
temogloblina (BEUTLER, 1983). Ambas as enzimas s3c evidentemente depen-
dentes do NADPH sendo estimuladas, em pessoas n3o deficientes de G-6-—
PD, pelo azul de metileno e pela cistamina. A redutase de glutatiso &
estimulada também pela riboflavina, sendoc a coenzima FAD (flavina-ade-

nina dinucleotideo) necesséria = perfeita ag3o dessa enzima.



Frente ac exposto, pode-se concluir que a atividade
normal da G-6-PD & indispensavel a manutenc¢3oc da integridade das hemé-
cias @ que um2 deficiénecia acentuada dessa enzima pode preoduzir alte-
racBes metabdlicas multo sérias, sobretudo na presenga de substincias
oxidantes. B principal consequénclia destas alterac®es metabdlicas & a
hemélise, determinada fundamentalmente pela precipitag3o da hemoglobi-
na e formag3c de corplisculos de Heinz (ALLEN'& JANDL, 1961), pela oxi-
dag¥o dos grupos tiol das enzimas citoplasméticas @ da membrana celu-
lar (JACOB & JANDL, 1962; 1966} e gecundariamente, pela peroxidag3o de
lipides da membrana (BENATTI g¢ aZis, 1881).

Nos seres humancs, a G-6-PD tem a suz sintese determi-
nada por um gene (Gd) localizado na regi%o subtelomérica do brago lon-
go do cromossomoc X (RACE & SANGER, 1975), mais preclisamente na regldo
da banda Xq 28 (PAl &¢ &/, 1980). Ele faz parte de um grupamento deno-
minado 6-6-PD daltonismo, cujos genes, de acordo com os estudos de
KEATS (1983), estariam na seguinte disposi¢o: XMN-deutan daltonismo-
G~6—-PD-hemofilia A-protan daltonismo—-q terminal (Fig. 2).

Descobertas recentes permitiram o reconhecimento quase
completo da sequéncia dos aminodcidos da G-~6-PD do eritrdcito humano
(BEUTLER, 1883), porém o fato de a elucidag3o da estrutura priméaria da
G-6-PD ainda n¥3o estar totalmente esclarecida constitui um obsticulo
ao prosseguimento dos estudos moleculares 2 respetto dessa enzima. De
fato, em seres humanos, o objelivo da maioria das pesquisas ainda tem
recaidoe scbre a identificag¥o de mutag¢Bes que comprometem em maier ou
menor grau a fun¢o da G-6-PD. Estas mutacBes poderiam explicar em de—

talhes quais resfduos dentro da molédcula enzimdtica £330 fundamentais

as ligag8es desta aos substratos e/ou acs inibidores espec{ficos e, ac



Fig. 2 - DIAGRAMA DO CROMOSSOMO X HUMANO MOSTRANDO A LOCALIZACAO DO
GRUPAMENTO G-6~PD DALTONISMO NA REGIAO DA BANDA Xqg28
(SANDBERG, 1980; KEATS, 1983, modificado por LUZZATTO, &
BATTISTUZZI, 1985).

XM
FS

CBD
G=6-PD
J—1 (aLp)
HA

CBP

@ T U B~ A =

XM~-uma proteina plasmatica
FS5-sitio fragil
CBD-daltonismo deutan
ALD-leucodistrofia adrenal
HA-hemofilia A

CBP~daltonismo protan



8.

mesmo tempo, com uma malor quantidade de informa¢Bes sobre a organiza-
¢330 dos genes, poder-se-la estabelecer as diferengas existentes a ni-
vel de DNA entre as muitas variantes de G-6-PD associadas a3 deficién-
cia da atividade enzimética.

Trabalhos nesse sentido levaram ao isolamento de um
clone de cDNA da G-6-PD humana (PERSICG «f af, 19Bl1) gque tem mido usa-
do na triagem de uma biblioteca genSmica humaﬂa para a detecg¥o das
sequéncias homdlogas ao gene Gd. Assim, o completo esclarecimento so-
bre a estrutura deste gene ainda n3o fol conseguido embora os estudos
continuem em andamento.

A maioria dor seres humanoa poszul G-6-PD com atividade
normal porém, em algumas populagdes, o numerc de individuos que apre-
sentam G-6-PD com atividade alterada pode ser bastante elevado. De fa-
to, estudos btogufmicos da G-6-PD permitiram reconhecer até 1982 unm
total de 279 variantes genéticas dessa enzima. Dentre estas, a varian-
te com atividade normal mais comumente encontrada nos sgeres humanos &
a denominada variante B. Quase que a metade dessas vartiantee de G-6-
PD, entretanto, n%o apresentam interesse clinice, seja porgue n3o exi-
bem atividade deficiente, seja porque a deficiéncia que manifestam &
pequena. £ o caso, por exemplo, da variante A de G-6-PD, encontrada
em cerca de 20% dos homens negrdides, que pode apresentar desde B80% da
atividade da wvariante B até atividade igual a dela (YOSHIDA, 1967 ;

BEIGUELMAN, 1883).

00 grande ndmero de variantes de G-6-PD determinadaz
bicguimicamente tem proporcionadoc and#lises detalhadas de varias carac-
teristicas da enzima e, 2tualimente, pensa-se que’'a maiorias das varian-

tes geneticas apareceram por intermédio de pontoz de mutagido gque leva-
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ram a simples substituiglo de aminodcidos. Uma prova direta de tal
evento, no entanto, fol conseguida somente em poucas variantes, como &
o c¢asgo, por exemplo, da variante A, onde houve uma substituicio do
dcido aspdrtico por asparagina (YOSHIDA, 1967} & da variante Hektoen,
onde uma tirosina fol substitufda pela histidina (YOSHIDA, 13970).

As variantes de G-6-PD s%o, regra geral, designadas por
nomes geograficos, que indicam a localidade oﬁde foram descobertas ou
a regi%o de procedéncia dos portadores da variedade enzimatica (Ohio,
Hong Kong, Minas Gerais, etc). Apenas irés variantes de G-6-PD s30 de-
signadas por letras, ou =seja, as variantes B o A e a variante A ,
também chamada Africana por ser frequente entre indivfiducs negrdides.

Em vista disso, 05 genes determinantes das variantes B,
A e A ﬁ%o representados por GdB, GdA e GdA~ , enquantoc que os outros
alelos 830 zmimbolizados pelas letraz Gd encimadars pelo nome da varian-
Lte, como, por exemplo, GdOhio . GdMinas Gerais & outras {BEIGUELMAN,
18837 .

No que concerne ao fendlipo dos individuos do sexo mas-
culino, agueles gue nio tém atividade deficiente de G-6-PD g¥o indica-
dos pela notagdo Gd{(+) acompanhada de virgula e seguida da indicagio
da variante. Assim, os homens com a variante B ocu A terdo seu fendtipo
representado por Gd(+),B ou Gd{(+),A. Aque3es com atividade deficiente
tém seu fendtipo indicado por Gd(-? seguido de virgula e da dezignag¢3o
da variante como no casoc de Gd(-),KA ; Gd(—), Hediterri8nea, etc. HNo
gue concerne a notacdo fenotipica atribuida a&s pesscas do sexo femini-
no, deficientes ou ndo de G-6-PD, ela n3oc difere daguela dada 55 pes-
soas deo sexo masculino. Contudo, quanto 3 notaglo genotipica para es-

538 mesmas p=2ESCcas, a maloria dos autores costuma separ:z. os dois ge-
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nes determinadores de G-5-PD por um trago obliquo. Assim, por exemplo,

tem-se GaBscaB |, caB/ca® , cahscaA”, cdBrsogtlediterranea  ope.  pntre-
tanto, nas heterozigotas de genee determinadores de variantes defi-
cientes, com tais genes mostrando alguma expressdo fenotfpica, adota-

se o simbolo Gd(+). Assim, se uma hoterozigota GdA/GdA apresentar uma

deficiéncia parcial de G-6-PD, seu fendtipo rmerd indicado por Gd{(+),4,

A" . Visto que entre as heterozigotas também & possivel o encontro da-

quelas com expressdo fenotfpica de uma das homozigotas, entdo © gend~

tipo heterozigoto poderd ser responsdvel por tré&s tipos de expressio
A

fenotipica, como por exemplo: o gendtipo GdA/Gd podera resultar nos

fendtipos GdAd(+),4, Gd(t),A,A_ cu Gd(-}), A7; do mesmo modo as hetero-

zigotas GdB/GdA poder3c ter fendtipo Gd(+), B, Gd(i),B,A_ e Gd(-), A

(BEIGUELMAN, 1983),

1.2 - A deficiénecia de G-6-PD

Das centenas de variantes de G-6-PD descritas, algumas
dezenas tém atividade normal ou muito pouco deficiente, n%o estando
por isso associadas a manifestagdes clinicas significativas. Por outro
lado, cerca de 179 variantes genéticas mostram atividade muito defi-~
ciente e estBo ou nFo associadas a anemia hemolftica crdnica n3oc esfe-
rocftica constitucional, enquanto que as restantes, apesar de sua pe-
quena atividade enzZimitica, somente estZo associadas & hemdlise guando
os individuos que as possuem s3o expostos a fatores desencadeantes
desse processo. A Tabela | mostra alguns dados a respeito das vartian-
tes de G-6-PD, bem como a sua classificagso (LUZZATTO & BATTISTUZZI,

19853 .
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De acordo com YOSHIDA e colaboradores (1971) as varian-

tes de G-6-PD podem ser agrupadas em c¢inco clasges, a waber:

Ciespe | - Variantes deficientes associadas 3 anemia hemolftica créni-
ca.
Clespe Il - Variantes com deficiénecia grave da atividade enzimdtica

{menos de 10% da atividade normal?’.
Clapge Il - Variantes com deficiénéia modera&a ou Buave da atividade
enzimatica (10% a 60% da atividade normall.
Ciaege !V - Vartantes com deficiéncia muito suave da atividade enzimd-
tica ou msem deficiéneclia (60% a 100% da atividade normal?.
€lagge V - Variantes com atividade enzimitica aumentada (mais que o
dobro da atividade normatll,

Do ponto de visgta clinico 30 mais importantes, eviden-
temente, as variantes com atividade deficiente decorrentes de mutacgBes
que determinam a diminui¢3o da sintese enzimitica, ou 2 produgiic de
moldéculias com atividade catalftica diminufda ou ainda, a produc3o de
moléculas instdveirm. Dentre essar variantes deficientesm, s%0 partiéu-
larmente importantes as das classes l! e 111, uma vez que as da classe
1, a despeito de seu gignificado médico, sdo muito raras nas popula-
cOes.

A importancia dada as variantes das classes Il e 111}
deve-se ao fato de elas poderem provocar crises hemolifticas em seus
portadores, quando os mesmos gfHo expoetos a determinados agenteg de-
sencadeantes, tais como drogas, favas, acidose diabética, hipoglicemia
(SHALEV g¢ s/, 1385), ou infecgB8esm, como o especificado na Tabela 11.
Estudos recentes visando elucidar a raz3o pela gqual al-

guns indivfduos s%c susceptiveis somente & hemdélise induzida, engquanto
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Takela | = ClagssificagBo e numero de veriantes de §-6=PD (LUZZATTD A&
BATTISTUZZI, 158%).

[ CLASSE______________ __+ ESPORADICAS | POLIMGRFICAS | TOTAL |
i1. Deficiénecia enzimdtica gravel | i t
i com anemia hemoliftica i 79 i e 1 75 |
\___erbnica  _____ ______ ___ ___ )}
I1l1. Deficiéncia enzimética ] 54 | 46 | 100
\____grave ___________ —he 1
1111, Deficiéncia de moderada a | 40 | 25 i 65 |
b swave ]
ilv. Atividade enzimdtica normal}i ____ 17 ____+ ____ 16 _____ I\ ___33__1|
iv. Atividade enzimatica I 2 } O ] 2 1
| ___zumentada 1 _ S - l —
L roeTAL o \____.1%2 ____1______87_ l__279__1

Tabela 11 = Farmaceos gque podem preduzir erises hemelfticas em Iindivi-
duos com deficiénclia de G-6-PD.

L I EMPREGO _ . M ___ FERMACOS _________ . _ .}
! Analgésicos e | Acoetanilida, acetofenetidinax, acido a—- |
I Antipirédticos t cetil salicflicoXx, aminopirina (C), an- |
I ]

| | Dtaminodifeniisulfona (DD5), salicil- |
| i azulfapipiridina (Azulfadinal), sulface- I
| Antibacterianos sulfona-!| tamida, sulfadiazina, sulfameracina, sull
I midicos e suifdnicosz | fametoxipirida=zina, sulfanilamida, sul- |
} i fapiridina, sulfatiazeol, sulfisoxasol I
j

| } Kclido p-aminosallicf{liico (PAS), cloranfe-|
! Antibacterianos n3o ! niceol, furadantina (Hitrofurantoinal, }
I sulfénicos I furaltodona (Altofur), furazolidona, ni-|
1 H

| Antimaldricos | Pamaguina, pentaguina, primaquina, qui- |

O ! _nacrina, _gquinina, quinidina (€ ______ .|
| Ecido ascdrbicok*, dcido nalidixicoc, azuli

} de metilenoc%, dimercaprol! (BAL), fenil- |
| hidrazina, naftalina, nitritosx, trint- !
| trotolueneo, vitamina K gintéticax ]

Diversos

{C} - Apenag em individuos com a variante Mediterrinea.
X - Quandeo associados a InfeccBeg e outros fatores predisponentes,
comoc doengas crdnicas (BEIGUELMAN, 1979).
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cutros manifestam anemlia hemoliftica crbnica n3o esferocitica, apontam
na direc¢dc de que esse fato deve residir primariamente nas proprieda-
deo de cada variante individual de G-6-PD. Enquanto algumas das pro-
priedades mais relevantes ja foram identificadas, outras constituem-se

ainda em objeto de estudo, como & o caso das propriedades decorrentes

das anormalidades de membransa.

