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RESUMO




A Genética Comunitaria € uma nova disciplina, situada na interface entre a
medicing, a genética e a comunidade. A presente tese teve por objetivo estudar a
deficiéncia de Desidrogenase de 6-Fosfato de glicose (G-6-PD) em uma comunidade do
interior do Estado de S&o Paulo (Braganca Paulista), de acordo com os critérios cientificos
e pragmaticos da Genética Comunitaria, compreendendo os aspectos genético-
epidemioldgicos, moleculares, demograficos, sociais, éticos e culturais.

Em um periodo de 36 meses foram triados 4.621 doadores de sangue do
sexo masculino no Nucleo de Hematologia e Hemoterapia de Braganca Paulista,
detectando-se 80 deficientes da G-6-PD, cujo diagnéstico foi confirmado pela
quantificacdo enzimatica e pela eletroforese da enzima. O indice de positividade na
amostra foi de 1,7%, a taxa de aceitacdo a orientacdo genética atingiu 61% e o nivel de
assimilagéo dos deficientes quanto as informagdes fornecidas foi de 81%.

Tendo em vista a existéncia na literatura de evidéncias indiretas de aumento
de fertilidade das heterozigotas do gene da deficiéncia de G-6-PD em areas malarigenas,
este aspecto foi investigado de forma direta no presente trabalho, em uma regido nao
malarigena. Nao foi observada, no entanto, diferenca significativa entre a média de filhos
das heterozigotas, quando comparada a de um grupo controle da mesma faixa etaria e
nivel sécio-econdmico e cultural (p=0,176).

A analise molecular foi realizada em 70 deficientes de G-6-PD nao
consanglineos, através da amplificacdo de DNA por PCR seguida de digestao por
enzimas de restricdo e analise de polimorfismo de conformagdo em hélice simples
(SSCP). Em 98,6% dos deficientes foi identificada a mutacao G-6-PD A" (202 G > A), por
digestdo do exon 4 com Nla lil. Verificou-se a presenca de uma mutagcdo mais rara no
exon 9, por SSCP. Nao foi constatado nenhum caso de variante Mediterranea de G-6-PD.
Tais resultados permitiram algumas informagdes a respeito da deficiéncia de G-6-PD na
comunidade, ou seja, a variante A", quase que exclusiva, foi introduzida na comunidade
nao apenas pelos negroides, mas também por imigrantes europeus, sobretudo espanhais,
portugueses e italianos; a contribuicdo italiana em termos da variante Mediterranea de G-
6-PD foi menor que a contribuicdo em termos de talassemia beta.

O custo de implantagdo do programa comunitario no Nucleo de Hematologia
e Hemoterapia demonstrou ser possivel, com um baixo custo anual de apenas US$
272,30, diagnosticar e orientar de forma ética um numero significativo de familias com
deficiéncia de G-6-PD, além de iniciar a educacéo da comunidade a respeito do problema
e implantar na USF um nucleo de estudo dessa enzimopenia.
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I - Introducao

1.1- O conceito de Genética Comunitaria

O termo Genética Comunitaria ou Genética de Comunidade foi usado pela
primeira vez em 1990, em uma discussao a respeito das implicagdes em saude publica da
identificacdo do gene da fibrose cistica (Modell, 1990). J&4 o seu conceito foi sendo
delineado nos anos seguintes, em reunides da Organizagdo Mundial da Saude,
estabelecendo-se assim, uma nova disciplina da Genética, concretizada em 1998, com a
criacdo na Suica de um periddico especializado, o “Journal of Community Genetics”

~ (Modell e Kuliev, 1998).

De acordo com Ten Kate (1998), a Genética Comunitaria situa-se na interface
entre a medicina, a genética e a comunidade e pode ser conceituada pelo seu lado aplicado
ou pelo seu lado cientifico. Do ponto de vista pragmatico, ela pode ser definida pelos efeitos
preventivos e educacionais dos servigos de genética sobre a comunidade, englobando aqui
as atividades de triagem populacional e orientagdo genética, divulgagdo das alteragOes
genéticas prevalentes na comunidade e assessoria reprodutiva, variando esta ultima da
orientacdo sobre métodos anticoncepcionais até o oferecimento do diagnéstico pré-natal
e/ou neonatal. Ja do ponto de vista cientifico, ela inclui todas as pesquisas necessarias a
implantacdo e a avaliagdo de um programa de genética que atue sobre a comunidade,
compreendendo aqui aspectos genético-epidemiologicos, moleculares, demograficos,
sociais, psicologicos, éticos e culturais. Pelo seu carater extremamente amplo, a Genética
Comunitaria € melhor caracterizada como uma metagenética, do que pela sua contribuicdo

a genética em si (Ten Kate,1998).



Do exposto, parece claro que a Genética Comunitaria difere conceitualmente
da Genética de Populagbes, a qual se interessa, basicamente, pelas frequiéncias alélicas e
pela dinamica dos genes nas familias e nas populagées. Embora mais proxima da Genética
Epidemiologica, pelos seus objetivos de prevencdo, ela também difere desta ultima,
primariamente voltada para os mecanismos relacionados a ocorréncia e a recorréncia de
doengas genéticas nas populagdes. Dentro do espirito holistico que caracteriza este final de
seculo, a Genética Comunitaria pretende dar uma maior abrangéncia aos programas de
intervencdo social da genética, enfatizando que os caminhos da mente humana sao

A K&

imponderaveis e que as suas respostas podem fﬁgir do que seria esperado e até “ébvio “
de acordo com alguma teoria. De fato, um programa de genética a ser implantado em uma
comunidade deve levar em consideragdo ndo apenas 0s seus aspectos genético-
epidemiolégicos e populacionais, mas também os seus aspectos sdcio-econdmicos,
psicoldgicos e culturais. Como comenta Bowman (1991), os programas populacionais
geralmente s&o concebidos em um mundo teérico e idealizado. Na pratica, no entanto, eles
s&0 desenvolvidos em um mundo real, muito diferente.

Como seria de se esperar, as alteragbes genéticas de maior prevaléncia nas
populagbes, sobretudo aquelas que contam com métodos de triagem de heterozigotos,
como é o caso das hemoglobinopatias hereditarias, a deficiéncia de G-6-PD, a fibrose
cistica, etc., constituem o alvo preferido da Genética Comunitaria. No entanto, as alteragbes
relacionadas a deficiéncia mental (ex.: sindrome de Down, fenilcetonuria, hipotireoidismo
congénito, etc.) e as malformagdes também se enquadram em seus objetivos. Um
programa de informagcdo sobre agentes teratogénicos, por exemplo, enquadra-se

perfeitamente nos objetivos da Genética Comunitdria, desde que ele inclua, evidentemente,

alguma modalidade de avaliagdo do seu impacto sobre a populagéo.



No Brasil, os primeiros programas de Genética Comunitaria, nos moldes
acima definidos, diziam respeito as hemoglobinopatias hereditarias, tendo como alvo
comunidades de aproximadamente 100.000 habitantes, como é o0 caso das cidades
paulistas de Araras (Teixeira e Ramalho, 1993 ;1994) e Braganga Paulista (Compri et al.,
1996). Tais programas despertaram o interesse da comunidade cientifica nacional sendo
reconhecidos como de relevancia cientifica e premiados pela Academia de Medicina de
Séo Pauio (Ramalho et al.,, 1996 b). Com a recente valorizacdo da Genética Comunitaria
nos meios de comunicagdo internacionais, acrgdita—se gue novos programas sejam

implantados no Brasil, enfocando varias outras alteracdes genéticas.
1.2- A comunidade de Braganca Paulista

Braganca Paulista € uma cidade localizada no interior do Estado de Sao
Paulo, distante apenas 90 Km da capital, e que reine algumas condi¢cdes propicias a
implantac&o de programas comunitarios. Dentre elas, merecem destaque o seu porte médio
(109.863 habitantes - IBGE, 1995), a heterogeneidade racial da sua populagéo, as boas
condi¢cdes de saneamento basico e uma Faculdade de Ciéncias Médicas (Universidade Sao
Francisco), com um Setor de Hematologia Clinica e Laboratorial, vinculado a Hemo-Rede
(Rede Estadual de Hematologia e Hemoterapia do Estado de S&o Paulo). Outro fatbr
favoravel é a distancia de apenas 60 km da Univérsidade Estadual de Campinas, equipada
para fornecer assessoria em técnicas laboratoriais mais complexas e especializadas, como,
por exemplo, as de Biologia Molecular, imprescindiveis na caracterizacédo das mutacdes

presentes na comunidade.



Braganca Paulista, como tantas outras cidades brasileiras, teve a sua origem
nas proximidades de uma capela, no ano de 1763. Cresceu neste local o Povoado de
Conceig¢do do Jaguari, que em 1797 passou a condicdo de Vila Braganca (Bueno, 1993). A
sociedade, como toda sociedade brasileira da época, apresentava no seu topo os grandes
proprietarios rurais: homens brancos e livres. A populacéo negra era dividida em escravos e
libertos. Em 1836, a composi¢éo étnica da populagéo de Braganca Paulista era a expressa

como mostra a Tabela 1 :

Tabela 1 — Composicao étnica de Braganga Paulista em 1836 (Adaptado de Martins e
Laurito, 1944).

Homens Mulheres Total

Brancos 3582 3580 7162

Mulatos 1028 - 978 2006

Pretos 690 546 1236
Total 5300 5104 10.404

Na primeira metade do século XIX, Bragang¢a constituia, juntamente com
outras cidades da regido, o celeiro da capital, pois produzia feijao, milho, arroz e até trigo,
além do gado (Laurito e Martins, 1944) . De acordo com a Professora Beatriz W.C. Leite *,
em seu estudo sobre a regido bragantina, o aglcar nao teve na regido importancia
econdmica de destaque; “A lavoura de mantimentos e a pecuaria foram as duas principais
motivacdes da economia Bragantina”.

A localizacédo de Braganga, proxima ao Sul de Minas, colocou-a na rota do

lucrativo e intenso comeércio de tropeiros.

* Trabalho pertencente ao acervo do CDAPH-IFAN (Centro de Documentagido e Apoio a Pesquisa
Histérica - Instituto Franciscano de Antropologia), sem registro da data de publicagdo, sendo
provavelmente da década de 70.



Da segunda metade do século XIX em diante, além de a cidade desenvolver o comércio,
ela passou a conviver com a cafeicultura e com os imigrantes europeus. Essa época foi
marcada pela chegada de individuos de diversas cidades da regi&o e de outros Estados,
como Rio de Janeiro, Minas Gerais, Espirito Santo e Parana (Paranagua). Em 1833 ja se
registrava em Braganca a presenca de dez estrangeiros : 5 portugueses, 2 italianos, 1
alemdo, 1 persa e 1 espanhol. Nos fins do século XIX e inicio deste, ocorreu uma
intensificagéo das imigragées, principalmente italiana e espanhola, tendo sido nesta época
criadas em Braganca a “Sociedade D. ltaliana de Socorros Mutuos” (1891), a “Sociedade
Espanhola de Socorros Mutuos 2 de Mayo” (1900) , @ “Sociedade ltaliana Fatellanga”
(1898) e a “Sociedade Recreativa ltaliana” (1908) (Bueno, 1993).

Dados do final da década de 30 mostram que a produgdo de milho e feijdo
continuou. A pecuaria e a suinocultura também representam parte da economia da cidade
ha décadas, viabilizadas pela topografia e pela influéncia dos imigrantes europeus. Com a
queda do café, intensificou-se o plantio da batata, um ciclo produtivo de aproximadamente
duas décadas e que foi responsavel pela fixagdo da coldnia japonesa em Braganca. Com a
pavimentacdo de estradas regionais e a construgdo da Rodovia Ferndo Dias, Braganga
Paulista foi perdendo importancia econdmica a partir da década de 50. As cidades préximas
mudaram a sua referéncia econdmica para a capital do Estado ou Campinas (Moreira et al.,
1997). |

Em 1993 foi implantado em Braganga Paulista um programa comunitario de
hemoglobinopatias hereditarias, no qual a comunidade foi abordada a partir dos estudantes
de primeiro e segundo graus. Esse programa, que forneceu o substrato para a tese de
mestrado da autora do presente trabalho (Compri et al., 1996), revelou uma receptividade

satisfatéria da populagéo aos exames laboratoriais e a orientac@o genética oferecidos em



carater opcional, sem qualquer coercividade. No entanto, os seus indicadores de viabilidade
e eficiéncia foram significativamente menores que os observados no programa de
hemoglobinopatias desenvolvido em Araras, SP, a partir de gestantes (Teixeira e Ramalho,
1994). De qualquer forma, o programa despertou o interesse da comunidade, levando a
implantac&o de um servico especializado de diagndstico, orientacdo e tratamento das
hemoglobinopatias hereditarias, que continua em funcionamento.

Tendo em vista a composi¢do racial da comunidade, outra alteragdo genética
que se julgou merecer um programa educacional e preventivo foi a deficiéncia de
desidrogenase de 6-fosfato de glicose (G-6-PD), cjue € outro polimorfismo genético humano
que tem merecido a aten¢cdo da Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 1995; Modell e

Kuliev, 1998).
1.3- A desidrogenase de 6-fosfato de glicose (G-6-PD)

A desidrogenase de 6-fosfato de glicose, também conhecida pela sigla G-6-

PD (do inglés glucose-6-phosphate dehydrogenase) ou pela notagdo NADP oxido-redutase

de 6 -fosfato de D-glicose (EC 1.1.1.49), € uma enzima citoplasmatica amplamente
distribuida entre quase todos organismos e tecidos. Nos seres humanos, apesar de sua
ampla distribui¢do, no metabolismo das hemacias é que a G-6-PD exerce sua fun¢do mais
importante, ao atuar em uma das vias metabéiicas utilizadas por estas células para a
obteng&o de energia.

Na sua forma ativa, a G-6-PD é constituida por duas ou quatro subunidades
idénticas, cada uma com uma massa molecular de 59 KDa. A sequéncia primaria de 515

aminoacidos da G-6-PD foi determinada a partir da sequéncia de cDNA. O gene que

6



codifica a G-6-PD possui 18 Kb, consiste em 13 exons e localiza-se na regido telomérica do
braco longo do cromossomo X, mais precisamente na banda Xq28 (Fig.1). Ele faz parte de
um grupamento denominado G-6-PD/ daltonismo, que de acordo com os estudos de Keats
(1983), inclui os seguintes genes: - daltonismo deuterondide - G-6-PD — leucodistrofia e

hemofilia A .

Deficiéncia de G-6-PD

X

Figura 1 — Localizagao do gene da G-6-PD : Xq28

Como é bastante conhecido, a hemacia € muito diferente de todas as outras
células, pois ndo possui ndcleo, mitocondrias, ribossomos e aparelho de Golgi, ndo tem
capacidade de divisé@o e nao sintetiza DNA nem RNA. Tais caracteristicas acarretam a essa
celula algumas restricdes 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 adenosina) produzido durante a
7



glicdlise. Contudo, apesar de suas particularidades, a hemacia € uma célula complexa e
metabolicamente ativa, cuja integridade € mantida por trés unidades celulares em
interagdo: a hemoglobina, a membrana celular e os elementos soluveis intracelulares,
principalmente enzimas, coenzimas e substratos do metabolismo da glicose. Essas
unidades sdo aquelas que capacitam a hemacia a desenvolver as suas fungdes primarias
de transporte de oxigénio e de dioxido de carbono.

A auséncia de depdsitos de glicogénio na hemacia normal faz com que essa
célula necessite de suprimento constante de ca_rboidrato para a obtencao da energia
necessaria para manté-la funcionalmente ativaA e em circulagdo durante um periodo
aproximado de 120 dias. Embora o carboidrato preferido na producdo de energia seja a
glicose, a heméacia também pode metabolizar outros agtcares, tais como a frutose, a
‘manose e a galactose (Oski e Naiman, 1972).

A glicose penetra facilmente nas hemacias, quase independendo da sua
concentracido extracelular e, uma vez dentro da célula, é fosforilada a glicose-6-fosfato ou
reduzida a seu derivado poliol (o sorbitol), que € entdao convertido a frutose. A seguir, a
glicose-6-fosfato formada é metabolizada por intermédio de uma das trés vias metabdlicas
seguintes:

1- Via metabdlica anaerdbica de Embden - Meyerhof, que conduz a formagéo de piruvato e
lactato e na qual é produzido o ATP, que fosforila proteinas da membrana e fomece
energia para a bomba de sédio e potassio e outros passos metabdlicos;

2- Via metabdlica da pentose-fosfato ou via oxidativa direta, que produz o fosfato reduzido

de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH), importante para manter o potencial

redutor intracelular. Essa via produz no seu final o didéxido de carbono e uma pentose
fosforilada, a qual, apds uma série de rearranjos moleculares, retoma a via de Embden-

Meyerhof, com produgao de ATP;



3-Conversao de glicose-6-fosfato a glicose-1-fosfato e, eventualmente, a glicogénio.

Em condigdes normais, 90% da glicdlise é feita nas hemacias pela via de
Emdben-Meyerhof e 10% pela via oxidativa direta (Oski € Naiman, 1972).