Assim nﬁo.reatam dividas gue a3 segquénclia de sventos gue
levam & hemdlise induzida esteja relacionada 2 incapacidade da célula
em se proteger com o consumo de glutati3o sob siresse oxidativo. No
entanto, a sequéncia de eventos que conduzem 3 hemdlise crbnica apenas
comega a ser elucidada. £ o caso, por exemplo, dos resultados obtidos
a partir de analises das membranas protéicas das hemdclas. Assim, en-
quanto que nag hemicias Gd(-) sem hemdlise crbnica parece n3ic haver
alteragBes de membrana, em quatro diferentes variantes Gd(-) azsgocia—-
das & anemia hemolitica crdnica n3o-esferocftica foram constatadas
tais alteragdes, apresentando a membrana celular agregadoz polipepti-
dicos incomuns, de alto peso molecular. P&de-se distinguir duas espe-
'cles distintas desses agregados, uma consistindo de especirina e outra
contendo espectrina associada a outras proteinas n3o globinicas (LUZ-
ZATTO & BATTISTUZZI, 1985).

Uma vez que esses agregados podem ser destrufdos pelo
mercaptoetanol, sugeriu-se que eles apareceriam através da formagfo de
pontes dissulfidicas intermoleculares, as quais sertam normalmente
evitadas pelo glutatiBc reduzido. Sugeriu-se também que essas altera-
¢Bes de membrana poderiam ser as responsavels pelas propriedades ffsi-
cas alteradas dos erittrdcitos Gd(-), como capacidade de filtragidoc re-

duzida, por exemplo, e pela viscosidade bastante diminufda da membrana
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que & observada nas células Gd(-) com anemia hemolltica crbnica ndo-
e=ferocftica,
Dentre as varlantes da classe 11, merece especial desn-

tamie a variante Mediterr@nea, que € encontrada mals usualmente em

itallanos, principalmente da Sardenha e da Sicflia, em gregos, Judeus
orientals, &rabes, persas e hindus. Jd o exemplo mais ilustrativo da
variante de G-6-PD da clagse 111 &, sem dﬂv{da alguma, o fornecido
pela variante Africana ou A™, bastante frequente em populagBes negroi-
des.

As hemdcias jovens ou velhas que contém a variante Me-
diterr8nea da G-5-PD apresentam uma atividade enzimitica muito pegque-
na, variando de 0% a 7% do normal, sendo por- essa raz3o, muito suscep-
tiveis 3 ag¥o hemolitica de drogas, favas e outros fatores. A mobilii-
dade eletroforética desmsa vartante & semelhante 3 da enzima B normal e
as ©Suas constantes de Michaelis para a G-6-FP & para a NADP situam-se
entre 19 o 26 e 1,2 e 1,6, respectivamente. A sua estabilidade est§
dimunufda frente ao calor e & sorologicamente distinguivel da variante
B normal (KIRKMAN s¢ &/, 1965; W.H.D., 1967},

Jad a variante Africana ou A de G-6-PD apresenta, em
hemécias com maig de 50 diag, atividade entre 8% e 20% da normal. Sua
migrag®o eletroforética & mais rdpida gque a da enzima normal & suas
constantes de Michaelis para G-6-FP e para a NADP s3%c normais. Alénm
disso, ela apresenta establilidade normal frente ao calor, nZo se dis-
tingue sorclogicamente da variante B & sgua atividade & praticamente

normal nog eritrdécitog mals jovens (BEUTLER, 1983).
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Como j& foi comentado anteriormente, cerca de 20% dos
homens negréides apresentam uma varliante de G-6-PD da classe IV, deno-
minada vartante A, cuja migra¢3o eletroforética & mais rdpida que a da
enzima normal, mas cuja atividade enzimiatica € apenas um pouco menor
que dessa dltima (BOX a 100% da attvidade normal). Como decorré&ncia de
sua atividade enzimidtica praticamente normai, os portadores dessa va-
riante da G-6-PD n3oc manifestam alteragdes cifnicas, n3o sendo sensf-
vels aoc efeito hemelitico de medicamentos (BEIGUELMAN, 1383).

De todas as varledades de G-6-PD com atividade defi-
clente, as que mostram maior importincia pela sua frequéncta, s%o as
variantes Negrdéide, Africana ou A, 2 variante MediterrSnea e a va-
riante Cant3o, frequente no Sul da China.

Nas populacBes negrdides e caucasdides brasileiras, a
frequéncia da deficié&nectla de G6-PD pode alcangar proporetes considerd-
veis entre os homens. De fato, estudos realizados em diferentes re-
gi%es do Brasil constataram entre os homens negrdides prevaléncias de
deficientes de G-6-PD em torno de 10%. Ja entre os homens caucasdides
dos Estados de S¥o Paulo e Rio Grande do Sul, foram encontradas fre-
quéncias de deficientes de G-6-PI0 em torno de 2% (BEIGUELMAN: 1968;
RAMALHO & BEIGUELMAN, 13876; HUTZ «¢ af, 1977; WEIMER e at, 1981; BEIl-
GUELMAN, 1983;: SENA, 1983; RAMALHO, 1986a}). As variantes defictentes
mais comumente encontradas nesses estudos brasileiros foram, evidente-
mente, a Negréide ou A” e a Mediterranea, embora também tenham sido
observadas algumas variantes raras de G-6-PD. Além disso, foram des-
critas em nosso pafs novas variantes dessa enzima, como & o caso das
variantes Minas Gerais (AZEVEDO & YOSHIDA, 1869) e Porto Alegre (HUTZ

of al, 1877) além, possivelmente, da variante Guafba (WEIMER g&f a7,

1981 .
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Analisando a literatura nacional a respeito da defi-
ciéncla de G-6-PD, constata-se que, apegar do grande nmimerc de traba-
lhos publicados, ainda s3%0 poucos og que abordaram os aspectos meédicos
desse tema. De fatc, as Unicas aval iagBes de morbldade dessa enzimope-
nia em populagBes brasileiras foram as realizadas por AZEVEDD e cola-
boradores (1978) entre homens negrdides de Salvador, BA e por SENA &
RAMALHO (1985) entre homens negrdides e caucasdides de Campinas, S5P.
No estudo reallizado em Salvador, os autores conclufram que a deficién-
cia de G-6-PD nZ3o ¢ suficientemente grave nc Nordeste do Brasil para
provocar um aumento significative do nimero de hospitalizagBes entre
or seus portadores, embora seja capaz de causar jcterfcia clinicamente
detectdavel. Da mesma forma, os resultados obtidos por SENA & RAMALHO,
indicam que a deficiéncia de G-6-PD ndc determina o aparecimento de
alteragdes clinicas graves na maiorla dos enzimopénicos da reglt3o de
Campinas. HNesse estudo pbde-se constatar ainda que, embora os defl-
cientegs de G-%-PD mantenham contacto frequente com fatores ambientals
potencialmente hemolfticos, talis como naftalina, sulfas e outros medi-
camentos, a intensidade do contato parece ger insuficlente para desen-
cadear, na maioria dos casos, hemdlise importante,.

A baixa morbidade da deficiénclia de G6G-6-PD observada
nesses estudos realizados em Salvador e Campinas deve-se, em grande
parte, ao fato de 2 maioria dos deficientes examinadogs apresentar a
variante Africana ou A da enzima, mals bkenigna, pois a deficiéncia
enzimética estd limltada as hemdcias com maiz de cinquenta dias.

Um aspecto clinico tmportante da deficiéncia de G-6-PD,
se bem gue ainda bastante controvértido, € o da transfus3o de sangue

de doadores enzimopénicos. Embora os autores n3o sejam unénimes em
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contra-indicar tal procedimento, & inegavel a existéncia de um risco,
pelo menos tedrico, de destruig¥o das hemdcias deficientes transfundi-
das a receptores medicados com drogas capazes de desencadear a hemd6li-
se. Além disso, existem evidéncias de diminuigSo da viabilidade das
hemacias deficientes durante a estocagem do sangue (ORLINA »f al,
1970). Também nesse casc, a transfus¥o de hemdcias com a varlante MNe-
diterraneas de G-6-PD oferece maiores riscos ao receptor, uma vez que,
na vartante A7, 2 hemdlise estd limitada as hemaciazs mais velhas.

Em um estudo realizado na cidade de Campinas, a fre-
quéncia de reagBes pds-transfuslonais n3o fot significativapente maior
entre receptores que haviam sido transfundidos com sangue Gd(-),4" do
que a observada entre 133 controles que haviam recebido hemaclas Gd{(+>
(RAMALHEO, SENA & VENTURELL!, 1885). Isso talvéz se deva ao fato de a
matioria dos enzimopé&nicos doadores de sangue dessa cidade apresentar a
variante A de G-6-PD (SENA, BARRETO & RAMALHO, 1984). E I{mportantie
ressaltar, neo entanto, gue esse resultado n¥o exclui a possibilidade
de ocorréncia de reacSes pés-transfuslonals graves em casos esporadi-
cos de uso de zangues deficientes de G-6-PD, sobretudo fg © doador
apresentar a variante Mediterrfnea (RAMALHO & BEIGUELMAR, 13876}. Tal
variante apresenta incidéncia significativa entre descendentes de ita-
jianog do Rio Grande do S5Sul (WEIMER g&¢ &J, 1981} e dc Estado de S30

Paulo (SENA, BARRETO & RAMALHO, 1384).

1,3, Defiecibreia de 6=6=PD e icterfeia negnatal

Em 1960, PANIZON chamou pelia primeira vez a 2tencg3o pa-

ra o problema da deficiéncia de G-6-PD no perfodo neonatal, ao descre-
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ver onze casos de lctericia grave em criancas da Sardenha em cujas fa-
mi{lias haviam casos de favismo. Duas dessasz criangas faleceram no pe-
riodo neconatal e cinco sobreviveram com graves lesfies cerebrais conse-
quentes a hiperbilirrubinemia. Nesse mesmo ano, SMITH & VELLA descre-
veram em Singapura treze casos de criangas chinesas com Kewnicterus
asgociado & deficiénecta de G-6-FD e WEATHERALL relatou mais quatro ca-
sos semelhantes em criangas procedentes da mesma drea,

Na Grécia, DOXIADIS e colaboradores (13861) obgervaram
gue um tergo da® criangas que necessitavam transfusio de substituii¢3o
n¥o apresentavam evidénelas de iscimunizagilo. Examinando mals detalha-
damente essas criancas, verificaram gque em gquase 3 sua totalidade elas
eram deflcientes de G-6-PD. A partir daf, a assocla¢¥o entre essa en-
zimopenia e 2 icterfcia neonatal vem sendo investigada por virios au-
tores em diversos paises, como & possivel observar pelos dados reuni-
dos na tabela 111. Segundo O5K!I & NAIMAN (1972}, a deficiéncia de G-6-
PD chega a constituir, em determinados grupos étnicos, a principal
causa de hiperbilirrubinemia neonatal e de encefalopatia bilirrubfni-
ca, bem como de indicagSo de transfusﬁes de substitulcio,.

A assoclagdoc etioldgica entre algumas variantes que
causam deficiénecla grave de G-6-PD, como 6 o caso das variantes Medi-
terrdnea & Cantdo, e a ictericia neonatal estd perfeitamente estabele-
cida na literatura (PANIZON, 1960 b,c; DOXIADIS, 1960; SMITH & VELLA,
13960; WEATHERALL, 1960; DOXIADIS g¢ &, 1961; JIM & CHU, 1963; SCHAE-
RER @¢ &/, 1963; LU gt al, 1966; W.H.O, 1967; OSKI & NAIMAN, 1972;
MILBAUER ¢ a7, 1873; TAN, 1981, entre outros}. Tal ictericia pode

atingir graus varidveis e n3o esté, necessariamente, assoctada a evi-

déncias de anemia hemolftica (MILBAUER; ¢ a7, 1973; TAN, 1981).
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Tabelna 11! - Alguns estudos BObre 8 associaclio entre a deficiénein de
G-o~PD @ a {cterfcia neconatal em vérias localidades.

1 _Localidade geogrdafica ________t Ano _ )\ __________ Autores _________1
i Kfrica do Norte (Dacar) 1 1871 | Tchernia g¢ aiii I
i KEfrica Ocidental (Nigérial 1 1863 | Capps wof al i
i I 1966 | Ifeskwunigwe & Luzzatto }
| I 1980 | Dlowe & Ransome~Kutt i
| Africa do 5ul i 1964 | Levin gf ali/ }
! (Cidade do Cabo)l 1882 | Roux gf aliy {
| Brasil (S%c Paulo) I 1871 I Segre i
| {Sailvador) | 1974 } Azevédo & Azevedo t
i {Campinas) 11979/811 Ramalho ]
I Canadd | 1264 | Naiman & Kosoy I
! China I 1963 | Strickland & Hu 1
i | 1968 | Lai g alfii |
i I 1981 | Tan I
{ Cuba } 1883 | Estrada & Gonzdlez i
| Estados Unidos (Baltimore?’ I 1963 | Zinkham |
| (Havarf) I 1963 {1 Jim & Chu 1
! 1 1963 1| O'Flynn & Hsta |
| (Filadélfia) i 1967 I Eshaghpour gp¢ al%k l
i {Nova lorque? b 1967 | Wolff gf al? [
| I 1973 I Karayalcin gf a;/ !
| Grécia (Atenas) | 1961 I Doxtadis w¢ af I
i 1 1961 | Valaes }
| i 1962 | Fessag = alf |
{ I 1964 | Doxiadis & Valaes I
t t 1968 | Zannos-Mariclea ¢ ajf {
I ! 1969 i Panageopoulos gf arf J
| | 1963 | Valaes gf al/i !
i (llha de Lesbos) I 1964 i Doxiadis wf alf |
i fndla (Regido Destel | 1964 | Baxi g¢ a7y |
[ (Regl¥o de Maharashtra) | 1368 | Deshmuk & Sharma 1
| {Poona) i 1968 | Dutta g aJf |
| e . |_1982 | Bhandari gf =aj ]
i lsrael t 1363 | Szeinberg gf afss !
I 1 1983 | Ashkenazi g¢ af j
1 Itdlia I 1962 | Babini{ & Sailvioli i
i t 1962 | Gaburro gf af I
] i 1964 I Vechio 1
! 1 18964 | Tunioll i
I I 1965 | Vechio I
i I 1966 | Chiappe & Leone |
| | 1980 | Melonl =t ariyi |
] I 1980 | Meloni g¢ a7f i
| | 1980 | Baildtini g afis I
i Jamaica | 1979 | Gibbs w¢ 7 I
i Maldsia !} 1868 | Brown & Wong 1
I i 1977 1 Lle-Injo e¢ aiii i
| México 1 1969 | Bornstein gpf 3774 I
} i 1981 1 Vaca gf afii i
| i 1884 | Vaca =f a;} }
{ I 1985 | Veldzquez gt alii i
| Sufca i 1863 | Schaerer gf & j
I TatiSndia I 1963 | Flatz ¢ 37 |
| _Vietname (Saiqgon)_ __________ 1 1968 __| Chat o¢ a7 _ ____ . ___._ ]

* estudo feitec em prematuros.
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J& entre recém-nascidos negrdides, que apresentam a va-
riante Africana ocu A~ de G-6-PD, os dados disponiveis na litteratura
ainda s¥%o bastante contraditdérios no que diz respeito 3 ictoericia neo-
natal. De fato, enquanto na Higéria a deficiéncia de G-6-PD pode de-
terminar ictericia que pode variar da ligeira hemdlise aoc Kegrnicterus
(CAPPS st &/, 1963; IFEKWUNIGWE & LUZZATTO, 1966), entre negrdéides
norte-americanos a associag¥o entre essa enzimopenia e a icterfcia
neonatal foi constatada no trabalho de KARAYALCIN e colaboradores
(19733, mas n3o nog de O'FLYNN & HSIA (1863), ZINKHAM (1963) e WOLFF e
colaboradores (1967). Também entre recém-nascidos bantoe, encontrou-se
uma frequéncia malor de deficientes de G-6-PD entre agueles com icte-
ricia do que no grupo controle (LEVIN =¢ 57, 1364),

A possiblilidade de a variante Africanz ou A~ de G-6-PD
causar icterfclia neonatal tem sido sugerida por viariocs autores (GILLES
& TAYLOR, 1961; HENDRICKSE, 1965; ESHAGHPOUR g¢ at, 1967; LOPEZ & CO
OPERMAN, 1971; KARAYALCIN ¢ ar, 1973; BIENZLE gf at, 1976; GIBBS g¢
al, 19739, entre outros) embora sempre se ressalte a n¥c obrigatorteda-
de dessa associag@o e o fato de ela, curiosamente, pafecer ser mais
comum nas populacaeslnegréides nZo norte-americanas. Além disso, o
aparecimento da ictericia neonatal em negrdides deficientes de G-6-PD
mostrou-ge claramente associado ao uso da vitamina K em alguns estudos
(ZINKHAM, 1953) e nZo em outrozs (CAPPS =¢f a7, 1963).

No Brasil, a sssociac¢lo entre a deficiénecia de G-6-PD e
a lctericia neonatal 86 fol investigada no Estado de S5%c Paulo e na
Bahia, com resultados também discordantes. No primeiro desses estudos,
realizado na cidade de 5%o0 Pau]é, SEGRE (13871) observou um aumento

gignificativo da frequéncia de deficientes de G-6-PD entre recém—nas-
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cidos ictéricos caucasdides e negrdides do Hospital do Servidor Publi-
cc Est=2ual "Francisco Morato de Oiiveira” (HSPE-FMO}), que apresenta-
vam nfveis de bilirrubina iguais ou supertiores a2 12 mgX. Nesse estudo,
a deficiéncia de G-6-PD fol investtigada laboratorialmente apenas por
intermédico de um teste de triagem, ou seja, do teste de reducg3o da me-
temogiobina (BREWER g¢¢ a/, 1960), realizado em. amostras de sangue co-
lhidas por pun¢3c venosa. N¥o foram examinadas as criangas com lcteri-
cia leve e nem confirmados o8 casos de deficléncia de G-6-PD por exa-
mes mals espec(ficos. Quanto a esse aspecto, & Iimportante ressaltar
que o teste de redug¥o da metemoglobina pode acusar resultados falsa-
mente pogsitivos na presenga de anemia e falsamente negativos na vigén-
ciz de eplisaddio hemolftico (OSKI & NAIMAN, 1972; BAPAT go¢ af, 1976;
BEIGUELMAN, 1983), razdc pela qual deve ser interpretado com <cautela
quando smpregado em pacientes lcltericos.

Ja em 1874, AZEVEDO & AZEVEDO, investigande recém—nas-
cidos mestigos da cidade de Salvador, Bahia, observaram que a frequén-
cia de deficientes de G-6-PD era praticamente a mesma entre recém-nas-
cidos ictéricos e ndo ictéricos, afastando a possibilidade de a defi-
ciéncia de G-6-PD ser um fator etioldgico importante, nessa populagZo,
de hiperbilirrubinemia neonatal. Nesse estudo, a deficiéncia de G-6-FD
fol investigada apenas por eletroforese em amostras de sangue colhidas
por puncio digital ou calcl@nea, n¥c tende sido realizado o ensalio en-
zimdtico quantitative. Dentre os 30 deficientes de G-6-PD examinados,
29 provavelmente apresentavam a variante Africana ou A dessa enzima,
e apenas um apresentava a variante Mediterr8nea. N3oc & mencionade nes-
se trabalho o grau exato da icterféia apresentada pelos recém—nascides

examinados, embora as autoras refiram terem excluido da amostra as

criancas com ictericia discreta ou duvidosa.



RAMALHO (18739, 1981), retomando o problema na cidade de
Campinas, SP, examinou recém—nascidos a termo do Hospital de Clintcas
da UNICAMP, investigando a deficiéncia de G-6-PD em amostras de sangue
do corddo umbilical e seguindo clinicamente os recém-nascidos defi-
cientes para verificar o aparecimento ou ndc de icterfcia. A Iinvesti-
gagdo da deficiénecia de G-6~-PD em sangue do cérd%o umbilical possibi-
lita a aplicag3o do teste de triagem antes da ocorréncia de um even-
tual episddio hemolitico pds-natal, diminuindo, portante, a interfe-
réncia de fatores como a anemia e a preponderdncia de eritrdécitos jo-
vens no resultado do exame. U diagndstico laboratorial da deficliéncia
de G-6-PD também foi feito nesse estudo apenas pelo teste de reducso
da metemoglobina (BREWER gz¢ s/, 1960), embora as criancas deficientes
tenham sido re—-examinadas com um m&s de vida, para exclus¥o doe casos
falsamente positivos na triagem inicial.

Cerca de 26% daz criangas levadas a fototerapia por
ocagi 8o dessé estudo eram deficientes de G-6-PD, o gque levou o autor a
suspeitar que tal enzimopenia pudesse sei uma'causa importante na re-
gido de Campinas de icterfcia moderada, que requer tal procedimento.

Outra evidéncia indireta de uma possivel associag¥o en-
tre a deficiénecia de G-6-PD @ a {cterfcia neonatal em populagdes pau-
listas foi fernecida pelo trabalho de RIVERD e colaboradores (1981),
J3 que esses autores puderam constatar casos de Agrnfrforus entre os
deficientes de G-6-PD matriculadeos no Instituteo da Crianga, na cidade
de 5%o Paulo.

Recentemente, PAIXXD e colaboradores (13986) investiga-
ram a deficiénecia de G-6-PD em amostras de sangue do cordi@o umbilical

de recém-nascidos caucasdider e negrdides do Hospital de Clinicas de
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Ribeir%o Prete, SP. Infelizmente, noc entanto, esses autores n%c fazem
referéncia quante ao aparecimento ou n3o de icterfcia nos deficientes
de G-6-PD por eles diagnosticados.

Concluindo esse {tem, parece importante comentar que,
apesar dos recentes avangos tecnoidgicos e clentificos, a lcterfcia
neonatal continua sendo um problema 1mportanté para os neonatologis-
tas, frente ao grande niumero de diagndsticos diferenciats possiveis
com qQue deparam esses profisgsionais quando diante do recém—-nascido ic-
térico.

Das conhecidas isoimunizagdes dos sistemas ABO e RH as
sindromes de Gllbert e Crigler—-Najjar, tzis diagndésticos diferenciais
inciuem situagBes tdo disparesg quanto a fibrose cigtica, o cisto colé-
doco ¢ a sifilis congénita entre outras, todas com caracteristicas la-
boratoriais prdéprias, mas com manifestagBes clinicas nem sempre  bem
diferencladas (LEE & HENRY, 1979; ZIMMERMAN, 1979).

Dentre os diagndsticos mais frequentes, o da "icterfcla
flesioldgica do recém—-nascido”, caracterizada por lcterfcia tardia, com
pitco entre 32 e 52 dias e declinio lento até o 102 dia, &, sem divida,
O que aparece em mals alta percentagem nas criangas levadas a fotote-
rapia nos hospitais. Tal diagndstico, no entanto, pode ser contestado
em grande nimero de casos, jd que muitas causas de ictericia neonatal
nd3oc s%c investigadas laboratorialmente na maioria dos servicos brasi-
leiros de neonatologia. Dentre tais causas possfvels de hiperbkbilirru-
binemia do recém—-nascido encontra-se, evidentemente, a deficiéncia de

G-6-PD. ] -
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11. OBJETIVOS

A investigag¥o rotineira da deficiénecia de G-6-PD em
recém-nascidos & um procedimento bastante util em nosso melo por va-
rias raztes, tals como:

1. permite o diagndstico precoce de um dos erros inatorg do metabolismo
mais frequentes em nossas populag¢Bes, possibilitando a prevengdo de
crises hemolfticas em seus portadores;:

2. permite uma escolha mals criteriosa da medicagdc a ser prescrita
para o recém-nascido deficiente de G-6-PD e/ou 3 sua nutriz;

3. esclarece alguns casos de icterfcla neonatal.

Iinfelizmente, no entanto, tal investigagdo, apesar de
insistentemente recomendada por alguns autores (BEIGUELMAN, 1979,
1283; RAMALHO, 1979, 1981, 1986 a,b; SENA g¢ s/, 19B4; PALIXXO ¢ a7,
1986), ainda & reaiizada de forma.. apenas excepcional em nosso pafls.
Alguns servigos hrasileiros de neonatcologla limitam-se, na melhor das
hipdteses, a investigar a deficiéncia de G-6-PD em algune casos de hi-
perbilirrubinemia acentuada, sem evidéncias de isoimunizacio.

Isso talvez se deva, pelo menos em parte, ac fato de a
relacdo entre a deficié&ncia de G-6-PD e a ictericia neonatal ainda n%o
estar perfeitamente caracterizada em nosso melio. Realments, como ja
foi comentado no ftem anterior, os poucos trabalhos realizados no Bra-
sil sobre esse assunto, além de empregarem diferentes metodoiogias,
ainda obtiveram resultados muitas vezres contradftdrios. Além disso, a
variante deficlente de G-6-PD mais frequente na maior parte do terri-
tério brasileiro, a variante Africana ou A , tem um papel controverti-

do como determinante da icterfcia do recém—nascido.
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Tendo em vista a situag¥o exposta, a autora julgou im-
portante que esse assunto fosse esclarecido através de um estudo pros;
pectivo realizado em uma amostra suficiente de recém-nascidos, empfe—
gando metodologlia apropriada.

Este trabalho tem por objetivos, portanto;

1. Investigar se a deficiéncia de G-6-PD é realmente uma causa i{mpor-
tante de icterficia neonatal moderada (++), em nosso melo;

2. Investigar se eos8a enzimopenia estd correlacionada etiologicamentse
3 icterfcia neonatal leve (+);

2, Verificar se o aparecimento de icterfcia no recém—nascido deficien-
te de G-6-PD estd correlacionado a algum fator desencadeante, tal como
medica¢¥o incompatf{vel na crianca ou em sua nutriz, infecc3o, hipdxia,
acidoge, hipoglicemia, etc;

4. Investigar a relaglo entre a variante Africana ou A~ de G-6-PD e a
icterfcia neonatal em nossa populagio;

5. Comparar os resultados obtidos na investigac¥o da deficiéncia de
G-6-P0 em amostras de sangue do cord3o umbiliical realizada por dotis
testes de triagem, ou seja, pelo teste de réduc%o da metemoglobina
(BREWER =¢ al, 1960) e pelo teste de descoramento do azul cresil bri-—
lhante (MOTULSKY & CAMPBELL-KRAUT, 196l1) com oz obgervados peloc ensaio
enzimdtico quantitativo e pela eletroforese de G-6-PD.