A G-6-PD catalisa o primeiro passo da via oxidativa direita da glicose, no qual
a glicose-6-fosfato é oxidada a 6 - fosfogliconolactona, a qual, a seguir, é hidrolisada a 6-
fosfogliconato, que & entdo oxidado a ribose-5-fosfato, na presenga de desidrogenase 6-
fosfogliconica, com a producéo de didxido de carbono.

As reacgbes catalisadas pelas enzimas desidrogenase de 6-fosfato de glicose e
desidrogenase 6- fosfogliconica requerem como co-fator essencial o fosfato de
nicotinamida  adenina dinucleotideo (NADP), que atua como receptor de ions de
hidrogénio, resultando no aparecimento do fosfato reduzido de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADPH). O papel mais importante da via oxidativa direta é, sem duvida
alguma, a geracdo de NADPH, substancia redutora essencial sobretudo a manutencao do
glutatido em estado reduzido (GSH), uma vez que a redutase de glutatido oxidado (GSSH)

requer NADPH como coenzima.

Em resumo:

glicose - & -fosfato —. MADP & e GSSH £
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O GSH, por sua vez, € fundamental @ manutencdo da estabilidade da
hemoglobina e das enzimas intra-celulares e a protecéo de lipides da membrana contra a
oxidagdo, além de constituir a principal fonte de grupos sulfidrila no interior da hemacia
(Jandl e Allen, 1960; Jaffé, 1970; Oski e Naiman, 1972). Tal composto, cuja estrutura é
mostrada na Figura 2, € imprescindivel, portanto, a defesa das hemacias contra a agressao
de agentes oxidantes, que atuam principalmente sobre os grupos sulfidrilicos ativos de
varias enzimas eritrocitarias do citoplasma e da membrana, além do grupo sulfidrilico da
posicéo BQG da hemoglobina, promovendo a hemélise. Esses agentes oxidantes, que podem
ser de origem endogena ou exdégena (drogas, élimentos, elementos atmosféricos), séo
representados sobretudo pelo perdxido de hidrogénio e provavelmente, por outros
peréxidos organicos gerados durante processos infecciosos, pela acdo de drogas ou
mesmo em alguns processos metabodlicos normais. Os alvos iniciais da oxidac&o exdgena
ou endbégena sdo o GSH, grupos sulfidrilicos de proteinas, 0 heme e possivelmente os
lipides (Beutler,1983).

Frente ao exposto, pode-se concluir que a atividade da G-6-PD é
indispensavel a manutencgao da integridade das hemacias e que uma deficiéncia acentuada
dessa enzima pode produzir altera¢cdes metabdlicas muito sérias, sobretudo na presenca
de substancias oxidantes. A principal consequéncia dessas aiteragbes metabdlicas é a
hemodlise, determinada fundamentaimente, pela precipitacdo da hemoglobina e formacéo de
corpusculos de Heinz, pela oxidagdo dos grupoé tiol das enzimas citoplasmaticas e da

membrana celular e, secundariamente, pela oxidacéo de lipides da membrana.
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Figura 2 — Glutatido na sua forma reduzida

1.4- A deficiéncia de G-6-PD

A deficiéncia de G-6-PD é a mais freqlente das enzimopatias conhecidas:
estima-se que cerca de 400 milhdes de pessoas em todo 0 mundo sejam afetadas. As mais
altas prevaléncias (frequéncias génicas de 5% a 25%) sdo encontradas na Africa Tropical,
Oriente Médio, na Asia Tropical e Subtropical, ém algumas areas do Mediterraneo e em
Papua Nova Guiné (Luzzato e Metha, 1995).

Geneticamente, a deficiencia de G-6-PD (sistema Gd) & uma entidade
heterogénea, causada por genes que se expressam como um carater recessivo

ligado ao cromossomo X. Além da enzima normal (Gd"), mais de 400 variantes
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diferentes foram descritas, com base nas diversas caracteristicas bioquimicas observadas,
72 das quais sdo polimdrficas. Entretanto, também foram caracterizadas mutacdes
estruturais do gene ndo acompanhadas de deficiéncia da atividade enziméatica. Assim
sendo, as diversas variantes observadas, que alteram a estrutura, a estabilidade ou a
atividade da G-6-PD, sdo agrupadas em cinco classes distintas, com base na atividade
enzimatica residual (Luzzato e Metha, 1995):

Classe | - associada a anemia hemolitica crénica ndo esferocitica: 97 variantes, sendo
apenas uma polimérfica. Ex. variantes Andaloris, Campinas e Sumaré ;

Classe Il - deficiéncia enzimatica grave (<10% dé atividade residual): 122 variantes, sendo
37 polimérficas. Ex.: variantes Mediterranea e Union :

Classe Ill - deficiéncia enzimatica moderada (10% a 60% de atividade residual). 103
‘variantes, sendo 22 polimérﬂ_cas. Ex.: variantes Af(icana ou A", Cantdo e Seatle ;

Classe IV - atividade enzimética normal ou ligeiramente diminuida (60% a 100% de
atividade): 52 variantes, sendo 12 polimoérficas. Ex: variante A

Classe V - atividade enzimatica aumentada (> 150% de atividade): 2 variantes, nenhuma
polimorfica. Ex.: variante Verona.

De todas as variantes da G-6-PD com atividade deficiente, as que mostram
maior importancia, pela sua frequéncia, séo: a variante Negréide ou Africana (variante A’ ),
que ocorre comumente em negroides, bem como no Sul da ltdlia, Espanha, Portugal e
Peninsula Arabica; a variante denominada Mediterranea, que é encontrada mais
usualmente em italianos, principalmente da Sardenha e da Sicilia, em gregos, judeus
orientais, arabes e persas; a variante Canté&o, freqiiente no sul de China; a variante Seatie,
que embora tenha sido descrita pela primeira vez nos EUA, atinge frequéncias polimorficas
na Sardenha, Grécia e Sul da Itélia; e a variante Union, encontrada em chineses e no Sul

da ltalia ( Luzzato e Metha, 1995).
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Ha muito se especula sobre a existéncia de uma relacgéo entre as variantes A
e A’, e a analise do DNA confirmou esta hipdtese: a substituicdo de &cido aspartico por
asparagina na G-6-PD A deve-se a uma mutagdo G=> A no nucleotideo 376; a mesma
mutacdo esta presente em todos os pacientes com a variante de G-6-PD A", mas a
deficiéncia da enzima que caracteriza a variante é causada por uma segunda substituicdo;
geralmente, esta substituicdo esta no nucleotideo 202 (G—A), mas outras mutacdes nos
nucleotideos 680 e 968 podem estar presentes (Beutler et al., 1989). E interessante que
todas as mutagdes que levam a deficiéncia de G-6-PD em negros ocorram em associagéo
com G-6-PD A: provavelmente a variante G-6-PD A, em algum momento, foi o tipo mais
comum de G-6-PD na Africa (Beutler,1992).

No Mediterraneo, a mutagdo mais freqlente é aquela designada G-6-PD
Mediterranea, que decorre de uma substituicdo C—T no nucleotideo 563. Algumas
variantes, que outrora pensava-se serem distintas da G-6-PD Mediterranea, sédo idénticas a
ela do ponto de vista molecular (Beutler, 1990 e Beutler, 1992). Uma mutagdo no
nucleotideo 1311, que também decorre de uma substituicdo C—T mas nao produz troca de
aminoacido, ocorre em cerca de 20% da populagéo do Mediterraneo; foi detectada também
em 98% dos individuos portadores de G-6-PD Mediterranea do Sul da Europa e Oriente
Médio, sugerindo que a mutag@o ocorreu apenas uma vez e recentemente. Entretanto, a
muta¢do 1311 n&o foi observada em trés hindus com G-6-PD Mediterranea, o que sugere
que esta ultima mutagao teve origens diferentes (Beutler et al., 1990).

A clonagem e o sequUenciamento do gene de G-6-PD (Martini ef al., 1986;
Poggi et al., 1990 e Chen et al., 1991) propiciaram uma nova perspectiva no estudo da
genética populacional dessa deficiéncia enzimatica. Até entdo, para andlise bioquimica da

enzima, era necessaria a coleta de grande guantidade de sangue, com resultados muitas
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vezes duvidosos, devido ao transporte, estocagem, purificagdo e ensaio bioquimico
inadequados da proteina. Atuaimente, é possivel o estudo molecular desta enzima, a partir
do DNA estavel, extraido de leucdcitos obtidos de menos de 1 mi de sangue e utilizando-se
varias técnicas independentes de biologia molecular, que podem confirmar uma possivel
mutacdo. Essas técnicas incluem seqlenciamento, andlise de sitios de restricdo e
hibridizag&o alelo-especifica (Saad et al., 1995).

Comumente, as variantes de alta freqiéncia populacional e caracterizadas por
poucos efeitos adversos sdo clinicamente idénticas. Entretanto, as variantes que causam
anemia hemolitica cronica, devido a selecao advérsa, decorrem de mutacdes recentes e
independentes. As regides de DNA que codificam os dominios de ligagéo entre o NADP e a
G-6-PD sao regides particularmente sujeitas a mutagdo nas anemias hemoliticas néo
esferociticas (Beutler, 1990 ; 1992).

As manifestagdes clinicas comumente observadas nos deficientes de G-6-PD
s80 a ictericia neonatal e a anemia hemolitica aguda. Em alguns casos, a anemia neonatal &
grave o suficiente para causar a morte ou danos neurolégicos permanentes (Luzzato_e
Metha, 1995). A anemia hemolitica aguda pode ser desencadeada por varias drogas,
inffeccbes e pela ingestédo de fava (Vicea fava). Como exemplo de drogas que podem
desencadear uma crise hemolitica nos deficientes de G-6-PD, temos os antimalaricos,
antibacterianos sulfonamidicos e sulfonicos, antipiréticos/anaigésicos (como acetanilida), e
outros, como acido nalidixico, azul de metileno, quinidina, vitamina K e a naftalina. Aigumas
destas drogas s6 desencadeiam a anemia hemolitica aguda em variantes especificas, como
€ 0 caso da quinidina na variante Mediterranea. Outras drogas levam a crise aguda guando
associadas a infecgbes e outros fatores predisponentes, como doengas cronicas (Sena ef

al. ,1986) . Salvo esses episédios hemoliticos, muitos individuos deficientes de G-6-PD
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s&o totalmente assintomaticos. Na Tabela Il sdo apresentadas as principais drogas capazes
de desencadear hemolise nos deficientes de G-6-PD com atividade residual da enzima

inferior a 60%, ou seja, nos portadores das variantes das classes Il e 11l

Tabela 2 - Farmacos associados & hemolise significativa em deficientes de G-6-PD

(Luzzato e Metha, 1995)

Possivel associagdo
Droga Associagdo altas doses em pacientes ~ Associagdo duvidosa
com deficiéncia grave ou‘em

inequivoca recém=-nascidos
primaquina, _
Antimalaricos pamagquina, cloroquina quinina,
pentaquina quinacrina
sulfanilamida,
Sulfonamidas sulfacetamida, sulfadimidina, sulfadiazina,
sulfapiridina, sulfameridina, sulfoxona, sulfisoxazol
sulfametoxazol sulfametoxipiridazina
Sulfonas dapsona, - -
tiazolsulfona
Nitrofuranos nitrofurantoina - -
fenacetina,
Analgésicos acetanilida aspirina aminopirina,
antipiréticos acetaminofen
acido nalidixico, cloranfenicol, analogos PAS, L-DOPA,
Outros farmacos azul de metileno, da vit. K, acido probenecid,
fenazopiridina ascorbico dimercaprol
Outras naftalina, nitritos,
substancias trinitrotolueno, - -
quimicas azul de toluidina
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1.5- A manutencdo do polimorfismo da deficiéncia de G-6-PD

Um aspecto que sempre despertou o interesse dos geneticistas foi o de a
deficiéncia de G-6-PD atingir freqiiéncias extremamente elevadas em certas populagdes,
apesar do efeito potencialmente deletério do gene que a determina. Outro aspecto
interessante é a correlagdo positiva observada na Sardenha entre a deficiéncia de G-6-PD
e a talassemia beta (Siniscalco ef al., 1961), 0 mesmo ocorrendo entre a deficiéncia de G-6-
PD e o traco falciforme em varias populacbes (Motulsky, 1964). Essas correlagbes ganham
grande significado pelo fato de a deficiéncia de G-6-PD ser ligada ao sexo, ao passo que as
duas hemoglobinopatias mencionadas s&o autossdmicas (Beiguelman, 1994).

Na verdade, as freqiéncias da deficiéncia de G-6-PD s&o extremamente
diferentes nas diversas populagbes humanas masculinas, variando desde 62% entre judeus
curdos, 30% entre italianos da Sardenha, 13% entre arabes e apenas 0,1% entre japoneses
(Hamel e Saad, 1998). Da mesma forma, extensos estudos realizados em populacdes
indigenas da América do Sul, constataram entre eles a auséncia dessa enzimopenia
(Weimer et al., 1998).

Em 1960, Motuisky adaptou para a deficiéncia de G-6-PD a teoria de Haldane,
formulada em 1949 em relagdo a talassemia beta, sugerindo que os deficientes de G-6-PD
também poderiam ter alguma vantagem seletiva frente a malaria causada pelo Plasmodidm
falciparum. Da mesma forma que em relacio a télassemia beta, essa hipbtese baseava-se
apenas na semelhanga das distribuigcées geogréficas da deficiéncia de G-6-PD e da malaria
causada pelo Plasmodium falciparum. A mesma hip6tese também havia sido aventada por

Allison (1954) para explicar o polimorfismo da hemoglobina S na Africa.
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A sugestao de Motulsky (1960) ganhou evidéncias favoraveis em um estudo
realizado logo a seguir por Siniscalco et al. (1961) na Sardenha. De fato, tais autores
constataram que a frequéncia de homens deficientes de G-6-PD era relativamente baixa
(3% a 4%) nos locais montanhosos da Sardenha e muito alto (podendo atingir 35%) no
litoral pantanoso dessa grande ilha, onde a maléria foi endémica. Da mesma forma, Plato et
al. (1964) também encontraram uma frequéncia bem maior de deficiéncia de G-6-PD nas
zonas de maléria endémica do litoral de Chipre, do que nas zonas montanhosas do interior
dessa ilha. Desde entao, a teoria da maior resisténcia a malaria causada pelo Plasmodium
falciparum foi usada para explicar a manutengéo do polimorfismo da deficiéncia de G-6-
PD em alguma populacbes mediterraneas e africanas. No continente americano, a
deficiéncia de G-6-PD teria sido introduzida pelo fluxo génico através dos escravos
africanos e dos imigrantes europeus e asiéticos (Asia Menor), uma vez que ela estava
ausente na populag¢do indigena autdctone.

O aparecimento da malaria endémica causada pelo Plasmodium falciparum
foi um desastre ecoldgico que provavelmente matou mais pessoas do que qualquer outra
doenca. Tal endemia é atribuida a mudanca de habitos das populacdes de areas tropicais
e subtropicais, que passaram da vida ndmade de cacadores para a vida sedentaria de
agricultores. De fato, a destruicdo das fiorestas, a criagdo de povoados com cabanas
cobertas por folhas e o estabelecimento de condi¢cdes propicias a estagnacéo da agua ea
reproducdo do Anopheles gambiae, principal mosquito vetor do Plasmodium falciparum,
foram fatores fundamentais para o aparecimento da maldria endémica em area tropicais e
subtropicais. Na Africa, esse desastre ecolégico teve inicio ha cerca de 2.000 anos, embora
provavelmente ele seja mais antigo em algumas regides da Europa e da Asia (Eaton,

1994). Estimativas técnicas situam a mortalidade pela malaria causada pelo Plasmodium
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falciparum em torno de 20% nessas populagbes (Livingstone, 1971), o que ressalta a
importancia dessa forga seletiva em relagdo as condigbes genéticas benignas (traco
falciforme, traco talassémico e deficiéncia de G-6-PD) que eventualmente conferissem aos
seus portadores alguma resisténcia adicional contra o Plasmodium falciparum.

De acordo com Beiguelman (1994), a maior preservacdo dos portadores da
deficiencia de G-6-PD frente ao Plasmodium falciparum talvez seja uma conseqiiéncia
desse parasito desenvolver-se nas hemacias mais velhas, as quais, nos individuos com a
variante A" de G-6-PD, sdo as que mostram maior deficiéncia da atividade enzimatica.
Assim sabendo-se que: a) as hemacias deﬁciehtes de G-6-PD podem ter niveis muito
baixos de glutatido reduzido; b) que o Plasmodium falciparum se utiliza da via oxidativa
direta da glicdlise; c) que tal parasito requer glutatido reduzido para crescer in vitro ; d) que
50% desse glutatido das hemacias contribuem para a produg@o de cisteina necessaria a
estas células, pode-se supor que o Plasmodium falciparum , por causa das suas
necessidades nutricionais, tenha preservado ndo sé os homens deficientes de G-6-PD,
mas também as mulheres heterozigotas do gene da deficiéncia, ja que elas possuem duas
populagbes de hemacias (normais e deficientes de G-6-PD). Em um ambiente com
Plasmodium falciparum , as mulheres heterozigotas poderiam Ter ainda uma vantagem
seletiva em relacdo aos homens com deficiéncia de G-6-PD, porque estes estariam sujeitos
as crises hemoliticas e elas nao.

Lisa et al. (1994) voltaram a chamar a atencdo para a importancia das
heterozigotas do gene da deficiéncia de G-6-PD na manutengdo do polimorfismo dessa

enzimopenia, sugerindo que, além da maior resisténcia ao Plasmodium falciparum , elas

também seriam mais férteis. Esses autores encontraram evidéncias indiretas desse

fendmeno da fertilidade diferencial nas heterozigotas na Sardenha, pois, utilizando dados
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do censo demografico de 1961, eles constataram um maior nimero meédio de filhos por
mulher nas povoagdes onde a frequéncia da deficiéncia de G-6-PD era maior. No entanto, a
Sardenha ainda era uma area de malaria endémica na década de 60, com interferéncia
dessa doenca e/ou da imunidade adquirida contra ela, na fertilidade das mulheres. Além
disso, as evidéncias obtidas por Lisa ef a/. (1994) sdo muito indiretas e a deficiéncia de
G-6-PD também mostra-se associada a talassemia beta nas populagbes sardas. Assim,
parece desnecessario enfatizar a conveniéncia da realizagdo de outros estudos de
fertilidade diferencial das heterozigotas, sobretqdo estudos diretos e em areas néo

malarigenas.

1.6 - A deficiéncia de G-6-PD no Brasil

Nos primeiros estudos realizados em populacdes brasileiras, ja foi possivel
verificar que a deficiéncia de G-6-PD pode alcangar proporgbes consideraveis entre os
homens. De fato, estudos realizados em diferentes regi6es do Brasil constataram entre os
homens negréides prevaléncias de deficientes de G-6-PD em torno de 10%. Ja entre os
homens caucasé6ides dos Estados de Sao Paulo e do Rio Grande do Sul, foram
encontradas freqiéncias de deficientes de G-6-PD em torno de 1% a 3% (Lewgoy e
Salzano, 1965; Beiguelman ef al., 1968, Saldanha et al. 1969; Marques e Campos , 1975;
Ramalho e Beilguelman, 1976; Azevédo ef al., 1978; Ramalho, 1979).

Nessa fase anterior ao advento das técnicas de Biologia Molecular, as
variantes de G-6-PD mais freqlentemente caracterizadas no Brasil, por exames
bioquimicos, foram a Africana ou A" e a Mediterranea. Assim, por exemplo, dentre os 30
deficientes de G-6-PD examinados por Azevédo e Azevédo (1974) em uma populacdo

mestica de Salvador, BA, 29 apresentaram a variante A" e um apresentava a variante
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Mediterranea. Ja entre os 27 deficientes de G-6-PD examinados por Weimer et al. (1981)
em Porto Alegre, RS, 20 apresentavam a variante A, 6 apresentavam a variante
Mediterranea e um a variante rara “Seatle-like”. Em Campinas, SP, dentre os 57 deficientes
de G-6-PD examinados por Sena, Barretto e Ramalho (1984), 55 apresentavam a variante
A" e apenas 2 a variante Mediterranea. Como veremos adiante, essa preponderancia da
variante Africana ou A" demonstrada por esses primeiros estudos, que se valeram da
eletroforese de G-6-PD e do ensaio enzimatico quantitativo, foi confirmada posteriormente
por investigagdes mais complexas, que se valeram da analise de DNA. Além disso, nesses
estudos pioneiros, foram descritas em nosso pais- novas variantes de G-6-PD, como é caso
das variantes Minas Gerais (Azevédo e Yoshida, 1969), Porto Alegre (Hutz et al., 1977) e
Guaiba (Weimer et al., 1981).

Os primeiros estudos a respeito do significado médico da deficiéncia de G-6-
PD no Brasil avaliaram sua morbidade, sua relagdo com a ictericia neonatal e as
consequéncias clinicas da transfusdo de sangue de doadores enzimopénicos.

As primeiras avaliagbes de morbidade da deficiéncia de G-6-PD em
popula¢des brasileiras foram as realizadas por Azevédo e colaboradores (1978) entre
homens negréides de Salvador ,BA, e por Sena e Ramalho (1985) entre homens negroides
e caucasoides de Campinas, SP. No estudo realizado em Salvador, os autores concluiram
que a deficiéencia de G-6-PD ndo é suficientemente grave no Nordeste do Brasil para
provocar um aumento significativo do nimero de hospitaliza¢gdes entre os seus portadores,
embora seja capaz de causar ictericia clinicamente detectavel. Da mesma forma, os
resultados obtidos por Sena e Ramalho (1985) indicaram que a deficiéncia de G-6-PD nédo
determina o aparecimento de alteragbes clinicas graves na maioria dos enzimopénicos da

regido de Campinas. Nesse estudo pdde-se constatar ainda que, embora os deficientes de
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G-6-PD mantenham contato freqlente com fatores ambientais potenciaimente hemoliticos,
tais como naftalina, sulfas e outros medicamentos, a intensidade do contato parece ser
insuficiente para desencadear, na maioria dos casos, hemalise importante.

A baixa morbidade da deficiéncia de G-6-PD observada nesses estudos
realizados em Salvador e Campinas deve-se, em grande parte, ao fato de a maioria dos
deficientes examinados apresentar a variante Africana ou A” da enzima, mais benigna, pois
a deficiencia enzimatica estd limitada as hemacias com mais de cinqlenta dias (Beutler,
1959). Sena e Ramalho (1985), no entanto, chamaram a ateng¢ao para a possibilidade de
casos isolados de deficientes de G-6-PD no Brasil poderem manifestar anemia hemolitica
aguda importante, até mesmo fatal, na presen¢a de fatores oxidantes fortes, ressaltando a
importancia da detec¢éo e da orientagdo preventiva dos enzimopénicos nas populacdes,
sobretudo naquelas nas quais a probabilidade de encontro da variante Mediterranea, mais
grave, for maior.

A associagdo entre a deficiéncia de G-6-PD e a ictericia neonatal também s6
foi investigada no Estado de S&do Paulo € na Bahia, com resultados discordantes. No
primeiro desses estudos, realizado na cidade de Sao Paulo, Segre (1971) observou um
aumento significativo da frequéncia de deficientes de G-6-PD entre os recém-nascidos
ictéricos caucaséides e negréides do Hospital do Servidor Publico Estadual “Francisco
Morato de Oliveira” que apresentavam ictericia com niveis de bilirrubina iguais ou
superiores a 12 mg%. Ja em 1974, Azevédo e Azevédo, investigando recém-nascidos
mesticos da cidade de Salvador, Bahia, observaram que a freqiéncia de deficientes de G-
6-PD era praticamente a mesma entre as criangas ictéricas e ndo ictéricas, afastando a
possibilidade de a deficiencia de G-6-PD ser um fator etiolégico importante, nessa

populagédo, de hiperbilirrubinemia neonatal.
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Ramalho (1979, 1981), retomando o problema na cidade de Campinas, SP,
examinou recém-nascidos a termo do Hospital de Clinicas da UNICAMP, investigando a
deficiéncia de G-6-PD em amostras de sangue do corddo umbilical e seguindo clinicamente
os recém-nascidos deficientes para verificar o aparecimento ou ndo de ictericia. Cerca de
26% das criangas levadas & fototerapia por ocasido desse estudo eram deficientes de G-6-
PD, o que levou o autor a suspeitar que tal enzimopenia pudesse ser uma causa
importante, na regido de Campinas, de ictericia neonatal moderada, que requer tal
procedimento.

Outra evidéncia indireta de uma poséivel associacdo entre a deficiéncia de G-
6-PD e a ictericia neonatal em populacdes paulistas foi fornecida pelo trabalho de Rivero e
colaboradores (1981), j& que esses autores puderam constatar casos de kernicterus entre
os deficientes de G-6-PD com retardamento mental matriculados no Instituto da Crianga, na
cidade de S&o Paulo.

Para confirmar essas evidéncias, Garlipp € Ramalho (1988) acompanharam
clinica e laboratorialmente 25 recém-nascidos deficientes de G-6-PD da cidade de
Campinas, SP (24 Gd" A" e 1 Gd Mediterranea), confirmando a existéncia de uma
associacdo estatisticamente significativa entre essa enzimopenia e a ictericia neonatal
moderada, que requer fototerapia. Curiosamente, a deficiéncia de G-6-PD nao se mostrou
associada nesse estudo a ictericia leve ou “fisioldgica”, que requer apenas observacao.

E interessante mencionar que um estudo recente (Kaplan et al, 1997)
demonstrou que a hiperbilirubinemia neonatal dos deficientes de G-6-PD ¢ intensificada
pela associacdo com a sindrome de Gilbert, a qual n&o é rara na regido de Campinas
(Magalhdes,1976). Essa interagdo génica pode servir de paradigma da interacdo de

polimorfismos genético benignos na determinagéo de doengas. De fato, a associagéo entre
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a deficiéncia de G-6-PD com o defeito de conjugagao da bilirrubina da sindrome de Gilbert
aumenta substancialmente o risco de o recém-nascido desenvolver kernicterus, com danos
neurolégicos permanentes.

Outro aspecto clinico importante da deficiéncia de G-6-PD, se bem que ainda
bastante controvertido, é o da transfusdo de sangue de doadores enzimopénicos . Em um
estudo realizado na cidade de Campinas, SP, em uma época anterior a criacdo do
Hemocamp em que o Hospital das Clinicas se valia de um servigo particular de
hemoterapia que nao contra-indicava a transfusdo de hemacias deficientes de G-6-PD, a
frequéncia de reagdes pos-transfusionais nao foi Signiﬁcamente maior entre receptores que
haviam sido transfundidos com sangue com a variante A” de G-6-PD, do que a observada
entre os controles, que haviam recebido hemacias sem essa deficiéncia enzimatica
(Ramalho et al., 1985b). Tal resultado ndo exclui, no entanto, a possibilidade de ocorréncia
de reagbes pos-transfusionais graves em casos esporadicos de uso de sangue deficiente
de G-6-PD, sobretudo se o0 doador apresentar a variante Mediterranea da enzima (Ramalho
e Beiguelman, 1976).

O estudo da deficiéncia de G-6-PD voltou a ser realizado de forma sistematica
na UNICAMP nos fins da década de 80, com a pesquisa dessa enzimopenia em pacientes
com sindromes falciformes (Saad, 1987; Saad ef al., 1995) e com o estudo da dinamica
insulinica e de secrecdo do cortisol em deficientes de G-6-PD (Monte Alegre et al., 1991).
Em 1993 foi descrita a variante Campinas de G-6-PD, ndo polimoérfica e associada a
anemia hemolitica cronica (Baronciani et al., 1993) e em 1997, a variante Sumaré (Saad et
al., 1997).

Com a implantacdo do Laboratério de Biologia Molecular da Disciplina de

Hematologia e Hemoterapia do Departamento de Clinica Médica da FCM e do Hemocentro
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da UNICAMP, tiveram inicio mais recentemente os estudos de analise de DNA de
individuos portadores da deficiéncia de G-6-PD. Assim, por exemplo, Saad et al. (1997a),
caracterizando molecularmente 150 doadores de sangue ndo consanglineos da regiao de
Campinas, observaram 146 portadores da mutagdo A” (202 G — A), 3 individuos com a
variante Mediterranea e um portador da variante rara G-6-PD Chatam.

Weimer et al. (1998), revendo as novas variantes de G-6-PD encontradas no

Brasil, chamaram a ateng&o para o fato de varias delas ainda n&o terem sido submetidas
a analise molecular, como & o0 caso, por exemplo, das variantes Minas Gerais, Porto
Alegre, Guaiba e Laguna. Dentre as caracterizadas molecularmente, esses autores citam
as variantes Lages, S&o Borja, Farroupilha, Anaheim e Campinas. A essas Uultimas deve
ser acrescentada a variante Sumaré, descrita por Saad et al. (1997b)

Do exposto, conclui-se que, apesar das varias pesquisas realizadas sobre o
assunto, a literatura nacional ainda carece de estudos comunitarios sistematizados a
respeito da deficiéncia de G-6-PD, nos quais os objetivos cientificos da Genética
Comunitéria sejam atingidos, incluindo aqui os aspectos genético-epidemioldgicos,
moleculares, demograficos, sociais, psicoldgicos, éticos e culturais, mencionados no inicio
desta introducéo.

Considerando que a deficiéncia de G-6-PD, além do seu aspecto medico, €
um importante marcador genético de ragas e populagbes, ela também constitui um
elemento precioso para o estudo da composigéo ‘genética das comunidades do interior de
Sao Paulo, que foram incorporando ao longo da sua histéria, povos das mais diferentes
origens, com diversos graus de miscigenagdo. Até o momento, n&o dispomos de nenhuma
informagao, por exemplo, a respeito da prevaléncia da variante Mediterranea de G-6-Pd

nessas comunidades paulistas.
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Il - Objetivos

A presente tese teve por objetivo geral o estudo da deficiéncia de G-6-PD em

uma comunidade brasileira, obedecendo os aspectos cientificos e pragmaticos da Genética

Comunitéria, delineados por Ten Kate (1998). Assim sendo, o trabalho tem os seguintes

objetivos especificos:

Implantar e avaliar um programa de diagndstico e orientagéo genética da deficiéncia de

G-6-PD em uma comunidade do interior do Estado de S&o Paulo;
Estudar a fertilidade das heterozigotas do gene da deficiéncia de G-6-PD;

Caracterizar molecularmente as mutagdes do gene da G-6-PD encontradas na

comunidade;

Avaliar o custo de implantagdo do programa comunitario no Nucleo de Hematologia e

Hemoterapia da Universidade S&o Francisco;

Implantar, no Setor de Hematologia Clinica e Laboratorial da Universidade S&o
Francisco, um servico de diagnéstico e orienta§éo sobre a deficiéncia de G-6-PD, capaz
de prestar servicos permanentes & comunidade, mesmo ap6s a concluséo do presente

trabalho.
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lll - Casuistica e Métodos

O presente projeto foi elaborado de acordo com os artigos 122 a 130 do
capitulo Xl (Pesquisa Médica) do Cédigo de Etica Médica do Conselho Regional de
Medicina do Estado de S&o Paulo (CREMESP, 1988). Assim, todos os individuos
examinados participaram voluntariamente da pesquisa, apds esclarecimento a respeito dos
objetivos e consentimento. A pesquisa visou a protegdo da Saude Publica da comunidade,
sem qualquer conotagdo financeira (todos os exames foram realizados gratuitamente),
politica, racial ou eugénica. Todos os individuos examinados foram beneficiados pela
pesquisa, recebendo os resultados dos exames e, sempre que aceita, a orientagao
genética.

Além disso, o projeto recebeu parecer favoravel do Comité de Etica em
Pesquisa da USF (anexo 1).

O trabalho teve inicio em 1995 e finalizou-se em 1997. Durante 36 meses
foram rastreados, com relacéo a deficiéncia de G-6-PD, 4621 doadores de sangue do sexo
masculino atendidos no Setor de Hematologia Clinica e Laboratorial, vinculado & Hemo-
Rede (Rede Estadual de Hematologia e Hemoterapia do Estado de S&o Paulo) da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade S&o Francisco, em Braganca Paulista, SP.
A analise molecular foi realizada em 70 individuos n&o consanglineos, cuja deficiéncia de
G-6-PD havia sido comprovada por exames bioqﬁimicos.

O programa foi dividido em duas fases, a saber :
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ll.1 - Fase I : Triagem populacional, comprovagao diagnéstica, orientagdo, avaliagdo

genética e estudo da fertilidade das heterozigotas

De cada individuo examinado foi cothida, mediante a utilizagéo de seringas e
agulhas descartaveis, uma amostra de 5 mL de sangue venoso, utilizando-se EDTA (sal
dissédico de acido etilenodinitrotetracético) como anticoagulante, para realizacdo dos

seguintes exames:

A - Teste de triagem

Foi utilizado o teste de Brewer (teste de redugdo da metemoglobina) para
triagem da deficiéncia de G-6-PD. Este método baseia-se no principio de que a
hemoglobina, de cor avermelhada, quando oxidada transforma-se em metemoglobina, de
cor acastanhada. No entanto, na presenca da G-6-PD, esta oxidagdo pode ser revertida
pela adicdo de azul de metileno. Para execug¢do desta técnica adicionou-se 1 mL de sangue
total coletado em EDTA 10% a trés tubos de ensaio identificados pelas letras A, B e C (A=
tubo que indicava cor de normais, B= tubo que indicava cor de deficientes e C= tubo teste).
Adicionou-se 0,05 mL de solugao de nitrito de sédio/glicose (5g de glicose e 1,25g de nitrito
de sodio em 100 mL de agua destilada) nos tubos B e C, e 0,05 mL de cloreto de azul de

metileno (150 g de cloreto de azul de metileno tri-hidratado em 1000 mL de agua destilada)

ao tubo C. Apos homogeneizagéo da mistura incubou-se os tubos em banho Maria a 37C°
por 3 horas. Transferiu-se 0,1 mL dos tubos A, B e C para outros tubos contendo 10 mL de

H»O destilada. Apos hemdlise a cor do tubo C ( tubo teste) foi comparada visualmente com

as dos tubos A e B. Os casos em que a cor do tubo C foi igual a cor de A (vermelho claro)
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foram considerados normais. Os casos em que a cor foi igual a B (marrom acastanhado)

foram considerados deficientes de G-6-PD.