6. Sugerir procedimentos que permitam a investigac3c simples, econdbmi-—
ca e eficiente da deficiéncia deo G-6-PD em recém—nascidos brasileiros.

Uma wvez que a Icterficia neonatal grave {(+++) & mais

rara, a sua asgoclagdo com a deffciéncia de G-6-PD esgtd sendo inves—

tigada pela autora em outro trabalho.
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111, Casufetica e Ndétedes

Para a realizaclo do presente trabalhe, foram examina-
dos 697 recém-nascidos a termo da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas. Dentre estes, 351 eram filhos de
parturientes negrdides e 346 apresentavam genitora caucasdide.

Todas as criangas examinadas apresentavam idade gesta-
cional, determinada gsegyundoe o mdétodo gomitico de CAPURRO e colaboradoeo-
res (1978}, igual ou superior a 37 semanas e Inferior a 42 semanas. O
peso dos recém-nascidos variou de 1780g a 4450 g. N30 foram examinadas
¢criangas pré-termo, uma vez que a prematuridade pode determinar uma
deficiéncia transitdria de G-6-PD (VULLO & TUNRIOLI, 1361; OS5KI & NAI-
MAN, 1972}.

Foram condic¢@es constantes ¢ uniformes a todos os re-
cém—nascidos: a) clampeamento do cord3o umbilical, sem ordenha, con-
forme conduta do Servigo de Obstetricia da Faculdade de Ciéncias MNédi-
cas da Universidade Estadual de Campinas; b) administrag3o de uma dose
de 0,5 mg de vitamina Kl natural (Kanakion) por wvia intramuscular, lo-
go apds o nascimento, independente do peso e da ldade gestacional; ¢
aleitamento materno a partir de 2 horas de vida, em regime de livre
demanda em alojamento conjunto, de acorde com a Rotina do Servigo de
Neonatologia do Departamento de Pediatria da Faculidade de Ciéncias Mé-
dicas da Universidade Estadual de Campinas.

Entre os recém-nascidos negrdéides, 178 eram do sexo
masculino e 173 do sexo feminino enquanto que, entre as criancas cau-

casdides examinadas, 192 eram do sexo mascullino e 154 do sexo femini-

no.
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Foram coletados de cada recém-nascido 5 2 & ml de =san-
gue do cord¥o umbilical, acondiclionados em 2 frascos esterilizados.
centendo, respectivamente, uma solug3o anticoagulante de sal potdssico
do dcido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10%, na propor¢3o de 1 mg
per ml de sangue (DACIE & LEUIS, 1970) e, uma solug3o anticoagulante
de ACD, na proporg¢ic de 3 ml de sangue para 1 ml de ACD (0,44g de 3dci-
do cfitrice anidro; 1,329 de citrato de sddio; 1,47g de dextrose e &gua
destilada g.s8.p. 1000 mi).

Os frascos contendo sangue fresco do cordfo umbilical
foram mantidos sob refrigeragdo e transportados ao Departamento de Ge-
nética Médica da Faculdade de Ciénclas Médicas da Universidade Esta-
dual! de Campinas, para a realiza¢3o dos exames laboratoriais dentro do
prazo méximo de 12 horas nas amostras colhidas com EDTA ¢ no prazo ma-
ximo de sete dias nas amostras colhidas com ACD.

Para comparag3oc dos resultados obtidos ncg diferentes
testes, a deficiénecia de G-56-PD fol investigada simultaneamente pelos
métodos de redugio da metemoglobina (BREWER g¢f &), 1960), descoramento
do azul cresi! brilhante (MOTULSKY & CAMPBELL-XRAUT, 1961), ensaio en-
zimdtice quantitative (BEUTLER, 1975) e eletrofcorese em gel de amido
(W.H.O., 1867) em uma subamostra tnicial de 257 recém-nascidos. Dentre
esses, 140 eram fiilhos de parturientes negrdides (72 do sexo masculino
e 6B do sexc feminino) e 117 apresentavam genitora caucasdide (59 do
sexo masculino e 58 do sexo feminino).

Para a realizag¥%o dg teste de rediczo da metemoglobina,
adicionou-se 1 ml de sangue colhido com EDTA 2 tubog identificados pe-
lag letras a, b e c. Apds acrescentar 0,05 ml de solug¥o de nitrito de

sédio/glicose (5g de glicose e 1,25g de nitrito de =sdédio em 100 ml de
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dgua destilada) aos tubos b e ¢, e 0,05 ml de soluglo de cloreto de
azul de metileno (150 mg de cloreto de azul de metileno tri-hidratado
"Carlo Erba” em 1000 ml de &dgua destilada) ac tube ¢, misturou-se sua-
vemente o© sangue com OB reagentes e incubou-se o8 tubos de ensaio en
banho-maria a 372C durante 3 horas. Em seguidé, transferiu-se uma alf-
quota de O,! ml de cada tubo para outros tubos (2', b’ e ¢') contendo
10 mi de &dgua destilada. Apdés a homdlise, a cor do tubo ¢’ (tubo tes-
te) fol comparada visualmentie com as dos tubos a3’ e b'. 0Os casos em
que a cor do tubo teste mostrou-se {gual a do tubo a’ (vermelho claro?
foram consliderados normais. J3 aquelies em que a cor deo tubo teste mos-~
trou-se igual & do tubo b' (marrom acastanhado) foram considerados co-
mo deficientes de G~-6-FD.

Com o intuito de verificar a possivel ocorréncia de ca-
sos falsamente positivos com o teste da reduglc da metemoglobina, os
sangues positivos foram incubados por maits uma hora e, posteriormente
submetidos a nova leitura apds 4 horas de incubagio, conforme recomen-—
dado por BAPAT e colaboradores (1976}).

Para a realizagdo do teste de descoramente do azul cre-
sil brilhante, adiclonou-se 0,02 ml de sangue a tubos de ensalio con-—
tende 1! ml de dgua destilada. Apds a hemdlise, adicionou-se a esses
tubos 0,1 ml de solugo de G-6-P (825 mg de sal sédico de &6~fosfato de
glicose em 100 mil de agua destilada), 0,1 mi de solu¢io de NADP (50 mg
de HNADP em 100 mi de &égua destilada), 0,25 ml de corante (32 mg de
azul cresil brilhante da "National Aniline Dye”"em 100 ml de dgua des-
tilada) e 0,2 ml de tamp3o (8,96g de tris-hidroximetil-aminometano, 3

ml de dcidc cloridrico concentrado e 97 ml de dgua destilada), Os tu-

bos foram homogeneizados por invers3o, incubados em banho-maria a 372C
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e observados apds 40, 60, 90 e 120 minutos de incubag3o. Foram consi-
deradas ctomo deficlentes de G-6~PD as amostras que n3o tiveram sua cor
inicial modificada apds 90 e 120 minutos de incubacg3o, j& qué nas
amostras com atividade normal dessa enzima, o descoramento do azul
cresil-brilhante & observado entre 40 e 65 miﬁutos. Para melhor con~
trole, usou-se em cada bateria de tubos, amostras de sangue com ativi-
dade de G-6-PD normal e outras deficientes de G-6-PD.

Para a realiza¢%o do ensaic enzimético quantitativd )
da weletroforess de G-6-PD, foram utilizadas as amostras de sangue de
cord¥o umbilical colhidas em ACD e mantidas sob refrigeragido (4=20),
que foram examinadas no Setor de Enzimopatias do Laboratdrio de Pe=z-
quisas Hematoldgicas do Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de S3o Paulo.

0O engaio enzimatico para a medida da atividade de G-&6-
PD fol feito de acordo com a técnica de BEUTLER (1975), que basela-se
no aumento da absorbincia determinado pela gerag¥%c de NADPH. Para tan-
to, preparou—selo hemol isado adicionando-se as hemacias lavadas a uma
solug¥o estabilizadora contendo 10 UM de NADP, 7 mM de B-mercaptoeta-
nol e 2,7 mM de EDTA sédico pH= 7,0 numa proporc¢i%c de hemdcias:solucg3o
estabilizadora igual a 1:13. O material fol homogeneizado e a hemdlise
cbtida por congelamentc e aguecimento. Mediu-se ent3o a hemoglobina do
hemol i sado.

Para a quantificag3o enzimdtica foram usados 2 tubos
contendo, cada um, 580 U] de &gua deionizada, 100 M1 de HRADP, 100 U|
de tamp%o tris-HCl 1,0 M, pH= 8,0 e 100 1 de MgCl, 0,1 M. Adicionou-
se 20 yl de hemolisado em cada tubo € incubou-se a 372C por 10 min. Em

seguida, colocou-se 100 ul de G6-P & mM no tubo padr3c e 100 pyl de
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dguwa deionizada no "blank”. Leu-se a absorbancia (A)(densidade Opti-
ca) a 37=2C durante 10 minutos, em cubetas com percurso ¢ptico de 1 cm,
em comprimento de onda de 340 nm, com auxflio de espectrofotbmetro.

A atividade de G-6~PD foi calculada pela seguinte equa-

cdo:

atividade (U.1.)/g Hb = {A A/min). 10°

6,22 . (Hb) . {(vol. enzimal
- A A/min = diferenga de absorbSncia por min. obtida com a leitura
apds a estabilizaglo da solugio.
- Hb = hemoglobina do hemolisado em g/dl.
- Vol. enzima = wvolume do hemolisado colocado nos tubos padrido e
"blank” = 20 Ul.

Ja a eletroforese de G~6-PD fol realizada de acordo com
.a técnica recomendada pela Drganizac§§ Mundtal de Saidde (W.H.O.,
1967)., Para tanto, preparou-se uuma suspens3o de 13% de amido hidroli-
sado (Connaught) em 150 ml de solug¢®o 0,5 M de tris-cloreto, pH B,B (a
25=C», 15 nml de solu¢g¥o 0,27 ¥ de EDTA sddico, pH 7,0 e 1350 ml de
dgua destiiada. Tal suspengdc fol homogeneizada sob alta temperatura e
agitagdo constante; até a formag¢3o do gel de amido. Apds o resfriamen-
to a aproximadamente 602C, adiclonou-se HADF até umé concentragd3c fi-
nal de 10 uM. A seguir, o gel foi depoaitado em um recipiente retangu-
lar de bhordos elevadeos, que permaneceu por 40 minutos em c8mara fria e
que fol, em seguida, mantido em temperatura inferior a 42C durante 4
horas.

As” amostras de sangue total foram centrifugadas a 3000
rpm durante 5 minutos, retirando-se, a seguir, o plasma sobrenadante.

0 concentrado de hemacias fol lavado 3 vezes com solugBo de cloreto de
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s6dio a 0,9%. Ao volume final de hemiaclias foil ent3o, adicionado 30 vo-
lumes de solu¢¥c hemoclisanle (HADP 10 UM, betamercaptoetancl 7 nM e
EDTA sddico 2,7 mM). A mistura fei homogenelzada por agitaclo e, enm
seguida, centrifugada a 900 rpm durante 30 minutos. O hemolisado so0-
brenadante fot dilufdo em dgua e tamp3o em concentrag¢¥o igual a usada
n2 dissolucdo do amido, mantendo-se gsempre a concentrac¥o de hemoglo-
bina inferior a lgXk.

As amostras de hemolisado foram embebidas em tiras de
papel de filtro, que foram colocadas em fendas feitas no gel. Toda a
superficie do gel fol, em seguida, recoberta por uma pelfcuia plésti-
ca.

A corrida eletroforética foi realizada a 22C durasnte 16
horas, sob a diferenca de potencial de 2 volts por centimetro, wvalen-
do-se de um sistema horizontal. Utilizou-se na cuba de eletroforese um
litro da mesma solu¢¥o tampHo usada na preparagfo do gel, acrescida de
3g de cloreto de sddio. No compartimento do cdtodo adicionou-se NADP
em quantidade suficiente para obter-se uma solug3o 10 M.

Apés a corrida eletreforética, a placa de gei de amido
fol cortada em duas, com a ajuda de um fio de cobre, retirando-se =a
camada superior. A camada inferior fot levada,.entﬁo, para =a c@mara
escura, onde se procedeu a identificag¥o das zonas de atividade AG
G-6-PD. Para tanto, recobriuv-se o gel com a soluc%o corante (10 mg de
s21 sdédico de G6-P, 2 mg de MTT tetrazdédlio, 2 mg de metasulfato de fe-
nazina, 2 mga de NADP e 10 ml de tamp3o tris-HC) 0,1 M, pH B8,0), proce-
dendo-se a leltura apds 2 horas.

A disténcia entre a banda de G-6-PD e o ponto de apli-
cag3o fol medida em centimetros e comparada com a migrag3o de um pa-

dr3c normal Gd(+), B , 2a qual se atribuiu o valor de 100%.
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Apds a comparagdo dos resultados obtidos pelogs diferen-
tes métodos de inQestigacﬁo da defliciéncia de G-6-PD nessa subamostra
inicial de 257 recém—nascidos, adotou-se no restante da casufstica a
triagem pelo método de reducgdo da metemoglobina, sendo o casos tria-
dos novamente examinados pelo teste do descoramento do azul cresil
brilhante e, poeteriormente, submetidos aoc ensaio enzimético quantita-
tivo e a eletroforese de G-6-PD. Evidentemente, 03 casocs falsamente
positivos na triagem inicial n3c foram considerados como deficientes
de G-6-PD.