B - Exames bioquimicos para comprovagao da deficiéncia de G-6-PD

B.1 - Quantificagdao de G-6-PD

A medida da atividade de G-6-PD foi realizada segundo a técnica descrita por
Beutler (1983). O hemolisado foi preparado adicionando-se hemacias a uma solucéo
estabilizadora contendo 10 uM de NADP, 7mM de B-mercaptoetanol e 2,7 mM de EDTA
sddico pH = 7,0, numa propor¢do de hemdacias para solugdo estabilizadora de 1:19. Apds
homogeneizagdo do material e hemdlise por congelamento e aquecimento mediu-se a
quantidade de hemoglobina presente no hemolisado.

A quantificacdo da G-6-PD foi realizada utilizando-se dois tubos contendo, em
cada um, 580 ul de agua deionizada; 100 uL. de NADP; 100 plL de tampé&o tris-HCL 1,0 M
pH 8,0 e 100 uL de MgCi> 0,1M. Adicionou-se 20 uL do hemolisado em cada tubo e
incubou-se a 37° C por 10 minutos. Em seguida colocou-se 100 uL de G-6-PD mM no tubo
da amostra e 100 uL de agua deionizada no tubo branco. Leu-se a densidade optica a 37°
C durante 10 minutos, em cubetas com percurso éptico de 1cm, em comprimento de onda
de 340nm.

O célculo dos resultados foi realizado obedecendo a seguinte equagao :

A Abs./ (minutos) . 105

Atividade (Ul)/g Hb =
6,22.(Hb) (vol. enzima)
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A Abs. /minutos = Diferenca de densidade &ptica ou absorbancia por minuto com a leitura
dos 5 primeiros minutos apos estabilizagdo da solugéo.

Hb. = Hemoglobina do hemolisado em g/dL.

Vol. Enzima = volume de hemolisado colocado nos tubos da amostra e do branco.

Valor de referéncia para G-6-PD : 10,01 a 14,19 Ul (Beutler, 1972).

B.2 - Eletroforese de G-6-PD

A eletroforese foi realizada em acetato de celulose, pH = 9,0 conforme Sparks
et al., (1969), com algumas modificacdes. O hemolisado foi preparado utilizando-se 2 gotas
de hemacias lavadas, 2 gotas de agua destilada e 2 gotas de tetracloreto de carbono.
Centrifugou-se por 10 minutos a 2.000 rpm. Aplicou-se o sobrenadante obtido no
hemolisado sobre a fita de acetato (as fitas de acetato foram imersas previamente, durante
10 minutos em 50 mL de tampé&o tris-HCl-borato pH = 9,0 e 2,5 mg de NADP). Procedeu-se.
entdo a corrida eletroforética por 50 minutos em voltagem de 220 volts (0 - 25 MA), com o
mesmo tamp&o. Em uma mesma fita de eletroforese, além do hemolisado do paciente, foi
aplicado um controle normal.

Cerca de 20 minutos antes do término da corrida foi preparada outra fita para
ser utilizada na coloragdo. Essa fita foi imersa por alguns minutos em solug&o corante (9,4
mL de tampéo tris-HCL 0,1 M pH = 8,0; 4 mg de NADP; 10 mg de G-6-PD; 2 mg de MTT ;
0,6 mg de fenazina metassulfato) recém-preparada. Retirou-se o excesso de corante e esta
fita foi colocada numa cuba fechada, sob a fita onde a eletroforese foi realizada. Apds
incubacdo a temperatura ambiente, no escuro e por 15 minutos, foi realizada a leitura,
classificando-se a enzima de acordo com a mobilidade eletroforética em normal, rapida ou
lenta. O esquema apresentado na Figura 3 mostra as posi¢des da variantes de G-6-PD A",

A’ e de uma heterozigota AB, em relacédo a G-6-PD normal B.
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Figura 3 — Esquema da eletroforese de G-6-PD. Representagcdo de um individuo normal
Gd* B, de um deficiente de G-6-PD A", de um individuo com a variante A* e de

uma heterozigota AB.

Por meio da eletroforese e da dosagem enzimatica de G-6-PD, foi possivel a
caracterizacdo bioquimica das variantes da G-6-PD quanto & sua mobilidade eletroforética
e atividade enzimatica nos deficientes.

Uma vez diagnosticados pelos exames acima citados, os individuos
deficientes de G-6-PD foram convidados, por carta, para orientagdo e, posteriormente
para exame de seus parentes (anexo 2), ocasido em que se realizou uma entrevista com
relagdo a seus ancestrais maternos e crises hemoliticas anteriores, sendo fornecida,
também, uma cartilha explicativa sobre a deﬂciéncia de G-6-PD (anexo 3). Durante a
entrevista cada individuo teve sua genealogia registrada.

Apos seis meses da orientacdo, os deficientes de G-6-PD foram convidados
para avaliagdo mediante nova entrevista, ocasido em que foi aplicado um questionario a

fins de investigar a validade e os efeitos cognitivos e pragmaticos da orientagéo fornecida
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(anexo 4). Nessa ocasido, foi também, oferecida a investigagdo da deficiéncia de G-6-PD e
os familiares dos individuos diagnosticados.

A fim de estudar a fertilidade das heterozigotas da deficiéncia de G-6-PD,
registrou-se, mediante entrevista dos doadores normais e deficientes de G-6-PD, o numero
total de filhos gerados (filhos vivos, falecidos e natimortos) por 58 mées de doadores
deficientes de G-6-PD e por 66 maes de doadores com atividade normal dessa enzima,
pertencendo os dois grupos & mesma faixa etaria e nivel sécio-econdmico. A analise de
fertilidade foi realizada pela comparagéo da média de filhos pelo Mann-Whitney Rank Sun
Test (programa Sigma Stat 2.0 para WindoWs da Jandel) entre as amostras de
heterozigotas e controles.

Além disso, foi elaborada uma tabela de contingéncia 2X2, na qual as
proporgoes de heterozigotas e controles com numero de filhos menor ou igual e maior que

a média foram comparadas pelo teste X? (qui-quadrado), adotando-se o nivel de

significancia de 5% (a = 0.05).

1.2 - Fase Il - Caracterizagdo molecular das mutacées

A andlise molecular do gene da G-6-PD foi realizada em 70 individuos
portadores da deficiéncia desta enzima, diagnosticados através dos exames citados na

Fase |. Para esses individuos foram desenvolvidos os seguintes procedimentos:

A - Extracdao do DNA
O DNA gendmico foi isolado a partir de 20 mL de sangue venoso coletado em
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EDTA 10% (Maniatis ef al., 1989). Iniciaimente, procedeu-se a centrifugacéo do sangue a
2.500 rpm por 15 minutos. Descartado o plasma adicionou-se, para lise das hemacias, a
solucdo de NH4CI 0,144 M (cloreto de amdnio) num volume 5 vezes maior que o de células
e a solucdo de NH,HCO3 0,001 M (bicarbonato de amdnio) num volume correspondente a
50% do volume de células. A solugéo foi incubada por 20 minutos & temperatura ambiente
e em seguida centrifugada por 15 minutos a 2.500 rpm a 4° C. Repetiu-se esta etapa até a
obtencdo de um precipitado de leucdcitos livre de hemacias.

Os leucdcitos foram entdo dissolvidos em 10 mL de tampéo contendo NaCi

0,3M, EDTA 10 mM, tris/HCI pH 7,5 10 mM, uréia 7 M e SDS (duodecil sulfato de sodio
0,5%), e incubada por cerca de 18 h a 37°C. Apés a incubagédo foram realizadas trés
extracdes com igual volume de mistura contendo fenol (redestilado e saturado em tris/HCI
pH 8,0, 0,2 mM contendo 0,1 de hidroxiquinolina), cloroférmio e &lcool isoamilico na
proporgdo de 25:24:1. Cada extrag&o foi seguida por centrifugagéo a 5.000 rpm durante 15
minutos Ao final, a camada contendo DNA foi transferida para um novo tubo e realizada
nova extracdo com cloroférmio e alcool isoamilico na proporgéo de 24:1. Para precipitagéo
do DNA foi utilizado etano! absoluto gelado (2,5 vezes o volume) e acetato de sodio 3 M
(10% do volume).

O DNA precipitado foi lavado em etanol 70% para eliminar os residuos de
fenol e sal e posteriormente diluido em agua estéri. A concentragdo do DNA foi
determinada em espectrofotdmetro pela leitura das densidades Opticas nos comprimentos

de onda de 260 nm e 280 nm em luz ultravioleta (Maniatis et a/ ., 1989)
B - Amplificacdo de DNA pela reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e digestdo com

enzimas de restri¢do

As amostras de DNA foram amplificadas pela reagéo de polimerase (PCR) (Saiki
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et al., 1985). Aqueles individuos com deficiéncia de G-6-PD detectada por testes de
rastreamento ou manifestacdes clinicas, nos quais a quantificagéo e eletroforese da enzima
foi compativel com a variante A~ ou Mediterrénea, tiveram os exons 4 e 6 do gene da G-
6-PD amplificados e submetidos & digestao pelas enzimas Nia Il e Mbo Ii, respectivamente.
O exon 9 foi amplificado para ser submetido & técnica de SSCP, que sera discutida

posteriormente.

B.1 - Amplificacdo de DNA pela reagao em Cadeia da Polimerase (PCR) :

As reacdes foram realizadas num vdlume total de 50 pL contendo 500 ng de
DNA gendmico, 10 mM de tris/HCI pH 8,5, 1,5 mM de MgClz, 50 mM KCI, 1,0 mM de deoxi-
nucleotideo trifosfato (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 50 ng de cada iniciador e 2 U de Taq
DNA polimerase. Acrescentou-se & reagéo 10% de dimetilsulfoxido para amplificagéo dos
exons 3 e 4. As amostras foram desnaturadas inicialmente por 5 minutos a 94°C e em
seguida submetidas a 35 ciclos de amplificagdo com desnaturagdo de 1 minuto a 94°C,
anelamento de 1 minuto a 55°C, e elongamento a 72°C por 30 segundos a 2 minutos
dependendo do tamanho do fragmento a ser amplificado (exons 3 e 4 = 320 pb., exons 6 e
7 = 542 pb. e exon 9 = 253 pb.). As reacbes foram realizadas em um ciclador automatico de
temperatura (Perkin Elmer, Cetus Corp, Boston, MA, USA). As regiées amplificadas, assim
como os iniciadores utilizados encontram-se na figura 4. O material amplificado foi
separado em gel de agarose a 1% e entéo visualizado sob luz uitravioleta apés colorag&o
com brometo de etidio (Figuras 5, 6 e7), onde o marcador de peso molecular &

representado por ¢ X/Hae lil.
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exons 3 4 n =5CAGCCACTTCTAACCAC ¥

iniciadores n P4 P4 = 5AACCAGGCTGGGGGAGY’

exons 6 7 B = 5’ACTCCCCGAAGAGGGGT ¥

iniciadores B J J =5°"CCAGCCTCCCAGGAGAGAY

exon 9 D = 5CAAGGAGCCCATTCTCTJ

iniciadores D R R=5TGCCTTGCTGGGCCTCGY

Figura 4 - As regides amplificadas, exons 3 e 4 com os iniciadores utilizados n + P4, exons
6 e7 com os iniciadores B+J e 0 exon 9 com os iniciadores D+R (adaptado de
Poggi et al., 1990)
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Figura 5 — Produtos de PCR amplificados com iniciadores n e P4 (exons 3 e 4) com

fragmento de 320 pb nos pogosde 1ad4e6a7. - ¢ X/Hae lll no pogo 5.

Figura 6 - ¢ X/Hae Il no pogo 1. - Produto de PCR ampilificado com iniciadores B e J

(exons 6 e 7) com fragmento de 542 pb no pogo 2 .
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Figura 7 — Produtos de PCR amplificados com iniciadores D e R (exon 9) com fragmento

de 253 pb nos pogosde 1 a4 e 6 a 8. ¢ X/Hae lll nopogco 5.

B.2 - Digestao com enzimas de restrigao :

Apos a amplificagdo dos exons 3 e 4, procedeu-se a digestao dos
fragmentos utilizando-se a seguinte reagdo : 10 ulL de PCR, 1,5 ul de tamp&o (50 mM de
acetato de potassio, 20 mM de tris-acetato, 10 mM de acetato de magnésio, 1 mM de
ditriotreiotol — pH = 7,9), 1,5 uL de BSA e 10 U/uL de Nia lll. Essas reagdes foram
incubadas a 37°C por cerca de 2 h. Quanto aos exons 6 e 7, apds a amplificacdo a
digestdo dos fragmentos foi realizada da seguinte forma : 18,5 uL de PCR, 2,5 ulL de
tampao (50 mM de cloreto de sodio, 10 mM de tris-HCI, 10 mM de cloreto de magnésio, 1

mM de ditrioteiotol — pH = 7,9) e 20 U/uL de Mbo Il com incubagéo por 2 h a 37°C. Os
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fragmentos digeridos foram separados em gel de agarose a 2,5% e entdo visualizados sob

luz ultravioleta apés coloragéo com brometo de etidio.

C - SSCP ( Single Strand Conformation Polimorphism)

Quando a mutagdo nao foi detectada pelo método acima descrito, foi levada a
efeito a andlise de polimorfismo de conformagao em hélice simples (SSCP- Single Strand
Conformation Polimorphism).

A analise do SSCP foi realizada de acordo com Orita ef. al. (1989), cém
algumas modificagdes. Como dito anteriormente, a combinag&o de iniciadores utilizada
para amplificagdo do exon 9 foi D + R. O produto amplificado por PCR foi diluido em uma
solugéo de formamida 95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol 0,05% e xilenocianol
0,05% na proporgdo 1:4, e posteriormente desnaturado a 80-100°C por 5 minutos. Dessa
solugdo aplicou-se 1 mL em gel com auxilio de um aparato apropriado. A analise do SSCP
foi realizada no sistema de eletroforese PhastSystem Pharmacia (Pharmacia, Sollentuma,
Sweeden). As condigdes de eletroforese foram 25V por 2 h a 15°C. Os fragmentos de
DNA foram visualizados pela coloragdo do gel de prata que consistiu em banhos
consecutivos em acido tricloroacético 20% por 5 minutos a 20° C, glutaraldeido a 5% por
5 minutos a 50°C, agua por 2 minutos a 50 °C (duas lavagens), AGNOs 0,4% por 8
minutos a 40°C, duas novas lavagens com &gua, porém por 30 segundos cada a 30°C,
Na,COs 2,5% e formaldeido 0,013% por 4 minutos a 30°C, &cido acético 5% por 2
minutos a 50°C. A andlise por SSCP permitiu a selegdo de amostras para 0

seguenciamento direto.

37



lll. 3 - Indicadores utilizados para a avaliacdo do programa comunitério

A avaliagdo do programa comunitario realizou-se segundo 0s seguintes
indicadores distribuidos em Fases | e Il :
Fasel:
- indice de positividade dos deficientes de G-6-PD na fase de triagem e numero de
deficientes diagnosticados através do teste de redugdo da metemoglobina (teste de Brewer)
comparados com o numero de casos confirmados pela eletroforese de G-6-PD e ensaio
enzimatico; |
- Taxa de aceitagdo e recusa a orientagcao genética por parte dos doadores deficientes de
G-6-PD;
- Porcentagem de doadores deficientes de G—Q—PD que trouxeram seus parentes para
exame;
- Numero médio de pessoas examinadas a partir dos casos — indice;
- indice de positividade de deficientes de G-6-PD entre os parentes dos doadores;
- indice de positividade de deficientes de G-6-PD na amostra total;
- Nivel de assimilagdo da orientagao fornecida e opinido dos doadores sobre a utilidade da
orientacao;
- Numero médio de filhos vidveis das méaes dos deficientes de G-6-PD, comparado com
grupo controle (maes dos doadores com atividade enzimatica normal).
- Custo de implantagdo do programa comunitéario no Nucleo de Hematologia e
Hemoterapia da Universidade S&o Francisco :
O custo do programa foi calculado com base na Fase |, uma vez que a

caracterizagcido molecular das mutagées, realizada no Laboratério de Biologia Molecular da
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Disciplina de Hematologia e do Hemocentro da UNICAMP, sob a orientag&o da Prof.a. Dra.
Sara T. O. Saad, atendeu a um objetivo cientifico do projeto que ndo € indispensavel em
um programa assistencial comunitario de diagndstico e orientagdo de deficientes de G-6-
PD.

Para a realizacdo da Fase | do programa, n&o foi necessaria a aquisicéo de
equipamentos laboratoriais ou a contratagdo de funcionarios, uma vez que foram utilizados
os recursos materiais e humanos jéa disponiveis na Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Sao Francisco. Assim sendo, o custp do programa baseou-se praticamente
na aquisicdo de material de consumo utilizado Vna fase de triagem e na comprovagao
bioguimica do diagndstico da deficiéncia de G-6-PD nos individuos triados e seus
familiares.

Evidentemente, também n&o foram computados os gastos com pessoal,
equipamentos e outras despesas, como as de correspondéncia, impresséo de cartilhas,
etc., considerando que a pesquisa utilizou a infra-estrutura material e humana de uma
universidade. Como veremos na Discussdo, no entanto, encerrada a fase de pesquisa,

essas despesas devem ser consideradas na manutencdo do programa comunitario.
Fasell :

- Numero de deficientes com mutagédo nos exons 4 € 6 e numero e tipo de mutacdes

detectadas por SSCP.
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IV - Resultados

Fase |- Triagem populacional, comprovacdo diagnéstica, orientagao , avaliagcdao

genética e estudo da fertilidade das heterozigotas

A — Eficiéncia do teste de triagem

A1 - indice de positividade dos deficientes de G-6-PD (numero de deficientes
diagnosticados através do teste de reducdo da metemoglobina - Teste de Brewer,
comparado com o numero de casos confirmados pela eletroforese de G-6-PD e ensaio

enzimatico).

Foram detectados pelo método de Brewer 85 deficientes de G-6-PD. No entanto,
apos a realizacdo da dosagem enzimatica quantitativa e da eletroforese da G-6-PD, foram
confirmados 80 casos. Assim, o indice de positividade na amostra de doadores foi de
80/4621 (1,7%). Quanto ao teste de Brewer, uma vez que em 5 casos ocorreram resultados
falsamente positivos, é possivel estimar a porcentagem de erro no teste de triagem utilizado

em 5/85, ou seja, cerca de 6%.

B — Viabilidade e eficiéncia da orientagao genética
B.1 - Taxa de aceitagdo e recusa a orientagcao genética por parte dos doadores deficientes
de G6-PD
Dos 80 doadores deficientes de G-6-PD, 13 né&o foram encontrados, tendo as
cartas que lhes foram destinadas sido devolvidas pelo servi¢co de correio e ndo constando

em suas fichas telefone para contato. Assim sendo, 67 doadores de sangue receberam a
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carta convite para orientacdo genética, dos quais 41 compareceram a entrevista agendada.

Logo, as taxas de aceitagdo e de recusa a orientag@o genética podem ser expressas como

se segue :

)]
I3

% 1

Taxa de aceitagao : 41/6;

. Taxa déffrecus‘a 26167 =39%

B.2 - Porcentagem de doadores deficientes de G-6-PD que trouxeram seus parentes para

exame.
Dos 41 doadores que compareceram a orientacdo genética, apenas 16
trouxeram seus familiares para realizarem a investigagdo da deficiéncia de G-6-PD. Logo,

as taxas de aceitacdo e recusa aos exames pelos familiares dos deficientes de G-6-PD

podem ser assim expressas :

- Taxa de recusa : 25/41 5'-5;{:;615_12%‘;'_- -

B.3 - Numero médio de pessoas examinadas a partir dos casos - indice.
Foram examinados 34 familiares de deficientes de G-6-PD, o que permite

calcular o seguinte nimero médio de pessoas examinadas a partir de cada caso - indice :
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B.4 - indice de positividade de deficientes de G-6-PD entre os parentes dos doadores.
Dentre os familiares examinados, foi diagnosticado mais 1 individuo deficiente
de G-6-PD e 9 heterozigotas. Assim sendo, os indices de positividade entre os parentes

dos deficientes de G-6-PD sao os seguintes :

Deficientes de

_Heterozigotas (portadoras) : 9/34=26%

Total : 10/

E importante ressaltar que as heterozigotas do gene da deficiéncia de G-6-PD,
embora geralmente n&o corram o risco de manifestar crise hemolitica, sdo importantes para
fins de orientacdo genética, pois os seus filhos do sexo masculino correm o risco de 50%

de serem deficientes de G-6-PD.

B.5 - indice de positividade de deficientes de G-6-PD na amostra total.

Conforme dados apontados nos indices anteriores, verifica-se que foram
detectados 80 doadores de sangue deficientes de G-6-PD nos 4621 exames de
rastreamento e 1 deficiente entre os 34 parentes dos doadores examinados. Portanto, o

indice proposto neste topico pode ser assim expresso :

indice de positividade na am




B.6 - Validade dos efeitos cognitivos e pragmaticos da orientacdo genética fornecida.

Neste item foram avaliados os 16 doadores que compareceram para analise dos
efeitos cognitivos e pragmaticos da orientagdo genética fornecida . Conforme o anexo 4, o
questionario aplicado permitiu a verificagao de dois aspectos :
B.6.1- Nivel de assimilag&o da orientagao fornecida (Parte Il)
B.6.2- Opinido dos doadores sobre a utilidade da orientacéo (Parte I)

Os critérios de avaliagdo usados na classificacdo dos resultados podem ser

assim resumidos. quanto & assimilagéo da orientagdo genética fornecida em um total de 5
questdes da parte || do questionario, foi estabelecida uma relagdo entre o numero de
acertos e os conceitos atribuidos; 5 corretas = excelente, 4 corretas = bom , 3 corretas =
regular, 2 corretas = ruim e 1 correta ou nenhuma = nulo. Foram considerados como
Satisfatérios os conceitos excelente, bom e regular e como Insatisfatorios os conceitos

ruim e nulo.

Assim, os resultados s&o expressos como se segue :

B.6.1 - Nivel de assimilag&o da orientacao fornecida:

- Satnsfatérlos 116 =

(sendo 5 excelente,5 bom e 3 reg

 Insatisfatorio: 3/
~ (sendo 2 ruim e
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B.6.2 - Opinido dos doadores sobre a utilidade da orientagé&o

A opinido dos doadores sobre a utilidade da orientagdo pode ser resumida na
Tabela 3, onde as palavras chave da parte | do questiondrio estdo numeradas e o numero
de doadores que responderam as possiveis opgdes encontra-se entre parénteses. O grau
de escolaridade desses doadores, sem levar em conta a conclusao ou ndo, era o seguinte:

2° grau (8), 1° grau (7) e analfabeto (1).

Tabela 3 - Opinido dos doadores sobre a utilidade da orientacdo genética fornecida.

1 — Serviu para esclarecimento : Sim (16/16 = 100%)
2 Orecebmento dez-dog:umento foi Gfil Sim (16716 = 100%)
3- Pbs_sgsi o documento ‘ e Sim (15/16 = 93,75%)
4 ~Wudou aigo om suavida = — Sim (11/16 = 68,75%)

C - Fertilidade diferencial das heterozigotas do gene da deficiéncia de G-6-PD

C.1 - Numero médio de filhos viaveis das maes dos deficientes de G-6-PD comparado com
grupo controle (mées dos doadores com atividade enzimatica normal) . |
Em 58 maes de deficientes de G-6-PD, verificou-se que o numero total de
filhos era igual a 328, enquanto que no grupo controle, de 66 mées de doadores com
atividade enzimatica normal, foram registrados 343 fithos. Assim, o nimero meédio de filhos

foi calculado conforme Tabela 4.



Tabela 4 — Ndmero médio de filhos calculados a partir de maes de doadores deficientes e

de maes de doadores normais.

Maes Filhos N.° médio de fithos
Maes de doadores deficientes (n=58) 328 328/58 = 5,655
Maes de doadores normais (n=66) 409 409/66 = 6,196
Total (n=124) 737 737/124= 5,943

Fazendo-se a comparacdo de médias pelo teste Mann-Whitney (Mann-Whitney
Rank Sum test) é possivel constatar que néo existe diferenca significativa entre a média de

filhos das heterozigotas e controles (p = 0,176).

C.2 — Proporgéo de heterozigotas e controles com numero de filhos menor ou igual e
superior a média.

Na Tabela 5 comparou-se o tamanho da prole das heterozigotas e do grupo

controle.

Tabela 5 — Tamanho da prole das heterozigotas e controles.

Maes / Heterozigotas Controles Total
N.° filhos
Até 5 35 40 75
Mais que 5 23 26 49
Total 58 66 124

Com os dados dessa tabela constata-se que o tamanho da prole nao diferiu

significativamente entre as heterozigotas e controles (X? =0,0238; GL = 1; p = 0,877).
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D - Custo de implantagdo do programa comunitario no Nucleo de Hematologia e

Hemoterapia da Universidade Sao Francisco.

Tomando por base o pregco dos reagentes utilizados, bem como o numero de

exames realizados, pdde-se estimar as seguintes relagdes custo/beneficio para implantar o

programa

em dolar. Os itens de 1 a 4 sdo os reagentes da

Triagem:
Custo dos reagentes = US$ 49 95 ,
N.° de exames reahzados 4655 (4621 doadores + 32 fammares)
Custo individual = US$.0,011

Conf‘ rmag:ao dlagnostlca
Custo dos reagentes US$.767, OO , o
N.° de exames reahzados 95 (85 doadores + 10fammares)
Custo mdwndual US$ 8 07 '

Custo total de 'mpfantagao e

Custo total dos reagentes = US$ 816, 95
N.2 de exames realizados = 4750
Custo individual = US$ 0,172 |

O anexo 5 traz o orgamento realizado em 1995, cujas cotagdes encontram-se

utilizados para a confirmacao diagnostica.

triagem, enquanto os demais foram
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Fase Il - Caracterizagcdo molecular das mutacées

A caracterizacdo molecular das mutagcdes demonstrou 0s seguintes
resultados:

© Mutagéo no exon 4 (Variarite A -, 202 G > A) : 69/70 = 98,57%
~ Mutag&o no exon 6 (Variante Mediterranea) = 0%

~ Outras mutages 170 =143%

A caracterizacdo da variante A~ (202 G > A) de algumas amostras, pode ser
observada na Figura 8, onde o0s exons 3 e 4, apos terem sido amplificados por PCR
fornecendo um fragmento de 320 pb, foram submetidos a digestdo com a enzima de
restricdo Nia Ill. A mutacgdo 202 G - A cria um sitio de restricdo para essa enzima e, em
sendo assim, Nnos casos positivos pode-se verificar dois fragmentos resultantes da referida
digestao: um de 213 pb e o outro de 97 pb. Para os casos negativos , n&o existe sitio de
restricdo para a enzima Nla {ll, assim o resultado da digestao seria o fragmento amplificado
de 320 pb.

A mutagdo no exon 6, responsavel pela variante mediterranea, nao foi
encontrada em nenhum dos doadores investigados. No entanto, uma outra mutagdo, cuja
variante ainda n&o foi caracterizada, revelou estar presente no exon 9 do gene da G-6-PD.
A determinacao dessa mutac&o no exon 9 foi possivel a partir da analise do polimorfismo
de conformacgao em hélice simples (SSCP) desse exon, cujos resultados encontram-se na
Figura 9. Note-se nessa figura que o po¢o 1 mostra a conformagao em hélice simples de
um controle negativo - B para G-6-PD, enquanto no poco 2 € possivel se verificar a

conformacgéo em hélice simples da mutacgé&o a ser caracterizada.
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Figura 8 . - ¢ X/Hae lll no po¢o 1; Produto de PCR amplificado com iniciadores n e P4
(exons 3 e 4) fragmento de 320 pb no pogo 2 ; Produtos digeridos com a enzima
Nla Il apresentando fragmentos de 213 e 97 pb nos pogos 3 a 7 onde a mutagéo
202 G—>A esteve presente.

Figura 9 : - SSCP de produtos de PCR amplificados com iniciadores D e R (exon 9) nos
pocos 1 e 2, sendo no pogo 1 — Controle negativo e no pogo 2 a amostra da
mutacao mais rara.
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V- Discussao

O primeiro aspecto a ser discutido em relacdo ao presente trabalho diz
respeito & abordagem da comunidade a partir dos doadores de sangue. Outros grupos de
individuos poderiam também ter sido escolhidos, tais como os estudantes, recrutas do
servico militar, recém-nascidos, etc., porém os doadores de sangue apresentam varias
conveniéncias de ordem pratica, tais como:

a) preponderancia de individuos do sexo mascuiino, o que favorece a triagem de uma
condicdo de heranca recessiva ligada ao cromossomo X ;

b) os individuos submetidos & triagem j& estdo colhendo voluntariamente amostras de
sangue;

c) o atual processo de doagdo de sangue réalizado nos Hemocentros favorece a
heterogeneidade racial e sécio - econdomica dos doadores;

d) a doacdo de sangue ocorre de forma continua durante todo o ano, permitindo um fluxo
igualmente continuo de triagem;

e) a identificagdo dos doadores deficientes de G-6-PD é recomendada em hemoterapia, o
que justifica a triagem sistematica desses individuos do ponto de vista da ética médica.

E importante esclarecer que o atual sistema de doagdo de sangue, voluntario
e n3o remunerado, mudou o perfil social do doador, que néo pertence mais quase que
exclusivamente as classes socio-econdmicas menos privilegiadas, como acontecia ha
alguns anos atras. De fato, em um extenso levantamento realizado por Paiva e Silva e
Ramalho (1997) no Hemocentro da UNICAMP, constatou-se que o altruismo € o maior

motivador da doagdo de sangue, pertencendo os doadores a diversas classes soécio-
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econdmicas, com preponderancia das classes médias e média — baixa. No entanto, como o
Nucleo de Hematologia e Hemoterapia da USF é o unico “banco de sangue” da cidade de
Braganca Paulista, mesmo as classes economicamente mais privilegiadas tém que recorrer
a ele. Pode-se dizer, portanto, que a amostragem de doadores de sangue representa
satisfatoriamente a comunidade da regido de Bragang¢a Paulista, embora alguns dos seus
componentes (como a colonia japonesa, por exemplo) nao estejam perfeitamente
representados.

A pesquisa rotineira da atividade de G-6-PD durante a relacdo de doadores de
sangue € duplamente Gtil, pois permite a identiﬁca§éo dos individuos deficientes, bem como
evita a transfus@o de hemacias com essa enzimopenia a pacientes expostos ao riscos de
uma crise hemolitica, dependendo da medicacdo a eles ministrada (Ramalho e
Beiguelman, 1976; Ramalho, 1979). De fato, apesar da sobrevivéncia das hemacias com
deficiéncia de G-6-PD ser, em condigbes normais, de 80 a 100 dias (Brewer et al., 1961;
Bernini et al., 1964), se o receptor ingerir uma das drogas mencionadas na Tabela 2
(pagina15), podera ocorrer uma répida destruicdo das células deficientes (Pannacciulli et
al., 1965; Mollison, 1974). Além disso, existem evidéncias de diminui¢cdo da viabilidade das
hemacias deficientes de G-6-PD durante a estocagem do sangue (Orlina et al., 1970).

A contra-indicagdo do emprego de sangue de doadores deficientes de G-6-PD
em transfusdes &, no entanto, bastante controvertida na literatura especializada. De fato,
enquanto alguns autores, como Beutler (1981), por exemplo, ndo fazem restricées sérias a
esse tipo de transfusdo, a ndo ser em algumas situagbes especiais, outros autores, como
Mollison (1974), a contra-indicam formalmente. Como foi mencionado na parte
introdutéria do presente trabalho, Ramalho et al. (1985b) n&o encontraram aumento de

reacOes pos-transfusionais em 29 receptores que haviam sido transfundidos com sangues
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com a variante A" de G-6-PD. Como comentam esses autores, no entanto, a auséncia de
manifestacées hemoliticas graves imediatamente apds a transfusdo de sangue com a
variante A" de G-6-PD né&o exclui a possibilidade da ocorréncia de outras reagdes
indesejadas, tais como a hemélise sub-clinica e a diminuigdo da vida média das hemacias
deficientes transfundidas. Além disso, ndo é possivel afastar totalmente a possibilidade do
aparecimento de reacdes poés-transfusionais importantes em casos esporadicos de
transfusdo de sangues deficientes de G-6-PD, sobretudo se o doador possuir a variante
Mediterranea ou outra variante grave da enzima.

Do ponto de vista da triagem bopulacional, os doadores de sangue
mostraram-se adequados , tendo sido possivel examinar 4.621 individuos do sexo
masculino no periodo de 36 meses (média mensal de 128 individuos), identificando-se 80
familias com a deficiéncia de G-6-PD na comunidade. Para uma populacédo de 110.000
habitantes, tais cifras s&o adequadas do ponto de vista da Genética de Comunidade.