Cada crianga examinada mereceu uma ficha especial {ane-
%0_1) na qual, além da identificagio, foram registrados dados de inte-
resse para a2 interpretacfo da icterfcia eventualmente manifestada peio
Tecém-nascido. Foi dada énfage especial a medicagdo recebida pela
crianga e pela sua nutriz.

Como conduta normal dos Servigos de Obstetricia e HNeo-
natologia da Faculdade de Ciféncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas,'a tipagem sanguinea do recém-nascido e da sua m3e foi reali-
zada loge apds o nascimento, de tal forma que as proviédvels isoimuniza-
¢Bes por incompatibilidade sangufnea materno-fetal pudessem ser pron-
tamente identtificadas. Sempre que necessiarioc, fol realizado o teste
direto de Coombs.

Os recdém-nascidos icteéricos foram ou n3o encaminhados 3
fototerapia, conforme os critérios de indicac%o desse procedimento te-
rapéutico, estabelecidos pelo Servxco de Neonatologia do Decpartamento

de Pediatria da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual
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Todos os receém-nascidos foram examinados clinicamente a
cada 12 horas, sendo a sua eventual ictericla classificada em termos
do numero de horas de vida em gue se Iiniciou, das zonas de progressfo
cranio-caudal (KRAMER, 1963) e da conduta clfinica exigida. Assim, a
icterfcia Jleve (+) n3o desperta maiores cuidados, requerendo apenas
obgervacgdo, a moderada (++) requer dosagem de bilirrubinas e fototera-
pia & a grave (+++) exige transfus3o de substituic¢do. A dosagem de bi-
lirrubinas foi feita em fun¢¥o do grau de itcteri{cia manifestada pelo
recém-nascido, que recebeu, evidentemente, os cuidados de rotina para

A comparaglo da incidéncia de jctericia entre recém-
nascidos Gd(+) e defictentes de G-6-PD fol feita pelo teste do qui-qua

drado (X°), empregando—-se, sempre gue necessdaria a corregdoc de Yates.

O nivel de significéncia estabelecido foi de 5%.
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1V. RESULTADOS

Foram diagnosticados 25 recém-nascidos deficientes de
G-6-PD, 21 dos gquals do sexo masculino e 4 do sexo feminino.

A frequéncia da enzimopenia entfé os recém-nascidos do
sexo masculino fei igual a 9,5% (17 em 178) entre os filhos de genito-
ras negréides e a 2% (4 em 192) entre os filhos de genitoras caucasdi-
des. Entre as meninas negrdides, 2,3% (4 em 173} eram deficientes de
G-6-PD.

Todag as criancas deficientes de G-6~PD, com exceco de
apenas uma, apresentaram uma variante da enzima com migracio eletrofo-
rética rdapida, compativel com a variante Africana ou A~ . Apenas um
defliciente caucasdide apresentou uma enzima com caracteristicas ele-
troforéticag altamente sugestivaes da variante Mediterrénea. |

Verificando-ge a exposi¢io dos casos examinados a medti-
camentos e outros fatores do meio ambiente potencialmente desencadean-
tes de hemdélise, constatou-se que todas ae criangas haviam sido medi-
cadag exclusivemente com vitamina Ki (0,5 mg de "Kanakion por via in-
tra-muscular), tendo as suas m¥es recebido no puerpério cloranfenicol
{("Quemicetina”) e oxitdcico ("Syntocinon”). As criangas deficiente&s
de G-6-PD n3o foram expostas a outros fatores medicamentosos ou am-
bientdis capazes de desencadear hemdlise. O teste direto de Coombs mos-
trou-se negativo em todas as criangas deficientes de G-6-PD nas quals
ele foi realizado.

Na tabela 1V s3c apresentados alguns dados clinicos e

laboratorials dos recém—nascidos diagnosticados como deficientes de
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G-6-PD, Conforme ¢ possfvel observar nessa tabela, 14 enzimopénicos
(56%) n3%o manifestaram icterfcia neonatal, 4 (16%) manifestaram icte-
riclia leve (+) e 7 (28%) foram levados a fototerapia por apresentarem
icterfcia moderada (++).

A Incidéncia de icterficia ndo diferiu significativamen-
te entre os recém—nacidos deflicientes de G-6-PD ¢ as criancas com ati-
vidade normal dessa enzima (Tabela V). Retirando-se da amostra o dnico
portador da variante Mediterr&nea de G-6-PD, a incidéncia de ictericlia
também n3o diferiu significativamente entre os recém-nascidos enzimo-
pénicos e os controles Gd (+) (Tabela VI).

Levando-se em considerag¢io, entretanto, o grau da icte-
ricta manifestada pelos recém-nascidos, foram obtidos, curiosamente,
resultados diferentes no que diz respeito 2 icterfcla leve e 3 modera-
da. Assim, enquanto que a incidénecia de ictericia leve (+} n3o dife-
riu significativamente entre recém-nascidos normais e deficientes de
G-6-PD (Tabela VII), a incidénclia de ictericia moderada (++) fol sig-
nificativamente maior entre as crianc¢as enzimopénicas (Tabela VII1),
mesmo quando 8¢ excluiu da amostra o recém-nascido portador da vartan-
te MediterrSnea (Tabela 1X). Esses resultados indicam, evidentemente,
que a deficiéncia de G-6-PD n%c se mostrou associada & icterfcia leve
na amostra examinada, embora tenha se mostrado fortemente asscociada 2
icterfcia moderada.

Quanto a esse dltimo aspecto, cumpre ressaltar que den-
tre as 697 criangas examinadas apenas 32 (4,6%) foram levadas & foto-
terapia per terem manifestado icternfcia moderada, 7 das quais (21,8%)

oeram deficlentes de G-6-PD.
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Tabela IV - Alguns dados clfnicos e laboratoriais dos recém-nascides
com defieiénein de 0~&=FD,

N2 DOISEXODIGRUPO RACIALITIPO SANGUfNEO | _______ ICTERICIA 1
L_RN_i _)l___DA MRE __| DA MXE| DO RN | InfCIO__J)GRAUIBILIRRUBINAS]

1 34 I M | Negrdide __I0-RH(+)IO-RH(+>| -} -\ ____ 1
| 56 1 F__1| Negréide _ IB-RH(+)I0-RH(-)112-24 hs | ++ | 7,0 mg%(17h) |
1 64 | M__1 Negroide __I10-RH(+)|A-RH(-)|apds 48hs|__+_| = !
1. 73 1 M _| Caucasdide IA-RH(+)IA-RH(+)124-36 hs | _+ | ______ Y §
1 78%1 M | Caucasdide !O-RH(+)IO-RH(+)llas. 12hs) ++ 110,0 mg%(44h) |
1304 1| M__| Negrdide __IO-RH(H)IB-RH(+>} - V- {_ _____ e
1216 || F__| Negroide _ I RH(=)IA-RHC(+2>! ___- ¢ -V ______ e
1225 ) M__| Negrdide IO-RH(#)I1O-RH(+) ! - | - 1_ - )
1231 | F__1 Negrdide _ J10O-RH(+)IB-RHC(+>}¢ __ - __{ - _ _____ s L
1247 1 M ! Negrdlde {IO-RHC(+>} v -t - T}
1259 | M__| Negrdide _1A-RH(+)IA-RH(+)| R N B P
1260 | M__| Negroide __[B-RH(+)IB-RH(+)1_ 24 hs _|_ ++_ | 9.9 mgXx_ (36h)1
1270 1 M__| Caucasdide I0-RH(-)ID-RH(+>!_ 24 hg_ _i ++_ 110,5mg% (30h) 1|
1282_i F__| Negrdide __|0~RH(+)I10-RH(+)] = l__-_1_ - - i3
1290 | M__| Negrdide __I|A-RH(HIIA-RH(+)} __ - ___|_ =~ 1_ = - 1
1309_1 M__1 Hegrdide __ 10-RHL=D)10-RH(=21_ _12 hg | _++ 111,55 moXi20h} |
1313_1 Mt Negrdide IA-RH(-)IA-RH(+>} 48 hs 1 _ _+ | e |
1393_1 M __ | Regrdjde __JO-RH{+}10-RH{(+){_ 24 hs_ I _++_ (10.7 mg%(48h) |
1378_1 M__ 1 Negrdide __IO-RH(+)IQ-RH¢(+>)! - ___| -1 _____ _ QRS |
1397 1 M__| Negrdide _IB-RH(+)10-RH(+)I - | -V R |
1407 t M__1_Negrdide __JA-RH{(+)iQ-RBHC(+>}! 36 hg | __+ |} _____—-_ _ L
1447 1 M__1 Caucasdide JO-RH(+)IO-RH(+>}{ -+ -1 ____ _ R &
1540 | M | Negrdide IO-RH(+)IO-RH(+)!\ - | -1 __ U &
1582_1 M__ 1| _Hegrdide __I1B-RH(+)I10-RH(+)|_ _24 hs_ _1 _++_ 112,33 mg%(36h)_|
1652 | M__ 1 _Negrdide _JA-RH(+}IA-RH{+)I|_ - ¢ -_|______ T L

* Recém—nascido portador da variante Mediterrinea de G-6-PD.
Todas as demais criangas s30 portadoras da varjante Africana ou A
dessa enzima.
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Tabeles V - Comparag¢lo de incidéncis de icterfcia entre o8 recém-nesci-
dee nermais e es deficientes de G=-6-PD.

| .. AMOSTRA . | _ICTERICOS __|__RKO ICTERICOS | TOTAL_ _!
\ Normaisx ____________ \_ _____. 175 _____‘\ ______ 437 . 1 672 _ ]
| Deficientes de G=6-PD )\ ______ 1% ____ 1 ___ ____ 14 ______ Lo 23 .1
| TOTAL R Y - R 511 l__ 697 __|

% Recém-nasclidos com atividade normal de G-6-PD

2
*
X% cor.

€D

3,96; 0,02<p<0,05.
3,108; 0,05<p<0,10.

Ho

Tabela VI - Comparactio de incidéncia de icterfcia entre o recém-nas-
€idos fHermaiP e ep portaderes da variante Afrisana eu A

de G-6-PD.
v ""TMMOSTRA_________\____ICT£RICOS___I__NXO_ICTERICOS__|__TOTAL_ |
l_Normaisx_ ________ _____V\ 75 ____ .\ 437 _____1__ 672 __|
| Deficientes de G-6-PD }+ ______ 10 __ __V\ ______ 14 ______t___ 24 |
J} T OTA L __ ies ______ § 211 _.1__ 639¢% 1

*¥ Recém-nagcidos com atividade normal de G-6-PD.
Xz = 2,89; 0,05<p<0.10.
)

Tabela Vil - ComparagHe da incidéneia de ieterfecina digereta entre Fre-
cém-nascidos normaies © deficientes de G-6-PD.

A s S Y ALk S = g B o . T e S e ek e e bl . e o e e e s e ) e e AR e e AR . e S . e M . e e P e e B . bl s e e . e S e e T . o o e P e s o

i AMOSTRA ! COM ICTERfCIA | SEM ICTER({CIA | TOTAL |

L | DISCRETA (+) __ 1_ DISCRETA (+) 1 |
1 _NormaisX — —_ ! 120 ! 952 1 872 1
| _Deficientes de G-6-PDI_ o4 l__ 21 - 25__1
I TOTAL Y 154} 543 1 897 1

* Recém—nascidos com atividade normal de G-6-PD.
2 = 0,558; 0,3<p<0O,5. y
Xy
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de {eterfcia mederada entre re-

cém-nescidos normsis @ deficientes de G-5-PD.

i AMOSTRA | COM ICTERfCIA | SEM ICTERfCIA | TOTAL |

- - ——._1_ _MODERADA (++) | MODERADA (++) 1 ____ |
1_Normalx ____ - R SR 647 i__672__1
i Deficientes de G-6-PDl_ __ 07 S R— i8 295 1
| TOTAL | 32 | __665 |__697__1

e . i . e . . . S B P B i B T . . S i L B Yp YT Tl M S W S g o P . et et

*zRecém—nascidos com atividade normal de G-6-PD.

Xy = 32,44; p<<<0,001.
2 cor.= 27,132; p<<<0,001.

X a)

Tebela 1X =~ Comperagl¥o da incidénecia de ictéricis modersdes entre os

recém~nascidos normais e os
na eu A de G=6=PD,

portadores da variante Africa-

i AMOSTRA | COM ICTERICIA | SEM ICTERICIA | TOTAL |

b \__MODERADA _(+#) | __MODERADA (++) _ | 1
1 Normedsx_____________\ _____ 25 ______ |______ 647 1 672 __1
1 _Deficientes de G-6-PDI &____ A 18 ! 24__ 1
i TOTAL b 31 — I - be5 _ ______{_ 6396 1|

* Recém-na=mcidos com atividade normal d
x? 24,65; p<<<0,00%.
xél) 19,910; p<<<0, 001 .

()

cor.

Tebele X Resultadeos obtidog peios 4if

e G-6-PD.

ersntes métodos de investigscio

da deficiénecia de G-6-PD empregades na subamesira de 257

recém-nascidos.

| Resultados | Normals | Deficientes | ¥ da defici- | % de casosl
| Teste I (n2) | de G-6-PD 1 ciéncia na | falsamentel
Y Y fn2) ) Emostra | pesitivos |
! Redug3oc da 1 | i | |
| metemoglobina i 237 } 20 I 8,4% 1 9720 = 45%|
L_g_horas incub. | R I . ] 1
I Reduc¥o da 1 I | 1 I
| metemoglobina I 245 ! 12 | 4,8% t1/712 = 8, 3%1
\_4 horas incub. IV __ Vv o L
| Descoramento do | | I { |
I azul cresil | 246 | 11 I 4,4% I 0 i
{ brilhante 3§ ________‘ _____ . S U —— !
! Ensaio enzimati-| | I | |
i matico + eletro-| 246 I 11 | 4,4% I 0 |
I forese j | I 1 I

2 de falso positivos +
2 de verdadeiro positivos
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Na tabela X s8%o apresentados os resultados obtidos pe-
los diferentes métodos de investigac3o da deficiéncia de G-6-PD empre-
gados na subamostra de 257 recém-nascidos. As onze crian¢gas dessa
subamostra diagnosticadas como seguramente deficientes de G-6-PD apre-
gentaram resultados positivos nos quatro testes. N%o foram observados

casos falsamente negatlivos nessa amostragem.
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V. D18CUSEX0

-

Ao analisar os resultados obtidos no presente trabailho,
€ possivel verificar, tnicialmente, que as frequéncias de deficientes
de G-6~-PD observadas entre os individuos do sexo masculino, filhos de
parturientes caucasdides e negrdides (2% e 9,5%, respectivamente), n@o
diferiram significativamente das encontradas em outras populacBes mas-
cutlinas do Estado de S3c Paulo (BEIGUELMAN ¢ a/J+/, 1968; RAMALHO &
BEIGUELMAN, 1976; RAMALHO, 1979; 1981). Da mesma forma, a frequéncia
de meninas negrdides deficientes de G-6-PD também n%o diferiu signifi-
cativamente da esperada entre individuos do sexo feminino da populagHo
negréide desse Estado, desde que esta esteja em equilfibrio genético

ezt.dvel (BEIGUELMAN, 1981).

£ importante ressaltar que 96% dos deficientes de G-&6-
PD detectados (100% dos deficientes negrdides e 75% dos caucasdides)
apresentavam a variante Africana ou A" dessa enzima. Tal preponderén-
cia dessa variante também foi observada por SENA, BARRETTO & RAMALHO
(1984) entre 57 deficientes de G-6-PD examinados no Hospital de Clfni-
cas da Universidade Estadual de Campinas, dentre os quais 55 (41 ne-
gréides e 14 caucasdides! apresentavam a variante Africana dessa enzi-
ma e, apenas 2 deficientes caucasélides apresentavam a varlante Medi-
terrénea. Da mesma forma, dentire és 30 deficientes de G-6-PD detecta-
dos por AZEVEDD & AZEVEDO (1974) em uma populag@o de recém-nascidos
mesticos de Salvador, BA, 29 apresentavam a variante Africana e apenas

1 a variante Mediterr8nea dessa enzima.
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Frente ac exposto, € importante comentar que o fato de¢
essa Iinvestigac¥o ter sido reallzada em um hospital-escola e, portan-
to, em uma popula¢¥o de baixo nfvel socio-econdmico, provavelmente
contribulu para o encontro de alta propor¢3io de portadores da variante
Africana de G-6-PD. Cénvém salientar ainda, que a amostra examinada,
embora reflita uma parcela considerdvel da populacBo de Campinas, n3c
chega a representi-la como um todo, j& que dela estiveram exclufdas as
minorias de nivel séclo~econbmico mals elevado. Alids, nessas idltimas,
¢ possfvel que a miscigenac3o com italianos seja mais frequente e,
portanto, a participa¢do da variante Mediterr@nea seja mais significa-
tiva. De qualquer forma, a preponderénclia da variante Africana de G-6-
PD favoreceu os objetivos da presente tese, uma vez que o= aspectos
controversos da literaturza dizem respeito, fundamentalmente, 3 possi-
bilidade dessa variante determinar icterfcia neonatal. Realmente, comc
Ja foi comentado no capftulo introdutério deste trabalho, a associagic
entre a variante Hediterrénea de G-6-PD e a ictericia neénatal Jja estsz
praticamente estabelecida na literatura internacional. Além disso, «
importante lembrar que a variante Africana ou A" certamente & a res-
ponsdvel pela graﬁde matoria dos casos de deficiénecia de G-6-PD niq
maior parte do terrltérlo nacional, ou seja, nos Estados do Sudeste,
Norte, Nordeste e Centro—-Oeste (SENA, BARRETTO & RAMALHO, 1984). A va-
riante Medtiterr8nea de G-6-PD pfovavelmente ocupa lugar de destaqus

nas populac®es dos Estados do Sul e entre os descendentes de italiano:

do Estado de S3c Paulo.

Quanto aos aspectos acima meéncionados, € curioso cita:
que dentre os nove deficientes de G-6-PD caucasdides examinados po

UEIMER e colaboradores (1981) em Porto Alegre, RS, cinco apresentava:
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a varlante Mediterr&nea, trés apresentavam a2 variante Africana e um
apresentava a variante rara "Seatle-like”. Jd dentre ors dezolto defi-
clentes negrdéldes examinados por esses autores, dezessete apresentavam
2 variante Africana e um apresentava a varlante-ﬂediterrﬁnea. Ressal-
te-se, portanto, que, mesmo em se tratando de uma populagdo gaicha,
74% dos deficientes de G-6-PD detectados nessa pesquisa apresentavam a
variante Africana desga enzima.

No que diz respeito 3 icterfcia neonatal, os resultados
obttidos no presente estudo parecem comprovar a existéngcia de uma asso—
clag¥o entre a deficiéncia de G-6-PD, ou melhor, entre a variante
Africana de G-6-PD, @ a ictericia neonatal moderada em nosso meio,
conforme havia sido anteriormente suspeitado por RAMALHO (1979, 1981).

0 fato de a deficiéncia de G-6-FD estar claramente as-
sociada 3 jctericia neonatal moderada, mas n%o a icterfcia neonatal
leve, talvez explique os dados controvertidos observados na literatu-
ra. Assim, trabalhos que incluam em sua casuistica um grande numero de
cagos de.icterfcla leve, correm o risco de n3o encontrar nenhuma asso-—
clag¥o entre a deficifncia de G-6-PD e a ictericia neonatal. J& os
trabalhos que incluam em sua casufstica um grande numero ou exclusiva-
mente casos de icterfcia mais acentuada, ter3o maior probabilidade de
encontrar tal assoclag¥o. £ o que aconteceu, por exemplo, com o traba-
lho de SEGRE (1371}, realizado na cidade de S%o Paulo, no qual sé fo-
ram examinados cascos de icterfcia mals acentuadal

Do exposto, pode-se concluir que a probabilidade de en-
contro da associagdo entre defliciéncia de G-6-PD e a itcterfcia neona-
tal enm uma pesquisa dependerd;

12} da propor¢3o de portadores das varilantes Mediterr8nea e Africana

presentes na casuistica;
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.22} da propor¢do de portadores dé icterfcia leve e moderada presentes
nessa casuistica.

A eventual assoclag¥c entre a deficiéncia de G-6-PD e a
icterfcia neonatal grave, merece ser avalliada em um trabatho realtzado
a long> prazo, Jjd que a incidéncia desse tipo de icterfcia & mais ra-
ra. De fato, durante os perfodos em gque estivemos trabalhando no Ber-
¢érto do Hospital de Clinicas da UNICAMP, n%o houve registro de nenhum
caso de icterfcia grave. Ne entanto, loge apdés o término da coleté de
dados deste trabalho, ccorreu um caso de icterfcia grave nesse bercga-
rio, afetando, curiosamente, uma crianga defliciente de
G-6-~-PD.

Por outro lado, deve-ge considerér que, mesmo gque es5s5a
deficiéncia enzimética n3o seja uma causa fregquente de icterfcia grave
em nossos bercarios, a possibilidade de alguns casos esporadicos de
deficiénclia de G-6-PD desenvolverem grande hiperbtlirrubinemia, com
risco de fgrnloferus, ndo pode ser desprezada. Segundo 0USK] & HNAIMAN
(1972), a2 hiperbilirrubinemia do deficiente de G-5-PD pode chegar, em
alguns cagos, a 50 mg¥, devendo-se lembrar que a partir de 20 mgX% ja
existe sério risco de Kernscferus (MOLLISON, 1974).

Outro aspecto importante a ser discutido é o da exposi-
¢¥o do recém-nascido deficlente de G-6-PD a fatores desencadeantes de
hemélise. SZEINBERG e colaboradores (1963) sugeriram que nos pafses em
que se observou associaco evidenté entre a doenca hemolftica do re-
cém—nascido e a deficiéncia de G-6-PD poderiam estar atuando fatores
do meio ambiente, tais como a ingest8c de favas pelas m3des dos receém-
nascidos, que possibilitariam a transmissBo de fatores hemo!lisantes

pelo leite materno. Outro fator hemolisante poderia ser aquele secun-
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darto 3 ag¢¥o de drogas, conhecidas ou n¥3c, sobre os individuos com de-
ficiénecia de G-6-PD. Por outro lado, o fato de a ocorréncia da doencga
hemclftica do recém—nascido por deflciéncia de G-6-PD estar concentra-
da em algumag genealogias pode tanto falar a favor de um outro compo-
nente gendtico condicionando doenga hemolitica em Individuos deficlien—
tes, guanto falar a favor de um compcnente puramente ecoldgico (RAMA-
LHO, 1981).

Brown (1366} encontrou uma incidéncia muito grande de
deficientes de G-6-PD entre recém—nascidos negréides com hiperbilirru-
binemia inexplicédvel. Estudos posteriores, no entanto, revelaram que a
maloria dessas criangas estava infectada ou que suas m3Ees estavam re-
cebendo medica¢3o incompativel, sobretudo éulfonamidas de longa ag3o.
Sabe-se, além dis=o, que a hipdéxia e a acidose também podem f{avorecer
o aparecimento de hiperbilirrubinemia nos deficientes de G-6-PD (LEVIN
of al, 1964; LOPEZ &8 CDOPERMAN, 1971). Ainda segundo TARLOV e colabo-
radores (1962), a hipoglicemia também & um agente potencialmente hemo-—
1ftico, capaz de determinar hiperiblirrubinemia em recém—nascidos sus-
cept{veis. A possibilidade de a hipoglicemia recorrente ser um deter-
minante de hemdlise em deficientes de G-6-PD também fol sugerida re-
centemente por SHALEV e colaboradores {(1385).

Da mesma forma, o contatec com roupas impregnadas por
naftalina certamente & um fator desencadeante'de hemdélizse em recém-
nascidos deficientes de G-6-PD (bSKI & HAIMAN, 1972; SENA & RAMALHO,
1985). Por outro lado, © uso de produtos que contenham mentol ou c3n-—
fora também pode estar assoclado ap desencadeamento de icterfcia neo-—
natal em deficientes de G-6-PD. Tal fato fol observade por OLOWUE &

RANSOME-KUTI (198B0), quandoc analisavam as possivels causas da icterfi—
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cialneonatal grave, alids bastante frequente, entre as criangas nascl-
das em Lagos, na Nigéria. Segundo esses autores, embora a incidéncia
da defiﬁténcia de G-6-PD nessa reglid¥o também fosse muito alta, a ocor-
réncia de ictericia neonatal grave era mals frequente entre os recém-
nascidos deficientes de G-6-PD que n%o estavam internados no Bergarlo
do Hospital-Escola da Universidade de Lagos. lsso porque o uso de tal-
cos mentolados em quantidades aprecidveis, apds a limpeza do corddo
umbilical e da &rea abdominal dessas criangas, era pratica comum na
populag®o extra-hospitalar daquela regld¥o.

Outro aspecto que também deve ser considerado é o de
que a hemélise dos deflicientes de G-6-PD também pode ocorrer durante a
vida intra-uterina, em decorréncia da ingestido pela mde de agentes po-
tenclalmente hemolisantes, como dcido ascdrbico, sulfas, favas e ou-
tros (PERKINS, 1971 e MENTZER & COLLIER, 1975). Tal hemdlise pode cau-
gar hidropsia fetal e, as vezes, a morte intra—dtero ou ap nascimento.

Segundo ROUX e colaboradores (1982), os fatores respon-
saveis pela malor gravidade da ictericia nas criancas deficlentes de
G-6-PD nHo estSo inteiramente esclarecidos, mas pelo menos quatro cau-
sas podem ser consideradas: 1. hemdlise devida a prdpria deficiéncecia
enzimdtica; 2. agentes hemolitlicos exdgenos; 3. fatores enddgenos,
tais como acidose, hipdéxia ou niveis alterados de &cide ascdrbice e

vitamina E, e 4. predisposi¢3o étnica. )

Com relagdo as crian&as examinadas na presente amostra
© udnico contato com um agente potencialmente hemolisante foi © repre-
sentado pelo cloranfenicol eliminado pelo leite materno, jid que as

suas m3es estavam sendec medicadas com esse antibidtico no puerpério. £

pouco provavel, no entanto, que esse antibacterianc sBeja responsivel
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pela icterfcia manifestada pelos recém—nascidos deficientes de G-6-PD,
Jj3 ne ele &é capaz de desencadear hemdélise apenas em individuos com a
vairlante Mediterrfnea e na presenga de fatores predigponentes, eobre-
tudo InfecgBes (0OSKI1 & NAIMAN, 1972).

invezstigando minuciosamente outros fatores de natureza
exdgena ou enddgena que pudessem estar eventualmente correlacionados
com a icterfcia manifestada pelos deficientes de ©G-6-PD detectados
neste trabalho, nada foil observado. De fato, a vitamina K| recebida
pelos recém-nasclidos fol a de ocorréncia natural (”"Kanakion”), éue, ao
contririo do que acontece com os seus andlogos sintéticoz, soliveis om
dgua, n¥o tem a capacidade de deéencadear hemdlise nas criangas com a
deficiéneclia de G-6-PD (0OSK! & HNAIMAN, 1972). Da mesma forma, tais
criancas também n3o tiveram contato com naftalina, talceo menteolade ou
canfora durante o seu perfodo de permanéncia no bercirio, nem manifes-
taram hipdxia, acidogse, infecgBes ou hipoglicemia. As suas m¥es 8BS re-
ceberam, além do cloranfenicol, uma administrag¥o de ocitdcico, droga
que favorece as contragBes do dtero, n3o oxidante e que n%o deve de-
sencadsar hemdlise em deficientes de G-6-FD.