A triagem da deficiéncia de G-6-PD em doadores de sangue mostrou-se mais
eficiente do que a triagem de hemoglobinopatias hereditarias em estudantes de primeiro e
segundo graus realizada na mesma comunidade (Compri et al., 1996). De fato, embora
2.074 estudantes tenham sido convidados para a investigacdo de hemoglobinopatias,
através de cartas explicativas enviadas aos seus pais ou responsaveis, apenas 1.118
(54%) participaram da triagem, realizada em um periodo de 24 meses, o0 que equivale a
uma média de apenas 47 individuos triados por més. Em 21% dos casos, os pais dos
estudantes ndo forneceram qualquer resposta ou justificativa a carta — convite . Jg dentre
os 25% dos casos que responderam negativamente, as justificativas mais freqientes foram
as de que a crianga havia feito exame de sangue recentemente (50%), que a crianga era

saudavel e ndo precisava ser submetida a exame de sangue (23%), que a crianga tinha
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medo da puncéo venosa ou desmaiava (13%), risco de contaminagéo (8%) e outros (6%).
Um fator cultural (religido) foi o responsavel por apenas 0,4% das negativas. Esses dados
demonstram que a comunidade de Braganga Paulista, e possivelmente outras
comunidades paulistas, &€ pouco receptiva ao processo de triagem em criangas, sobretudo
quando tal processo exige a pungao venosa.

A triagem de doadores de sangue também apresenta, no entanto, alguns
fatores desfavoraveis. O primeiro deles diz respeito ao fato de os homens brasileiros serem
menos receptivos a orientagdo genética do que as mulheres (Teixeira e Ramalho, 1994,
Paiva e Silva e Ramalho, 1997). O outro fator desfavoravel relaciona-se ao fato de a
maioria dos doadores de sangue de uma comunidade serem “doadores habituais” (Paiva e
Silva, 1995). Assim sendo, ap6s algum tempo, s&o praticamente os mesmos individuos que
se apresentam para a triagem, impossibilitandq que ela mantenha o mesmo nivel de
eficiéncia.

Uma opgéo alternativa seria a triagem de mulheres heterozigotas do gene da
deficiéncia de G-6-PD em gestantes, uma vez que a triagem realizada no periodo pré-natal
apresenta grandes vantagens de ordem pragmatica (Teixeira e Ramalho, 1994). No caso
especifico da deficiéncia de G-6-PD, tal procedimento seria duplamente Util, pois permitiria
a prevencao de alguns casos de ictericia neonatal (Garlipp e Ramalho, 1988). O empecilho
ético a esse procedimento, além do aspecto psicolégico, € o fato de as heterozigotas
geralmente ndo apresentarem risco de manifestar crise hemolitica quando em contato com
agentes oxidantes, ndo necessitando, portanto, de orientacao preventiva. Outro aspecto
importante a ser considerado é o da falta de garantia da eficiéncia dos testes de

triagem usuais da deficiéncia G-6-PD na detecgdo das heterozigotas, que, em sua
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macica maioria, ndo s&o “deficientes” da enzima. Como veremos a seguir, mesmo em
relacdo aos homens deficientes de G-6-PD, sabe-se que até os melhores testes de triagem
nao tém uma eficiéncia de 100%.

Nao poderiamos concluir esta discusséo a respeito da fase de triagem do
trabalho sem mencionar os riscos tedricos da triagem genética. Dentre eles, Wilkie (1994)
inclui os riscos de rotulacdo, estigmatizagao, invaséo de privacidade, perda de auto-estima
e discriminagdo dos individuos detectados como portadores de alguma alteragéo genética.
Apesar disso, Paiva e Silva e Ramalho (1997) demonstraram que tais riscos s&o minimos
quando alguns principios éticos sao respeitadds na triagem genética da comunidade.
Dentre eles, merecem destaque o sigilo médico, a autonomia para participar ou nao da
triagem, da orientacéo genética e do estudo familiar, e a falta de conotag&o eugénica, racial
ou financeira do programa. Evidentemente, todqs esses principios foram respeitados no
presente trabalho, conforme ja foi especificado no capitulo Ill.

Outro aspecto a ser discutido e que ja foi mencionado linhas atras, € o da
eficiéncia do teste laboratorial de triagem empregado na pesquisa. Um dos principios éticos
fundamentais da Genética € o principio da qualidade, que assegura que todos os testes
oferecidos a comunidade devam ter especificidade e sensibilidade adequadas, sendo
realizados em laboratérios capacitados e com monitoragem profissional e competénte
(Knoppers e Chadwick, 1994).

Varios exames laboratoriais podem ser utilizados na triagem dos deficientes
de G-6-PD, como é o caso, por exemplo, do teste da redugdo metemogilobina ( Brewer ef
al., 1962), de descoramento do azul cresil brithante (Motulsky e Campbell-Kraut, 1960), do
ascorbato-cianeto (Jacob e Jandl, 1966) e da fluorescéncia (Beutler, 1966). No presente

trabalho, utilizou-se o teste de redugdo da metemoglobina, que é considerado como um dos
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mais adequados para grandes estudos populacionais, por ser extremamente simples e
econdmico, e utiliza reagentes de baixo custo, ou seja, nitrito de sodio, glicose e azul de
metileno. Atendendo ao principio da qualidade, os 85 individuos triados pelo teste de
reducdo da metemoglobina foram submetidos & eletroforese de G-6-PD e ao ensaio
enzimatico quantitativo, verificando-se que 80 deles eram reaimente deficientes de G-6-PD.
Assim sendo, a porcentagem de casos falsamente positivos pelo teste utilizado foi de 6%,
que é uma cifra aceitavel para um exame de triagem. Esse resultado confirma a sugestéo
de Ramalho, Sena e Barretto (1985a) de que o‘teste de reducdo da metemoglobina é
adequado para a triagem da deficiéncia de G-G;PD em individuos adultos. E importante
ressaltar, no entanto, que esse exame pode acusar uma taxa muito alta de casos
falsamente positivos, da ordem de até 45%, quando usado em recém-nascidos, sobretudo
em prematuros (Bapat et al, 1976; Garlipp e ‘Ramalho, 1988). Parece desnecessario
comentar, no entanto, que os casos diagnosticados por testes de triagem, mesmo em
adultos, devem necessariamente ser confirmados por exames mais especificos, antes que
seja oferecida a orientagio genética ao individuo, uma vez que o diagnéstico preciso € um
dos requisitos fundamentais do processo de aconsethamento genético (Ramalho et al,
1996a).

Dentre os 67 deficientes de G-6-PD que possuiam endereco definido para
contato postal ou telefonico, 41 (61%) aceitaram o convite para receber a orientacéo
genética. Essa taxa de aceitagdo pode ser considerada satisfatoria, embora menor que a
teoricamente desejavel. Curiosamente, ela foi igual a taxa de aceitagdo da orientacao
genética oferecida opcionalmente a portadores de hemoglobinopatias de Araras, SP
(Teixeira e Ramalho, 1994) e n&o diferiu significativamente da taxa de aceitagdo de 72%

observada entre doadores de sangue com o trago falciforme de Campinas, SP ( X2=1,95;
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GL = 1; 0,10 < p < 0,20) (Paiva e Silva e Ramalho, 1997). Essas cifras demonstram que,
quando o convite para a orientagdo genética é feito da forma eticamente correta, a taxa de
aceitacéo pelos individuos da comunidade é regularmente satisfatoria, variando de 60% a
70%. Cabe aqui ressaltar que a carta-convite ja deve sempre esclarecer que a alteragao
genética em questdo é benigna, que ndo se trata de uma doenca, mas que 0s
esclarecimentos a seu respeito sdo Uteis para o individuo (ver anexo 2). Evidentemente, se
os doadores fossem simplesmente convocados para esclarecimento a respeito de uma
alteragdo detectada em seu sangue, a porcentagem de comparecimento seria
provavelmente mais alta. Tal procedimento, além de anti-ético, criaria um viés na pesquisa,
apontando “taxas de aceitagdo’ da orientagcdo genética pela comunidade irreais e
excessivamente altas.

Durante a orientacdo genética, os deﬁcientes de G-6-PD foram esclarecidos a
respeito da sua condi¢do e receberam, como comentado no item “Casuistica e Métodos’,
uma cartilha explicativa (anexo 3) na qual estdo relacionados os principais farmacos que
lhes s&o potencialmente prejudiciais . Como tais individuos foram orientados a apresentar
tal documento sempre que procurassem um médico ou um servico de saude, a
problemética da deficiéncia de G-6-PD passou a ser divulgada entre os clinicos da cidade,
cumprindo-se assim um dos principais objetivos da Genética Comunitaria, que € a
educacao da comunidade.

Um dos principios basicos dos programas comunitarios € o de que ele inclua
alguma modalidade de avaliagio dos seus efeitos (Ten Kate, 1998), uma vez que o fato de
um individuo ter recebido a orientagdo genética ndo garante que ele tenha assimilado as
informacdes fornecidas e as use em sua vida. Nesse sentido, dentre os deficientes de G-6-

PD avaliados seis meses ap6s o fornecimento da orientagdo genética, 81% deles revelaram
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ter assimilado satisfatoriamente as informagées fornecidas e 94% ainda traziam consigo o
documento explicativo. Concordando com esse resultado, outras avaliagbes realizadas em
nosso meio a respeito dos efeitos cognitivos e pragmaticos da orientacdo genética
fornecida a portadores do trago talassémico beta (Serra et al., 1995) e do traco faiciforme
(Paiva e Silva e Ramalho, 1997) revelaram que os individuos geralmente assimilam
satisfatoriamente as informacdes de carater pratico, mesmo que n&c memorizem
adequadamente as informagdes de carater académico. O fornecimento de cartilhas
explicativas é importante justamente por compensar, pelo menos em parte, tal deficiéncia
na assimilagao dos detalhes académicos do probléma genético discutido.

O processo de orientagdo genética dos deficientes de G-6-PD mostrou-se, no
entanto, pouco eficiente no que diz respeito ao exame de outras pessoas da familia. De
fato, a partir dos 41 individuos orientados, foram examinadas apenas outras 16 pessoas,
detectando-se mais um deficiente de G-6-PD e 9 heterozigotas. Esse fato n&o pode ser
considerado surpreendente ou inesperado, uma vez que grande parte dos doadores de
sangue eram solteiros, @ mesmo os casados estavam conscientes de que n&o corriam o
risco de transmitir aos filhos do sexo masculino a deficiéncia de G-6-PD, sendo as suas
filhas heterozigotas e assintomaticas. A alta taxa de recusa a um exame oferecido em
carater opcional geralmente causa uma certa frustragdo aos profissionais medicos e
paramédicos brasileiros que, com sua formagdo diretiva, alimentam, consciente ou
inconscientemente, uma expectativa de um “procedimento adequado” por parte dos seus
pacientes. O conceito de n&o - diretividade baseia-se nos principios da autonomia pessoal
e da escolha individual, que, segundo Wertz (1998), estdo mais incorporados culturalmente
aos povos de lingua inglesa e do Norte da Europa, do que aos povos latinos. Dentro dos

principios da Genética de Comunidade, no entanto, tal resultado deve ser analisado
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de forma neutra, sendo interpretado como uma decorréncia das caracteristicas socio -
econdmicas, psicoldgicas e culturais da populagéo estudada. Quanto a esse aspecto, €
importante ressaltar que a deficiéncia de G-6-PD n&o é uma doenga em si, mas um erro
inato do metabolismo com potencial de morbidade, podendo ser classificada dentre as
alteracbes genéticas circunstanciais. Curiosamente, a deficiéncia de G-6-PD € estudada
pela Farmacogenética, pela Trofogenética e pela Ecogenética, uma vez que as suas
reacdes indesejadas podem ser desencadeadas, respectivamente, por farmacos, por
alimentos ou por fatores do meio ambiente. Assim sendo, ao contrario de outros programas
comunitarios de aconselhamento genético, voltados primariamente para a orientagéo
reprodutiva de casais com risco de gerar criangas doentes (Ex.: hemoglobinopatias, fibrose
cistica, doenca de Tay-Sachs, etc.), os programas de deficiéncia de G-6-PD estao voltados
primariamente para a orientagdo do proprio deﬁciente da enzima, evitando que ele se
exponha a fatores potencialmente lesivos & sua saude. Evidentemente, é altamente
desejavel que outros casos da deficiéncia de G-6-PD sejam diagnosticados na familia dos
individuos triados (entre os seus irmaos, por exemplo), mas, na pratica, isso n&o ocorre na
proporcdo esperada. De fato, outros estudos realizados em populacoes brasileiras
demonstram que os individuos sob orientagdo genética preocupam-se fundamentaimente
(e quase que exclusivamente) em investigar a presenca da alteracdo em seus filhos
(Teixeira e Ramalho, 1994, Serra et al., 1995; Paiva e Silva e Ramalho, 1997).
Propositadamente, deixamos para a parte final desta discussdo os dois
aspectos mais interessantes do ponto de vista cientifico da Genética de Comunidade, que
séo a fertilidade das heterozigotas da deficiéncia de G-6-PD e a caracterizagdo molecular
das mutacdes presentes na comunidade, ambas da maior relevancia em termos genético-

epidemioldgicos.
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Em 1960, Motulsky sugeriu que os portadores da deficiéncia de G-6-PD
seriam mais resistentes a malaria causada pelo Plasmodium falciparum e, desde entao,
essa vantagem seletiva vem sendo empregada para explicar a manutengao do
polimorfismo dessa enzimopenia em diversas populacées.

Mais recentemente, Lisa et al. (1994) retomaram a discussdo desse assunto,
sugerindo que as heterozigotas do gene da deficiéncia de G-6-PD seriam mais férteis e que
a fertilidade diferencial poderia ser um mecanismo alternativo de manutencdo do
polimorfismo dessa condigdo genética. Tais autpres realizaram um estudo indireto de
fertilidade na Sardenha, utilizando dados demogréﬂcos de 1961. Foram analisados os
dados de 52 povoacées da ilha, classificados de acordo com a frequéncia alta ou baixa da
deficiéncia de G-6-PD. Os resultados obtidos apoiaram a hipdtese de aumento da
fertilidade média das mulheres nos locais onde a frequéncia de deficientes de G-6-PD era
alta. Realmente, um maior niimero médio de filhos por mulher e uma baixa porcentagem de
mulheres casadas sem filhos foram demonstradas nas povoag¢des com alta prevaléncia de
deficientes de G-6-PD. Em tais locais, o nimero médio de fithos por mulher era 10% a 20%
maior do que em areas com baixa frequéncia da enzimopenia.

Ao analisar, no entanto, o aumento de fertilidade média em locais com alta
frequiéncia de deficientes de G-6-PD e alta incidéncia de malaria, como € o caso da
Sardenha na década de 60, dois aspectos devem ser considerados. Em primeiro lugar, a
maior fertilidade pode ser realmente atribuida & maior quantidade de heterozigotas na
populacdo, as quais teriam, por razbes desconhecidas, maior fertilidade. Vale a pena
ressaltar que Lisa et al. (1964) sugeriam que ndo apenas as heterozigotas da deficiéncia
de G-6-PD, mas também as heterozigotas da talassemia beta, iguaimente freqientes na

itha, teriam um aumento de fertilidade. O outro aspecto a ser considerado € o de que a
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maior fertilidade também pode ser atribuida 2 maior quantidade de mulheres com
imunidade a malaria, adquirida ja na infancia e, consequentemente, com menor perda fetal
por malaria. De fato, o efeito de diferentes graus de malaria sobre o comportamento
reprodutivo ja havia sido demonstrado anteriormente na Sardenha por Zei et al. (1990).

Para avaliar, portanto, o efeito da composicdo genética e dos dados
epidemiolégicos da malaria sobre o comportamento reprodutivo nas diversas povoagdes
sardas, Lisa ef al. (1994) classificaram os dados de fertilidade de acordo com a freqUéncia
de heterozigotas e o nivel de morbilidade da maléria. Assim procedendo, eles constataram
um efeito combinado do fator genético e da imunidade adquirida sobre a taxa de fertilidade
na Sardenha. Esse resultado indica, portanto, a necessidade de estudos diretos de
comportamento reprodutivo nas familias das heterozigotas.

O presente trabalho forneceu condigdes bastante propicias ao estudo desse
aspecto de fertilidade diferencial das heterozigotas do gene da deficiéncia do G-6-PD. Em
primeiro lugar, por possibilitar o estudo direto de fertilidade das heterozigotas, comparando-
a com a de controles da mesma comunidade, faixa etaria e nivel sécio econdmico e
cultural. Em segundo lugar, pelo fato de Braganga Paulista ndo ser (e nunca ter sido) uma
area endémica de malaria, o que afasta a interferéncia desta doenca e de sua imunidade
nos resultados obtidos. De fato, comparando a média de filhos das mées dos doadores
deficientes de G-6-PD (obrigatoriamente heterozigotas ou, com baixa probabilidadé,
homozigotas deficientes) com a média de filhos das mées de doadores com atividade
normal desta enzima (muito provavelmente todas homozigotas normais) nao se observou
diferencas estatisticamente significativa, resultado esse que néo apdia a hipétese de Lisa et
al. (1994). Da mesma forma, Ramalho (comunicagdo pessoal), comparando a média de
filhos pelo teste Mann-Whitney entre 44 talassémicas heterozigotas e 43 de suas irmas

normais, também n&o encontrou diferenga significativa (p=0,89).
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Teoricamente, tal diversidade de resuitados poderia ser atribuida a diferenga
entre as variantes de G-6-PD prevalentes em Braganca Paulista (variante A’) e na
Sardenha (variante Mediterranea e outras). E dificil aceitar, no entanto, que a hipétese de
Lisa et al. (1994) valha para a variante Mediterranea de G-6-PD, mas n&o valha para a
variante A" dessa enzima, uma vez que ambas sdo polimérficas. Também é dificil imaginar
quais mecanismos fisiolégicos estariam envolvidos no aumento de fertilidade das
heterozigotas de duas alteragbes eritrocitarias benignas téo diferentes como o traco
talassémico beta e a deficiéncia de G-6-PD. Outra grande critica & hipbtese de Lisa et al.
(1994) é a deles ndo terem levado em considerac}éo as diferencas ambientais (climaticas,
alimentares, comportamentais, etc.) entre as povoagdes com freqiéncias altas e baixas de
talassemia beta e deficiencia de G-6-PD. De fato, desde a década de 50 é bastante
conhecido que essas duas alteragbes sanguinea_s sdo muito mais freqlentes nas zonas
pantanosas baixas da Sardenha do que em suas regides montanhosas (Carcassi et al,
1967). Evidentemente, alguns hébitos (como a idade média ao casar-se, por exemplo)
podem variar entre essas regibes.

Frente a este resultado, é possivel concluir que a alta frequéncia de
deficiencia de G-6-PD na comunidade de Braganga Paulista pode ser atribuida
exclusivamente ao fluxo génico recebido por sua populagdo ao longo dos tempos,
inicialmente por meio dos escravos africanos e, posteriormente, por intermédio dos
imigrantes de origem ibérica e mediterranea, conforme apresentado na parte introdutéria do
presente trabalho. Nesse sentido, a caracterizagdo molecular das mutagdes presentes na
comunidade é do maior interesse.

Conforme ja foi apresentado, com os detalhes laboratoriais, nos capitulos Ili

eIV, dentre os 70 deficiente de G-6-PD submetidos a andlise molecular, 69 (98,6 %)
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apresentavam a variante A" (202 G—A) da enzima e apenas 1 (1,4 %) apresentava uma
variante mais rara, que ainda estad sendo caracterizada pelo seqienciamento direto de
DNA. Os exons 4 e 6 foram inicialmente investigados na busca dessa variante mais rara,
dadas as frequéncias de mutagbes encontradas nesses exons no Brasil e a informagéo, por
parte do doador, de que sua genitora era descendente de italianos. A digestdo do exon 4
pela enzima de restricdo Nia lll e do exon 6 pela enzima de restricdo Mbo |l revelou que
este deficiente de G-6-PD n&o possuia a variante A" e nem a variante Mediterranea da
enzima. Uma vez que os resultados para estes exons foram negativos, buscou-se nos
exames bioquimicos e nas informagdes clinicas -uma possivel indicagdo de que tipo de
mutagdo se tratava. Assim, a atividade enziméatica da G-6-PD neste doador revelou valores
entre 10 e 60% do normal, a eletroforese mostrou mobilidade normal, o doador ndo
apresentava anemia e revelou ndo ter sido acometido no passado por algum episédio
sugestivo de hemdlise (escurecimento de urina, ictericia, etc.) . Verificou-se, entdo que a
mutagdo poderia ser uma das variantes da classe 3 de migracéo eletroforética normal
(Beutler, 1990), embora as variantes pertencentes a esta classe n&o serem tipicas das
populagdes italianas. No entanto, na classe 3 encontra-se a variante Chatam, que por sua
vez ja foi encontrada em um doador de sangue do Hemocentro de Campinas (Saad et al.,
1997a) . Deste modo, uma vez que a mutagdo Chatam encontra-se no exon 9, este exon foi
investigado por SSCP, revelando um polimorfismo de conformag&o em hélice simpleé,
quando comparado a um controle de G-6-PD B. Assim, esta sendo levado a efeito o
sequenciamento direto deste exon, a fim de se verificar se a mutagéo &, de fato, a Chatam.
Convém relatar que outros exames como hemograma completo, urina tipo 1, dosagem de
haptoglobinas e bilirubinas e pesquisa de hemossiderina foram realizados no doador e

todos os resultados foram normais.

61



Os resultados obtidos demonstraram, portanto, que nenhum dos deficientes
de G-6-PD investigados possuia a variante Mediterranea da enzima. Tal resultado permite
algumas especulagdes interessantes, do ponto de vista genético—epidemioldgico, a respeito
da deficiéncia de G-6-PD na comunidade. Em primeiro lugar, contraria a suposi¢éo de que
os estudos moleculares realizados em comunidades pequenas ou médias do interior do
Estado de Sdo Paulo encontrariam proporgées da variante Mediterranea de G-6-PD
superiores as observadas em estudos realizados em grande centros urbanos, como € o
caso, por exemplo, da cidade de Campinas, nos quais, pelo seu carater cosmopolita, a
influéncia da imigracao italiana estaria mais diluida. De fato, conforme ja foi mencionado na
parte introdutdria do presente trabalho, Saad ef al. (1997a), caracterizando molecularmente
150 doadores de sangue deficientes de G-6-PD nao consanglineos de Campinas, SP,
encontraram 146 portadores da variante A" (202 G—~>A ) (97,0%), 3 portadores da variante
mediterranea (2,0 %) e 1 portador da variante rara Chatam (1,0%). Como é possivel
observar, a proporcdo de deficientes com a variante A" (202 G—A) de G-6-PD néao diferiu
significativamente entre as duas amostras (X2 = 0,33; 0,50; GL = 1; < p < 0,70),
constituindo a quase totalidade dos casos.

Entre os anos de 1884 e 1944, o Brasil recebeu cerca de 1.500.000 imigrantes
italianos (Salzano e Freire-Maia, 1970), que se estabeleceram principalmente nos Estados
de S3o Paulo, Rio Grande do Sul e Parana. As populagdes paulistas receberam imigrantés
italianos predominamente de Veneto (Veneza, Padua, Treviso, Rovigo, Verona), Lombardia
(Mantua, Milao) e Emilia Romana (Ferrara, Bolonha, Parma, M6dena), os quais, de inicio,
estabeleceram-se em grande parte na zona rural, chegando inclusive a fundar alguns
nucleos de colonizacdo italiana (Ramalho, 1986). A influéncia do fluxo génico dessas

populagbes italianas migrantes ainda é atualmente bastante acentuada no caso da
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talassemia beta, tanto nos grandes centros urbanos quanto nas popula¢cdes menores do
Estado de S&o Paulo (Ramalho, 1976; 1979; Zago et al., 1981). Nas comunidades de
Braganga Paulista e Araras, por exemplo, foram identificadas muitas familias com
recorréncia da talassemia beta (Teixeira e Ramalho, 1994; Compri et al., 1996). Ja no caso
da variante Mediterranea de G-6-PD, tal influéncia parece ter sido menos acentuada e
diluiu-se no decorrer do tempo, a ndo ser, talvez, nos nucleos de colonizag&o italiana,
como € o caso das cidades de Capivari, Rio das Pedras, etc., o que merece ser
investigado. llustrando esse fato, a Tabela 6 mostra a frequéncia relativa de diversos
grupos estrangeiros registrados em um nucleo anIista de colonizagédo predominantemente
italiana (Capivari), bem como no Estado de S&o Paulo e no Brasil durante o censo de 1950
(Saldanha, 1968).

Como é possivel observar nesta tabela , em tais comunidades a frequéncia
de italianos néo refletia naquela época a sua proporgéo relativa observada no Estado de
S&o Paulo como um todo, sendo quase trés vezes maior. Esse € um aspecto que merece
ser investigado, uma vez que em tais cidades a propor¢do de descendentes nao
miscigenados de italianos deve ser mais significativa.

Tabela 6 - Frequéncia relativa de diversos grupos estrangeiros registrados em Capivari,
SP, no Estado de Sao Paulo e no Brasil durante o censo de 1950 (Saldanha,

1968).
Sirio Qutros
Local Italianos(%) Espanhéis (%) Portugueses (%) Libaneses (%) (%)
Capivari 66,8 14,4 40 10,6 42
Estado de
Sé&o Paulo 23,2 14,4 22,2 3,3 36,9
Brasil 18,2 10,6 28,6 3,7 38,9

63



A talassemia beta, exaustivamente estudada dos pontos de vista médico,
populacional e molecular no Estado de Sado Paulo, constituiu, de fato, um excelente
referencial comparativo para o estudo da dinamica do gene da variante Mediterranea de G-
6-PD na populacdo paulista. Evidentemente, ambas as condi¢cdes genéticas foram
introduzidas, na sua quase totalidade, pelos imigrantes italianos que aqui chegaram no
século XIX.

O casamento entre individuos de origem italiana representou, obviamente,
uma barreira a diluicdo dos genes da talassemia beta e da variante Mediterranea de G-6-
PD na nossa populacao. Tal evento ocorreu em prbporgéo apreciavel nos primeiros tempos
da imigracéo italiana no Brasil. No entanto, a tendéncia para a quebra dos isolados, e
consequente miscigenagdo com a populagdo receptora, aumentou progressivamente,
principalmente nos centros urbanos, sobretudo devido a auséncia de grandes barreiras
raciais e religiosas, bem como‘em decorréncia das facilidades de mobilidade social.

Na cidade de Campinas, onde a frequéncia populacional de heterozigotos da
talassemia beta foi estimada em 1%, foi possivel calcular a contribuic&o italiana nessa
populacdo em cerca de 15%, sendo a contribuicdo da populagéo receptora de,
aproximadamente, 85% (Ramalho, 1975). Curiosamente, em um levantamento populacional
realizado pela autora do presente trabalho na populagdo urbana de Braganca Paulista,
observou-se uma frequéncia de heterozigotos da talassemia beta de 1,2% (Compri et al.,
1996), praticamente igual, portanto, & anteriormente descrita em Campinas. Esses dados
indicam, evidentemente, que, guardadas as devidas proporgdes, a dindmica do gene da
talassemia beta, em termos de contribuicdo da populagdo imigrante, taxa de miscigenacao,
proporcao da populagdo receptora, etc., foi muito semelhante nas cidades de Campinas e

Braganca Paulista. Assim sendo, ndo é de se estranhar que a dinamica do gene da
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variante Mediterranea de G-6-PD também ndo difira muito nos dois centros urbanos.
Ressalte-se, no entanto, que ndo estamos afirmando com isso que a dinamica do gene da
talassemia beta seja igual & do gene da G-6-PD, uma vez que ambos possuem
mecanismos de heranca distintos.

Outro mecanismo a ser considerado € o da proveniéncia dos imigrantes
italianos que vieram para o Estado de Sao Paulo (predominantemente da regido do Vale do
P6 e outras regides do Norte da ltalia). De fato, enquanto a frequéncia da talassemia beta é
aita no Norte da ltalia, a variante Mediterranea d_e G-6-PD predomina na Sardenha, na
Sicilia e no Sul da Itélia (Beutler, 1994). |

A variante Mediterranea de G-6-PD é mais prevalente na populacdo do Rio
Grande do Sul, onde sua frequéncia alélica foi estimada recentemente por Weimer et al.
(1998) em 10:1.000 . Isso quer dizer, evidentemente, que a frequéncia de homens com tal
variante nessa populagao é aproximadamente, 1%. Esses autores chamam a atengao para
a auséncia dessa variante de G-6-PD em popula¢gdes do norte, do nordeste e em
populagbes indigenas do Brasil, bem como em um estudo realizado em Santa Catarina.

Outro aspecto a ser considerado em relagdo ao presente trabalho € o de que,
na comunidade analisada, a variante A" de G-6-PD néo é “caracteristica dos negréides”,
como € frequentemente referido em livros didaticos (Beiguelman, 1983). Dentre os 69
individuos com essa variante, classificados racialmente pela prépria autora, levando em
consideragao a cor da pele, as caracteristicas faciais e a textura do cabelo, 59 (86%) eram
caucasbides e apenas 10 (14%) eram negroides. Certamente, alguns desses individuos
receberam, através da miscigenagéo, fluxo génico negréide. No entanto, também é preciso
considerar a contribuicdo dos imigrantes, uma vez que a variante A" de G-6-PD é frequente
em populacbes caucasdides do Sul da ltdlia, da Espanha, de Portugal e da Peninsula

Arabica (Luzzatto e Mehta, 1995).
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Ate 1930, os italianos eram os mais numerosos (34%) entre os imigrantes
europeus que vieram para o Brasil, seguidos pelos portugueses (29%) e pelos espanhdis.
Depois de 1930, somente os portugueses, por ndo serem considerados propriamente
estrangeiros, continuaram migrando em massa para o Brasil. Ainda outros povos, como
arabes, judeus e sirio-libaneses migraram para o Brasil, porém em coldnias numericamente
pequenas (Azevédo, 1987).

Conforme ja foi comentado na parte introdutéria deste trabalho, os espanhais,
além dos italianos, tiveram uma participacdo importante na formag¢éo da comunidade de
Braganca Paulista. Entre os anos de 1884 e 1944, cerca de 585.000 espanhdis imigraram
para o Brasil, muitos dos quais se estabeleceram no Estado de S&o Paulo (Salzano e
Freire-Maia, 1970).

O anuario de Braganga Paulista de 1902, organizado por Pinheiro Lima
(1902), traz a estatistica demogréfico-sanitaria de Braganca Paulista, onde foram
registrados os nascimentos que ocorreram de 01 de janeiro a 30 de setembro de 1901,
acompanhados da naturalidade e nacionalidade dos pais. Alguns desses dados encontram-
se na Tabela 7. |

Nesta tabela de nascimentos, um dado interessante e que merece ser
destacado € o nascimento de criangas, filhos de um genitor estrangeiro e o outro brasileiro,
pois tais dados refletem o processo de miscigenagéo que ja comegou a ocorrer no inicio
deste século, na cidade de Braganca Paulista.

Ja o recenseamento feito em Braganga Paulista em 1903, mostra a
nacionalidade e o numero de estrangeiros nesta cidade, naquela época. A Tabela 8 resume

alguns desses dados.
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Tabela 7 — Ndmero de nascimentos, nacionalidade e/ou naturalidade dos pais registrados
em Braganca Paulista, SP, em 1901.

Nacionalidade e/ou N.de
Naturalidade dos pais nascimentos
Italianos | 205
Espanhdis 51
Portugueses 7
ltaliana e Paulista 22
Espanhola e Paulista - 6
Portuguesa e Paulista 4

Tabela 8 — NUmero e nacionalidade de estrangeiros registrados em Braganga Paulista, SP,
durante o censo de 1903 ( Junior et al., 1904).

N.° de
Nacionalidade estrangeiros
ltalianos 4.260

Espanhois 938
Portugueses 286
Turcos 71
Alemaes 23
Africanos 23
Asiaticos 9
Outros 71
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Um estudo molecular recente realizado na Espanha demonstrou que, apesar
de a deficiéncia de G-8-PD ser uma entidade genética heterogénea nesse pais, a variante
A (202 G—A) é a mais frequente na populagdo caucaséide espanhola (Carrons et al.,
1997). Esse fato, bem como o encontro das variantes G-6-PD Aures e G-6-PD Santa
Maria, que sao polimoérficas na Argélia, demonstram que no passado ocorreu um
significativo fluxo génico da Africa para a Europa, através da Espanha. Lembre-se, também,
que na ldade Média os conquistadores drabes (mouros) estabeleceram-se no Marrocos,
Argélia, Tunisia e Espanha. Além disso, embora os doadores de sangue triados nao
tenham sido classificados raciaimente, uma vez due essa classificagcdo certamente seria
inadequada para uso cientifico, a frequéncia de deficientes de G-6-PD na amostra total
(80/4.621 = 1,7 %) demonstra claramente que a grande maioria desses individuos eram
caucasdides. De fato, estudos realizados em populagdes paulistas demonstraram que a
frequéncia de deficientes de G-6-PD entre homens negroides é de cerca de 10%
(Beiguelman et al., 1968; Saldanha ef al., 1969; Ramalho e Beiguelman, 1976; Ramaiho,
1979; 1981; Sena e Ramalho, 1985; Garlipp € Ramalho,1988). Assim sendo, a existéncia
de uma proporgao significativa de negroides entre os doadores de sangue triados estaria
associada, obrigatoriamente, a uma freqiéncia mais alta de deficientes de G-6-PD na
amostra total.

Somando-se os dados do presente trabalho aos de Saad et al. (1997a) e de
Weimer et al. (1998), é possivel constatar uma grande homogeneidade da populag&o

brasileira quanto a notével preponderancia da variante A" (202 G—A) de G-6-PD. Tal
homogeneidade em relagdo a variante A" (202 G—A) de G-6-PD so é observada na Africa

Tropical, uma vez que na maioria das areas de alta prevaléncia dessa enzimopenia, como é
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o caso do Mediterraneo, da india, do Sudeste Asiatico e da China, sdo encontrados
multiplos alelos polimérficos (Luzzatto e Metha, 1995).