Do exposto, conclui-se que as criangas deficlientes de
G-6-PD que manifestaram icterf{cia, o fizeram na ausébncia de um fator
desencadeante de hemdlise evidenciavel. £ possivel, Iinclusive, que
elas tenham manifestado uma icterf{cia n3o-hemolftica.

Analigando a literaLura, é possivel encontrar algumas
referéncias ao fato de a icterfcia neconatal do deficiente de G-6-PD
também poder ocorrer na auséncia de um acidente hemolftico. VALAES e
colaboradores (1969), por exemplo, observaram que na maloria dos re-

cém-nascidos deftcientes de G-6-PD ictéricos por eles examinados emn
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diferentes regibes da Grécia, n3o havia aumento rdpido de bilirrubina
e/ou valores baixos de hemoglobina, © que tornava duvidosc para eles
se o fator predominante no mecanismo da icterfcia era realmente a he-
mélisge ou apenas uma metabolizaglo deficlients de bilirrubina.

Segundo TARLOV e colaboraderes (1962), como a prépria
deficiéncia de G-6-PD leva 3 uma diminuigdo do tempo de vida do eri-
trécito e portanto, a um pequenoc aumento da taxa de destrui¢3o das he-
micias, esse mecanismo, embora insuficiente para produzir anemia, n3o
pode ser exclulfdo como causa de jcterfcia mais grave em um neonato cu-
Jo ff{gado ainda nZo atingiu a sua capacidade mdxima de conjugagZo da
bilirrubina. HNa opini%o de MELONI e colaboraderes (1973), em muitos
caspgs a icterfcia neonatal do deficiente de G-6-PD n3o & Hemolftica,
podendo estar relaclonada a deficiéncia de G-6-PD nos hepatdcitos e ao
grau variavel de maturidade hepatica dos recém—-nascidos.

TAN (1981), estudando crianc¢as recém—nascidaz chinesas,
observou uma hemdlise discretamente aumentada em deficientes de G-6-
PD, n3o proporcional ao grau de ictericia por eles manifestada. Segun-
do esse autor, tal comportamento poderia ser o reflexo de uma matura-
¢d3o hepdtica mais lenta, © que parece ser uma caracteristica &tnica
das criancas chinesas. Da mesma forma, ROUX e colaboradores (1382), ao
analisarem recém—-nascidog ictéricos da Cidade do Cabo, n¥c obaervaram
hemélise franca na maioria (85%) das criangas deficientes de G6G-6-PD
estudadas. Também para esses autoreé, a predisposic¢do étnica seria um
fator importante para o aparecimento de hiperbilirrubinemia neonatal
do deficiente de G-6-PD, fator esse responsivel, em grande parte, pe-
los dados controvertidos observados em estudos realizados em diferen-

tes populacbes.
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Do exposto, parece claro que, embora o aparecimento da
lctericia em recém-nascidos deficlentes de G-6-PD nem sempre dependa
da exposi¢3o da crianga a fatores hemolisantes, tal exposig3o, caso
oceorra, agravard a lcterfcia neonatal. Por isso, seria conveniente
afixar nos bergarios & nas maternidades listagens dos farmacos capazes
de provocar hemélige em portadores da deficifnclia de G-6-PD, que
orientariam o clfnice na escolha das drogas a serem prescritas para os
enzimopénicos e para as suas nutrizes. Tambdm seria conveniente que os
prépriog deficientes recebessem um documento explicativo de sua parti-
cularidade metabdlica, documento esse que deveria ser apresentado ao
clfnico sempre que © paciente necessitasse de cuidados médicos ou que
fosse convocado, por exemplo, para doar sangue no futuro.

Terminando a presente discuss%o, seria interessante co-
mentar a import8ncia do reconhecimento sistemdtico da deficiéncia de
G-6-PD em bergdrios brasileiros, uma vez que esse procedimento, além
de prevenir futuras c<rises hemoliticas nos deficientes, ainda permite
esclarecer muitos cagos de icterfcia neonatal. Tal investigag¥o pode
ser felita através do exame do gsangue do cordio umbilical ou do sangue
colhido por pung¥o digital ou calc8nea, conforme recomendado por AZE-
VEDO & AZEVEDO (1974), evitando-se a pung¢3o venosa da crianga.

Dentre oz exames laboratoriais disponivels para a de-
tecgdo dos deficientes de G-6-FPD, o tegte de redqc%o da metemogiobina,
ou teste de BREWER (BREWER g¢ az, 1560), ¢ um dos mais adequados para
grandes estudos populacionais, por ser extremamente simples e econbmi-
co, Jj3d que utiliza apenas reagentes de baixo custo, ou seja, nitrito
de sddio, glicose e azul de metileno. Ji outros testes de triagem da

deficiéncia de G-6-FPD 830 poucoc adequados para o uso em larga escala
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em nossc melo, seja por utilizarem reagentes multo téxicos, como é ©
cagso do teste do ascorbato-cianeto (JACOB & JANDL, 1966}, ou sen3o
muitos caros, como & o caso do teste do descoramento do azul crestl
brilhante (MOTULSKY & CAMPBELL~-KRAUT, 19611).

Segundo BAPAT e colaboradores (1976), no entanto, o
teste de reduglo da metemoglobina apresenta a desvantagem de diagnos-
ticar muitos casos falsamente positivos, superestimando a frequéncia
real da enzimopenia nas populagdes estudadas. Tal conclusBo, além de
gerar controvérsias na literatura especializada, jd que outros auto-
res, como ¢ o caso de OSKI & NAIMAN (1972), por exemplo, afirmam que o
teste de redu¢3o de metemoglobina & extremamente confiadvel, ainda co-
locou em divida as prevaléncias da enzimopenia encontradas em viarios
estudos que se valeram dessa técnica.

‘ Com o objetivo de verificar a eficiéncia desse teste,
RAMALHO, SENA & BARRETTO (1985)‘aplicaram—no em uma amostra de 57 in-
dividuos adultos certamente deficientes de G-6-PD pelo ensaio enzima-
tico quantitativo e pela eletroforese & n¥%o constataram casos falsa-
mente positivos. Revendo o:/trabalho de BAPAT e colaboradores (1976),
o5 autores acima clitados verificaram que todos os casos falsamente po-
gitivos mencionados eram recém-nascidos &, por isso, recomendaram cui-
dados especiais no uso do teste em amostras de sangue do corddo umbi-
lical.

Os resultados obtidos no presente trabalho confirmam
essa possibilidade da ocorréncia de casos falsamente positivos quando
o teste de redu¢lio da metemogiobina ¢ aplicado em recém-nascidos,
usando-se as classicas trés horas de incubag3o recomendadas por BREWER

¢ colaboradores (1960). A raz¥o da ocorréncia desses casos falsamente
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positivos merece ser melhor Investigada, ja que ela tanto pode ser
atribufda 3s caracteristicas hematoldégicas, sobretudo enzimiticas, do
recém-nascido, quanto ao fato de o exame realizado em sangué do cord3o
umbilical dificilmente utiiizar material recém-colhido. Assim, a efi-
ciéncia do exame dependerd muito dos cuidados dispensados as amostras
de sangue pela equipe hospitalar respongdivel pela sua colheita e por
sua ' estocagem. Em ambas as slituacgBes, evidentemente, o re-exame da
crianca com um més ou mais de vida pelo método da reducio da metemo-
globina, utilizando amostrag de sangue recém-colhido por pung3oc veno-—
sa, conforme o realizado por RAMALHO (1973, 1981), talvez de fato au-
mente a eficifénecia do exame.

Os dados deste trabalho também concordam com os de BA-
iAT e colaboradores (1976) tanto no que no diz respeito a diminuigio
uos casos falsamente positivos quando se aumenta o tempo de incubag¥o
do teste de redugio da metemoglobina para quatro horas, quanto no qué
diz respeito a maior eficiéncia do teste de descoramento do azul cre-
si]l brilhante. Alids, a precis3o deste \ltimo teste também fol consta-
tada por RAMALHO, SENA & BARRETTO (1985) e ressaltada por BEIGUELMAN
;1983).

O teste de fluorescéncia (BEUTLER, 1966; BEUTLER g¢

fii, 1879) & recomendado pelo Comité& Inlernacional de Padroniz$c§o em
anematologia como teste discriminatdério para a det?ccﬁo da deficiénectia
de G-6-PD (S5AAD, 1987). Recentemenﬁe, PAIXX0 e colaboradores (1986)
compararam os resultados obtidos pelos testes de fluorescéncia e de
reducdo da metemoglobina, aplicados em uma amostra de 200 recém-nasci-
dos do Hospital de Clfnicas da Faculdade de Medicina de Ribeir%o Pre-

to, SP. Embora esses autores n3%o tenham confirmado os cazsocs deficien-—
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tes deo G-6-PD pelo en=ato enzimidtico quantitativo e pela eletroforese,
eles constataram uma provivel maior sensibllidade do teste de flucres-
cénecia. Assim, pelo teste de redugdo da metemoglobina, foram diagnos-—
ticados dez meninos deficientes de G-6-PD, uma menina homozigota defi-
ciente e quatro heterozigotas. Ja pelo teste de fluorescéneia, eles
diagnosticaram treze meninos deficientes, uma menina homozigota defi-
ciente e dez heterozigotas. Asslm sendo, a maior sensibilidade do tes-
te de fluorescéncia constatada por esses autores dizia respelito, so-
bretudo, 2 detec¢3Io de heterozigotas.

0 teste de descoramento do azul cresil brithante e o
teste de fluorescéncia, 21ém de precisos, tLambdm s3c muito simples. Os
reagentes empregados nesses testes, no entanto, s%0 bem mais caros que
oz usados no teste de redug3o da metemcglobina, o que pode representar
um empecliho importante aé seu empregc em larga escala em alguns hos-
pitais brasileiros. Vale a pena comentar, entretanto, que a pequena
quant idade de reagenteé enpregada em cada exame reduz o custo do teste
por individuc examinado.

Do exposto, pode-se concluir que os servigos brasilel-
ros interessados em realizar a investigag®o rotineira da deficténctia
de G-6-PD no perfodo neonatal ter3o a sua disposicdo varias metodolo-
gtas simples e eficientes, podendo escolher a que melhor se adaptar as
suas condi¢Bes. Levando em conta, porém, que o Leste de reduc?oc da me-
temcglobina & muito econdmico, paréce légico que ele continue a ser
utilizado como teste de triagem, € que apenas os casos positivos de-
tectados por seu itntermédio apds quatro horas de incubagfio sejam sub-
metidos & investigagdo quantitativa da atividade de G-&6-PD. Quanto a

esge Ultimo aspecto, 6 importante lembrar que as amostras de =sangue
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dos casog triados podem ser enviédas para centros de referéncia para a
realizagdo de ensaio enzimitico quantitativo e da eletroforese, desde
que refrigéradas e presgervadas em ACD,. .

Concluindo estas observacglies, n¥o & demais =salientar
que o8 testes de triagem para a deficiénclia de G~6—PD nunca devem ser
aplicados em amostras de sangue com hematdcrito inferior a 40X (BREWER
ef al, 1960; MOTULSKY & CAMPBELL-KRAUT, 1961; BEIGUELMAN, 1983). Para
a realizac@c desses exames, 02 sangues com hematdcrito baixo devem ter
esse valor corrigido para cerca de 45%, por remoc¢3o da quantidade ne-
cesgaria de plasma.

Em oposic%o, sangues com alta contagem de reticuldcitos
podem dar falsos resultados normalis, porque os reticuldécitos de indi-
viduos Gd(-),A t&m atividade de G-6-PD maior do que as hemdcias adul-
tas (YOSHIDA »¢f af, 1967; BEIGUELHAH,lIQBS). Espa condic¥c tem espe-
cial imports8ncia gquando o teste & feito logo apds um episdédio hemoll-
tico ou na vigénecia de uma doenga hemol{tica crbénica.

HERZ e coclaboradores (1370) empredgaram com &xito uma
microtécnica de redug3c do nuimero de reticuldcitos em amestrarz de san-
gue, possibilitahdo a detecg3o da deficiénecia de G-6-PD em negrdéides
na vigéncia de crise hemolitica. Desde ent3c, esse método & recomenda-
do para identificac¥o da deficiéncia de G-6-PD em situacBes de reticu-
locitose. BAssim, por exemplo, SAAD (13987}, investigando recentemente a
defliciéncia de G-6-PD em uma amostra de brasileiros portadores de sfn-
dromes falc8micas, demonstrou que a técnica de HERZ e c¢olaboradores
(1870) aumenta senslivelmente a eficiacia do testes de fluorescéncia

nesses pacientes.
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Vi. RESUMO £ CONCLUSSES

-

A investigagdo da deficiénecia de desidrogenase de 6-
fosfato de gliceose (G-6-PD) em recém-nascidos & um procedimento bas—
tante til em nosso meio pols, entre outras razdes, contribui para o
esclarecimento de alguns casos de lctericia neonatal, que, ainda hoje,
constitul um importante problema para os neonatologistas.

Contudeo, apesar de tal investigagdo ser insistentemente
recomendada por alguns asutores brasileiros, ela ainda € realizada de
forma apenas excepcional em nosso pafs. Isso talvez s¢ deva 2o fato de
a relag3o entre a defliciéncia de G-6-PD e a icterfcia neonatal ainda
n3po estar perfeitamente caracterizada em nosso meio.

De fato, enquanto que a associag3o etioldgica entre a
ictericia neonatal e algumas variantes que causam deficié&ncla grave de
G-6-PD, come & © caso da variante Mediterr&nea, ests perfeitamente es-
tabelecida na literatura internacional, © mesmo ndo e obgerva em re-
lag3o é-variante Africana ou K, que ¢ a variante deficiente de G-6-PD
mais frequenteAna matior parte do territdrio braslleiro. Além disso,
alguns estudos a respeito da agsociac3o entre a deficiéncia de G-6-PD
e a icterfcia neonatal realizados com diferentes metodologias nos Es-
tadogs de S%o Paulo e da Bahia obtiveram resultadog discordantes.

Diante do exposto, ﬁretendeu—se com o presente traba-
lho, esclarecer esse assunto de formz definitiva na populagdc paulis-
ta, através de um estudo prospectivo realizado em uma grande amostra

de recém-nascidos.
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Para tanto, foram estudados 697 recém-nascidos a termo,
da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, com os segulntes objeti-
vOs: .

12) Investigar se a deficiéncia de G-6-PD & realmente uma causa impor-
tante em nosso meio de icterfcia neonatal moderada, que requer fotote-
rapla, conforme havia sido suspeitado antertormente por RAMALHO (1579,
19811} ;

22} Verificar se essa enzimopenia também estd correlacionada etiologi-
camente & icterfclia neonatal leve, que requer apenas cbservag8o:

32) Investigar se o aparecimentc de icterfcia no recém-nascido defi-
ciente de G-6~PD estd correlacionado com algum fator desecadeante de
hemdélige, como medicacio incompatfvel na crianga ou em sua nutriz, in-
fecg%o, hipédxia, acidose e hipoglicemia entre outros;

4=) Investigar se especificamente a variante Africana ou X de G-6-PD
estd associada 3 icterici{a neonatal em néssas populiagles.

52} Comparar cog resultados obﬂidos na investiga¢3o da def!ciéncia de
G-6-PD em amostras de sangue do cord3c umbilical realizada por dois
testes de triagem, ou seja, pelo teste de redugl3o da metemoglobina
(BREWER ¢ 'g:(f, 1960) e pelo teste de descoramento do azul cresil
brithante (MOTULSKY & CAMPBELL-KRAUT, 1961) com os cobservados peleo en-
salo enzimidtico quantitativo e pela eletroforese de G-6-PD;

62) Sugerir procedimentos gue permitam a Investigagdo simples, occonb-
mica e eficiente da deficténecia de‘G-6~PD em receém-nascides brasilei-
ros.

Para atender a esses objetivos, a deficiéncia de G-6-PD
fol investigada por testes de trilagem e de confirmacZo em amostras de

sangue do cord3c umbilical e o8 recdm—nascidos foram seguidos clinica-
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mente no Berc¢darioc, com o fim de verificar o apareclménto ou n¥%oc de ic-—
terfcia. Os resultados obtidos permitiram & autora chegar as seguintes
conclusfes:

12) existe uma indiscutfvel]l associag3o em noéso melo entre a deficién-
cia de G-6-PD, ou melhor, entre a variante Africana de G-6-PD, e a ic-
terfcia necnatal moderada;

22) a variante Africana ou A" de G-6-PD parece n¥o estar correlaciOﬁa-
da.etiologicamente 3 icterfcia neonatal leve,

32) a possibilidade de encontro da associagdo entre deficiéncia de
G-6-PD e a icterfcia neonatal em um trabalhec brasileiro de pesquisa
dependerad da propor¢Zc de portadores de icterfcia moderada presentes
na casuistica, além de outros fatores como, por exemplo, do grau de
maturidade hepdtica das criangas examinadas;

42) as criangas deficientes de G-6-PD que manifestaram tictericia, o
fizeram na auséncia de um fator desencadeante de hemdlise evidencia-
vel. E possivel, 1nclugive; que a icterifctia por elas manifestada seja
uma lcterfcia nFo-hemelftica;

32) wembora o aparecimento da icterfcia em recém-nascidos deficientes
de G-6-PD nem sempre dependa da exposicdo da crianga a fatores hemoli-
santes, tal exposic¢¥o, caso ocorra, agravard a icterfcia neonatal;

62) o teste de reduglo da metemoglobina pode fornecer resultados fal-
z2amente positivos quando aplicade em amostras de sangue do cord%o um-
+ilical. A eficiénecia desse exame pode ser melhorada aumentando-se o
tempo de incubagio para quatro horas, conforme recomendado por BAPAT e
<ol aboradores (1976);

72) o teste do descoramento do azul cresil brilhante fornece resulta-
dos concordantes com o3 do ensalo enzimdtico quantitativo, quando

aplicado a amostras de sangue do corddo umbilical;
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B2) o teste de redu¢do da metemoglobina pode ser utilizado como teste
econbmico de triagem da deficiéncia de G-6-PD no perfodo neonatal,
desde gque oa casos positivos detectados por séu intermédio apds quatro
horas de incubac¥o sejam submetidos a investiga¢®oc quantitativa da
atividade de G-6-PD;

8e2) a associac¥o do teste de reducg3o da metemoglobina com o teste de -
descoramento do azul cresil brilhante (confirmando os casos positivos)
também garante praticamente 100X de eficliéncia na identificacZo de re-

cém-nascidos defictentes de G-6-PD, quando comparada com © ensaio en-—

zimatico e a eletroforese de G-6-PD.
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Vil. SUMMARY

The etioclogical association of neonatal jaundice and
G-6-PD defictency due to the African variant or A~ wvariant has not
been defined in previous works and Brazilian studies done in S%c Paulo
and Bahia with different methodologies showed discordant results. The
purpose of this work was to establish this association in a
prospective study of 6397 newborn infants excluding those presenting
blood 1ncompat1b111ty; infections or prematurity. All icteric newvhorn
infants had negative Coombs test. The 6-6-PD deficiency was
investigated in umbilical cord blood by screening tests {(methemoglobin
reduction test and brillant cresy! blue dye test) and confirmed by
enzimatic activity assay and starch gel electrophoresis. Twenty five
newborn infants had G-6-PD deficlency. The enzymopeny frequencies were
3,5% in the negroid boys, 2% itn the caucasoid boys and 2,3% in the
negroid girls. All of the G-6-PD defictent infants examined had the
mild African ou A~ type of G-6-PD deficiency with exception of one
caucasoid boy who showed an enzyme with electrophoretic pattern highly
suggestive of the Mediterranean type. The infants were clinically
followed 1in the nursery for detectton of Jaundice. Jaundice was
classified as mild or moderate. No infants had severe jaundice. The
incidence of moderate jaundice was significantly higher (p<<<0,001} in
the enzymopenic infants but the samé was not observed (0, 3<p<0,5) in
the deficients with miid jaundice. These results permitted the
conclusion that in the population from the Campinas area, State of S3o
Pauleo, there 1s an irrefutable assoctiation of the African G-6-PD

defjcient wvariant (the most frequent in Braziltan territory) and
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moderate jaundice but not with the mild jaundice. The probability of
detecting this association depends on the proportion of infants with
moderate jaundice present in the sample as weil as other factors which
can provide moderate jaundice such as the degree of hepatic maturity
in the examined infants. No hemolitic agents were discovered 1In the
Jaundiced G-6-PD deficient infants suggesting that thies jaundice was
non-hemolytic although it <can be aggravated by exposure to those
agents. The methemoglobin reduction test, done 1in umbilical cord

blood, <can glve false-positive results but its efficiency can be
improved if the incubation time is extended to 4 hours, permiting its
use as an economic screening test. In case of positive results these
are subsequently confirmed by the G-6-PD enzymatlc assay. As the
brillant cresyl blue dye test (s always concordant with the enzymatic
activity assay, the detection of G-6-PD deficient newborn tnfante with
this test In association with the methemoglobin reduction test is 100%
effective, when compared to the enzymatic activity assay and G-6-PD

electrophoresis.
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ANEXO 1
HOSPITAL DE CL{NICAS

RN de: e e e e e e HC ne: _ __ __ o _
Data Hascimento: L.ocal Nascimento: __ _ __ _ ____ HBora: ___ ___

Nome: SAME n=:

Res I AN C A o o o e e e e e e e e e e
Local nascimento: Procedéncia: _ __ _______.___._.__.

Cor: _ Idade:

Grupo SanguUIineO: e e e e e e
ANbL . sens. RHE: o e e e e e e e e e e e e e
Enf . Hemol . RN o o e e e o e e e e e e e e e e e e ————
Amamentando: L o o o o e e e e e e =
Tipo de Parto: o o e e e e e e e e e
Medicagdo em uso:

DADOS_DO_RYN
idade Gestac. Clfnica (Capurro somdtico): 204 +__ _dias/___ sem___ dlias
Idade gestacional: _Peso: _________._ Altura: __________.

Apgar 12 min: ____ ___ . __ . ___e_____ Apgar 5° min: ____ __ . ... _
Sexo e . tipo de parto: | e e e e e e
Cor: .. ABQ/RH:

Coombs: _ __ __ ___.
Medicag3o em uso:

Pesgquisp. para Deficliépcla de G-6-PD em_corddo umbilical
Teste de Brewerl I o o o o o o o e e e e e e e e
Teste de Mot ul SKY i o o e e
Eletroforese de G—G-PO: o o e e
Ensato enzimablCo: L o e o e e e e e
Ictericia: NXO ¢ > SIKE ¢
Zona - Cabega e pescogo ()
de Zona - Tronco até umbigo ( D
ic Zona Hipogastrio e coxas ()
Icia Zona - Joelhos e cotovelos até punhos ( )
Zona - H3os e pés / palmas e plantas ()
Infcio icterfcia: primelrasgs 12 hs ( ), entre 12 e 24 hs ( ), entre 24
@ 36 hs ( ), entre 36 e 48 hs ( ), apdés 48 hs ( ).
Grau de icterfcia alcangada: Leve ( ) Moderada ( ) Grave ( )
Dosagemi{s) de _ bilirrubina
Horas de vida: Bl o o o o o o o e e o e e
Bl
BT

Zopas_dérmlicas
progressgdo_cra
e

n
caudal_da _icgter

N WA
|



ANEXD 2
SERVICO DE NEONATOLOGIA - DEPTO. DE PEDIATRIA - URICAMP

FOTOTERAPTIA

MECANISMOS DE ACXO: A bilirrubina IX alfa, na sua configura¢io na-
tural Z-Z, sofre uma isomerizac3o foton-induzida para 2 forma Z-E
(fotobilirrubina). Estas fotobilirrubinas, que s3¥o substincias mals
hidrossoldivels que a bllirrubina na forma natural, desprendem—se de

seus locails de ligagdo na pele e se difundem pela circulag®c. Sua

eliminag3o pelo ffgade, para as vias biliares, pode ser feita =sem
prévia conjuga¢3o com #dclido glicurdnico, 50 , etc.

INDICACBES::

2.1. Bn com peso > 2500 gr, SEM doenga hemolftica ..... 15 mg/dl de
bilirrubina indireta ou total, exceto os portadores de coles-
tase.

2.2. RN com peso entre 2001 e 2500 gr ..... 10 mg/dl bilirrubina
indireta ou total, exceto os portadores de colestase.

2.3. RN abaixo de 2000 gr ..... por, pelo menos 96 horas, inician-

do-se nas primeiras 24 horas de vida.

2.4. RN COM_ _DOENCA HEMOLITICA: Fototerapia indicada a partir do
aparecimento da icterfcia clfinica, independente dos ni{veis de
bilirrubina sérica.

CUI1DADOS;

3.1. Todas as criancas submetidas a Fototerapia deverdo ter wuma
avaliaclo didrla laboratorizl de billrrubina total.

3.2. Em casos especlals (doenga hemolftica do RN por ex.), justifi-
cam-se avallacgBes mals frequentes.

3.3. A crianca submetlida a Fototerapia deverd permanecer apenas de
fraldas e com seus colhos devidamente vendados.

3.4. Toda <crian¢a submetida a Fototerapia devera ter controle de
eliminag¢8c urindria, bem como determinagBes fregquentes de den-
sldade urinaria.

Sua hidratac¢3o deverd ser aumentada (cdlculo base: 50 ml/Kg/

dia a mais do basal?) no sentldo de manter débito urindrio en-

tre 1 e 3 ml por Kg/hora e densidade entre 1006 e 1010.

3.5. £ comum o aparecimento de eritema mesmo quando se wutilizam
aparelhos com filtro de "plexigass”.

3.6. Se houver disponibilidade de radibémetro, a radifincia devera
ser mantida entre 4 e 10 mew/cm /nm aoc nivel da pele.

DURACXO:

A suspens3oc da fototerapia serd realizada quando os nfveis de
bilirrubina total estliverem abaixo dos nivels de indicag3o e ja te-~
nha decorride o perfodo habitual de conjugac@c deficiente (pico méa-~
ximo da bilirrubina: 52 dia de vida para o RN com peso malor que
2500 gr e 7¢ dia de vida para o RN com peso menor que 2500 gr).
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