Realmente, a andlise molecular de brasileiros deficientes de G-6-PD tem
demonstrado a absoluta preponderancia da variante A" (202 G—A), com auséncia da
variante A" (680 G—T ). Curiosamente, a variante A" (968 T— C) s6 foi encontrada em 14
deficientes de G-6-PD do Estado do Para (Hamel e Saad, 1998). Excetuando-se a variante
Mediterranea no Rio Grande do Sul, outros alelos polimérficos da deficiéncia de G-6-PD
nao aparecem em propor¢do significativas nas populagbes brasileiras, juntamente com a
variante A" (202 G—A).

O fato de a variante A" de G-6-PD ser mais benigna do ponto de vista clinico
que a variante Mediterranea dessa enzima nao significa, evidentemente, que ela seja
desprovida de importancia médica.

Nas pessoas com a variante A" de G-6-PD, a crise hemolitica provocada por
medicamentos se inicia de 24 a 48 horas apds o inicio da medicacéo, sendo a gravidade da
crise bastante variavel. A intensidade do contato com o fator desencadeante da crise
hemolitica é muito importante na determinagdo do quadro clinico. Muitas vezes, a crise
pode consistir em uma leve anemia transitéria, as vezes imperceptivel pelo individuo que a
manifesta. Frequentemente, o escurecimento da urina e uma leve ictericia de conjuntiva
sa0 os Unicos sinais perceptiveis. Algumas vezes, no entanto, a crise pode chegar a sér
grave, com 0 paciente acusando dores muscularres, abdominais e lombares, febre alta,
calafrios, nduseas e vomitos, anemia, ictericia, reticulocitose e hemoglobinuria. Havendo
hemoglobinuria, que indica que a capacidade das haptoglobinas do plasma captarem a
hemoglobina livre foi superada, pode haver lesdo tubular renal, com oliguria, anudria e

choque (Ramalho, 1986).
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Se a medicagao for suspensa, os individuos A” voltardo ao normal em poucas
semanas, mas se a crise hemolitica ndo for muito séria, a medicacéo pode ser continuada,
porque, surpreendentemente, também nesse caso havera melhora. Isso decorre do fato de
que apenas as hemacias com mais de 50 dias apresentam deficiéncia acentuada de
atividade de G-6-PD, enquanto nas hemacias jovens a variante A" tem atividade suficiente
para resistr a acdo hemolitica da medicagcdo empregada (Beiguelman,1983;
Ramalho,1986). Isso se deve, evidentemente, & instabilidade da enzima A", causada pela
dupla substituicdo de residuos aminoacidos (68 val» — met + 126 asn — asp).

Além da crise hemolitica, também €& preciso levar em consideragdo as
relacbes entre a variante A° de G6-PD e a ictericia do recém-nascido, amplamente
demonstradas em nosso meio (Ramalho, 1979; 1981; Garlipp e Ramalho, 1988).

E importante comentar que uma fracdo significativa da comunidade de
Braganca Paulista, representada pela coldnia japonesa, é relativamente pouco afetada pela
problematica da deficiéncia de G-6-PD.

A migracao japonesa para o Brasil, iniciada em 1908, ocorreu sobremodo
depois da Primeira Guerra Mundial, foi interrompida durante a Segunda e atingiu um total
aproximado de 200.000 pessoas. Os japoneses estabeleceram-se principalmente no
Estado de Séo Paulo e mantiveram-se em relativo isolamento (Azevédo, 1970).

As condi¢cbes agricolas da regido de Bragang¢a Paulista atrairam muitds
imigrantes japoneses, que se dedicaram inicialmente ao cultivo da batata e, posteriormente,
a horticultura e ao cultivo do morango, atividades que, juntamente com o comeércio, mantém
até os dias atuais. Considerando-se a taxa reduzida de miscigenagdo com outros grupos

étnicos, € possivel deduzir que a frequéncia de deficientes de G-6-PD entre os bragantinos
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descendentes de japoneses deve ser bastante baixa, uma vez que em seu pais de origem
essa enzimopenia afeta 0,1% dos homens (Beutler et al., 1989).

Concluindo esta discussao, & importante mencionar o custo de implantacéo do
programa comunitario no Nucleo de Hematologia e Hemoterapia da Universidade S&o
Francisco, no qual com um gasto anual de apenas US$ 272,30, foi possivel diagnosticar e
orientar um numero significativo de deficientes de G-6-PD e iniciar a educacdo da
comunidade a respeito do problema. Como comentado anteriormente, ndo estdo aqui
incluidos os gastos relativos & caracterizagdo molecular das mutagbes, de interesse
fundamentaimente cientifico, e outras despesés como funcionarios, correspondéncia,
impressdo de material didatico.

Levando em consideragdo os resultados obtidos neste trabalho, com a
absoluta preponderancia na comunidade de uma yariante clinicamente benigna da G-6-PD,
torna-se necessario definir a estratégia mais adequada para continuidade do programa
comunitario. Uma vez que o Nucleo de Hematologia e Hemoterapia da Universidade Sao
Francisco esta agora preparado para diagnosticar e orientar casos dessa enzimopenia, a
divulgacédo do problema na comunidade deve continuar. 1sso pode ser feito, sem alarmes
desnecessarios, por intermédio dos proprios doadores de sangue. Uma vez divulgada a
alteracao genética, o Nucleo deve aguardar a demanda espontanea da comunidade. Uma
atuacdo mais diretiva deve ser utilizada nos casos de hemdlise e ictericia neonatal
diagnosticados no hospital universitario.

Assim, dentre os beneficios permanentes do programa, deve-se enfatizar a
implantacdo de um setor especializado na Universidade S&o Francisco, em Braganca

Paulista, capaz de diagnosticar e orientar os deficientes de G-6-PD da comunidade, além

de fornecer treinamento a alunos e estagiarios interessados no assunto.
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CONCLUSOES




VI- CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu as seguintes conclusées, relacionadas aos seus

objetivos especificos:

1 - A triagem populacional a partir dos doadores de sangue mostrou-se adequada, com
uma meédia mensal de casos triados satisfatoria € com a detecgcdo de um numero
significativo de familias com a deficiéncia de G-6-PD na comunidade,

2 - O teste laboratorial de triagem utilizado (teste de reducdo da metemoglobina) mostrou-
se com uma porcentagem baixa de casos falsamente positivos, uma vez que foi
utilizado em individuos adultos;

3 - A receptividade dos deficientes de G-6-PD a orientacdo genética oferecida em carater
opcional foi satisfatéria, embora menor que a teoricamente desejavel. Essa taxa de
aceitagdo genética (61%) nao diferiu significativamente da observada em programas
comunitarios de hemoglobinopatias hereditarias realizadas em outras cidades paulistas;

4 - A avaliagdo cognitiva realizada seis meses apds a orientacdo genética demonstrou
que uma alta porcentagem dos deficientes de G-6-PD assimilam satisfatoriamente as
informacgdes fornecidas;

5 - O processo de orientagdo genética dos deficientes de G-6-PD mostrou-se pouéo
eficiente no que diz respeito ao exame de outras pessoas da familia;

6 - A média de filhos em méaes de individuos de deficientes de G-6-PD n&o diferiu
significativamente da observada em méaes de individuos com atividade normal dessa
enzima. Este dado ndo apdia a hipotese de aumento de fertilidade das heterozigotas do

gene da deficiéncia de G-6-PD;
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7 - Com relagdo as mutacgdes verificadas:

8

a) A mutacdo A (202 G—A) é responsavel pela quase totalidade dos casos de

b)

deficiéncia de G-6-PD observados na comunidade. A propor¢ao de portadores dessa
mutacdo nao diferiu significativamente da observada em estudos realizados em
grandes centros urbanos;

A mutacdo A" ndo é caracteristica dos negrdides da comunidade, aparecendo em
grande proporgdo em deficientes de G-6-PD caucasbdides. Em relacdo a esses
ultimos deve ser considerada nao apenas a miscigenagcdo com negroides, mas
também a contribuicdo de imigrantes caubaséides provenientes do Sul da Italia,
Espanha, Portugal e Peninsula Arabica;

No que diz respeito a variante Mediterranea de G-6-PD, a influéncia da imigracao
italiana n&o foi muito acentuada no Estado de Sao Paulo e diluiu-se no decorrer do
tempo, através do processo da miscigenagdo. Os nucleos paulistas de colonizagéo

italiana podem constituir uma exce¢éo a essa regra;

- O programa mostrou um custo de implantacdo adequado, sendo possivel, com um

gasto anual baixo, diagnosticar e orientar um numero significativo de deficientes de G-6-

PD, além de iniciar a educagédo da comunidade a respeito do problema;

O programa possibilitou a implantagdo de um setor especializado na Universidade

local, capaz de oferecer beneficios permanentes a comunidade, em termos de

diagndstico e orientac&o de portadores da deficiéncia de G-6-PD.
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SUMMARY




Vil - Summary

The purpose of the present theses is to study the deficiency of giucose-6-
phosphate dehydrogenase (G-6-PD) in a community in the interior of the State of S&o Paulo
(Braganga Paulista), according to the scientific and pragmatic criteria of the communitarian
genetics, involving genetic-epidemiological, molecular, demografic, social as well as ethic
and cultural aspects.

In a period of 36 months, 4.621 male blood donnors were investigated.
Among them, 80 showed G-6-PD deficiency. This diagnosis was confirmed through
enzymatic quantification and through eletrophoresis of enzyme. The positivity rate in the
sample was 1,7%, the acceptance rate to the genetic orientation got to 61% and the level of
assimilation of defficients in relation to the offered information was 81%.

Becouse there are in the literature indirect evidences of fertility increase of the
G-6-PD deficient heterozygous women in the malarious areas, this aspect was investigated
directly in the research, in non-malarius areas. However, no significant difference between
the average number of children of the heterozygous women was observed when compared
to the average control group of the same age and same cultural, social and economic level
(p=0,176).

The molecular analysis was made in the 70 unrelated G-6-PD defficients,
through DNA ampilification followed by digestion by restriction enzymes and single strand
conformation polymorphism analysis (SSCP). In 98,6% of the deficients, the G-6-PD A" (202
G->A) mutation through digestion of exon 4 with Nla Ill was observed. It was also observed
the presence of the more uncommon mutation in the exon 9, through SSCP. No case of
Mediterranean variant was observed. These results allow some information about G-6-PD
deficiency in the community : the A" (202 G>A) variant, almost exclusive, was introduced in
the community not only by negroes, but also by european immigrants, mainly spanish,
portuguese and italian; The italian contribuition in terms of G-6-PD Mediterranean was
smaller then the contribuition in terms of the thalassemia beta and weakened as time by.

The cost of the implantation of the community program in the Universidade
Sao Francisco shows to be possible, at a very low annual cost ( USS$ 272,00), not only to
make diagnosis and to advise in a ethical way a significant number of families with G-6-PD
deficiency but also to start the education of the community in relation to the problem and

establish a center of study of this enzymopathy.
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UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

Prezado(a) Sr(a).

Venho por meio desta - informar gque embora todos os
resultados dos seus exames estejam normais, verificamos no seu sangue
que o Sr(a). pode ter anemia mais facilmente que a maioria das
pessoas.Esse tipo de anemia ocorre quando se toma certos remédios ou
entra em contato com algumas substéncias. Para confirmarmos se o
Sr(a). tem realmente essa tendéncia & ter anemia, precisaremos
realizar outros testes .Logo o resultado ndo é definitivo .Em breve
enviaremos uma carta marcando dia, hora e local para que o Sr(a).
compareca a fim de esclarecermos mais sobre esta caracteristica e
realizarmos outros testes, caso o Sr(a). deseje. O Sr(a). ndo esta
doente, portanto ndo é preciso ficar assustado. No entanto, sua

presenca sera muito importante.

Sem mais para o momento, despeco-me

Atenciosamente

Mariane B. Compri

Obs.: Em caso de duvidas, ligar para 7844 - 8241 e falar com Maria
Julia.

—

|
|
|
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Deficiéncia de Glicose-6-Fosfato
Desidrogenase (G-6-PD)

« OqueéG-6-PD?
A glicose-6-fosfato
desidrogenase € uma proteina
que €& produzida por nosso
organismo.

« Em que parte de nosso
organismo encontramos
esta proteina ?

Em muitos orgao e tecidos,
mas o importante é falarmos
da presenca da G-6-PD em
nossos glébulos vermethos.

- Por que aG-6-PD é
importante em nossos
glébulos vermelhos ?

Por que esta proteina impede
gue nossos globulos
vermelhos se rompam quando
em contato com certas
substancias.

- Entdo, a G-6-PD protege os
glébulos vermelhos ?
Sim, pois os glébulos
vermelhos transportam o
oxigénio para todas as partes
de nosso organismo.




woE aem L

E uma caracteristica hereditaria, ou seja, que
herdamos de nossos pais, onde nossas células
produzem a proteina G-6-PD diferente do tipo mais
comum.

« O que acontece com um
individuo quando tem a
deficiéncia de G-6-PD ?
Existem muitas variantes da
G-6-PD. Em algumas a
deficiéncia da G-6-PD ¢ leve
(ex: A ), em outras,
moderada (ex: A") e ainda
existem algumas cuja
deficiéncia € grave (ex:
Mediterranea ).Em todos os
casos a deficiéncia de G-6-
PD né&o consegue proteger
os glébulos vermelhos
adequadamente.

+ Existem muitas pessoas
com este defeito nos
glébulos vermelhos ?
Cerca de 400 milhdes de
pessoas no mundo sao
deficientes de G-6-PD.

No Brasil, a deficiéncia de G-
6-PD é muito frequente,
sobretudo entre individuos
do sexo masculino. No
Estado de Sao Paulo, por
exemplo de cada 100
homens, 2 a 10 sao
deficientes de G-6-PD.




Porque os deficientes de G-6-PD quando ingerem ou tém contato com
certas substancias podem ter anemia. Tais substancias estao
relacionadas na tabela a seguir.

Farmacos associados a hemolise significativa em deficientes de G-6-PD

Possivel associagao
altas doses em pacientes

Associagao duvidosa

Droga Associagao
inequivoca com deficiéncia grave ou em
recém-nascidos
primaquina,
Antimalaricos pamaquina, cloroquina quinina,
pentaquina guinacrina
sulfanilamida,
sulfadiazina,

sulfadimidina,

sulfameridina,

sulfacetamida,
sulfapiridina,
sulfametoxazol

Sulfonamidas
sulfoxona, sulfisoxazol

sulfametoxipiridazina

Sulfonas dapsona,

tiazolsulfona

Nitrofuranos nitrofurantoina
fenacetina,
Analgésicos acetanilida aspirina aminopirinag,
antipiréticos acetaminofen
acido nalidixico, cloranfenicol, analogos PAS, L-DOPA,
Outros farmacos azul de metileno, da vit. K, acido probenecid,
dimercaprol

fenazopiridina ascorbico

Outras naftalina, nitritos,

substancias trinitrotolueno,

quimicas azul de toluidina




A deficiéncia da G-6-PD ¢é uma doenca ?
Nao, é apenas uma caracteristica da pessoa. Se o deficiénte de G-6-PD
evitar as substancias mencionadas na pagina anterior, nao tera problema
algum.

A deficiencia da G-6-PD tem cura ?

N30, mas a anemia pode ser prevenida evitando-se as substancias
citadas na tabela anterior. Assim, toda vez que voce for ao médico,
comunique a ele que voce é deficiente de G-6-PD. Tambem é
conveniente mostrar ao médico a tabela, para que ele possa receitar
remédios que nao fagam mal ao deficiente de G-6-PD.

Mas afinal , como eu herdei a defici€éncia de G-6-PD de
meus pais ?

Todas as informacgdes para nossas caracteristicas estdo contidas no
interior do évulo de nossa mae e do espermatozdide de nosso pai
em estruturas denominadas cromossomos. A informagao para
formacao da G-6-PD esta no cromossomo sexual X.As mulheres
tém dois cromossomos X e 0s homens tém um cromossomo X e

outro Y.

Quando o ovulo e o espermatozdide se formam os
cromossomos se separam. Assim cada ovulo possue
apenas um cromossomo X e cada espermatozoide possue
um XouumY.

Quando 6vulo e espermatozodide se unem dao origem a um novo individuo que
recebe um dos cromossomos X da mae e um X ou Y do pai.



Vamos marcar ainformacio da Deficiéncia de G-6-PD com um ( *) no
cromossomo X .
Assim os homens podem ser : XY ( ndo tem a deficiéncia de G-6-PD)
ou X*Y (tem a deficiéncia de G-6-PD )

Ja as mulheres podem ser : XX ( ndo tem a deficiéncia de G-6-PD ),
X*X* ( tem a deficiéncia de G-6-PD) ou X*X ( possuem a informagao da
deficiéncia de G-6-PD, mas n&do manifestam, pois um dos seus
cromossomos “funciona” normalmente ; sdo apenas portadoras da
informacao.

Ja que tenho deficiéncia de G-6-PD , o0 que provavelmente ocorreu em meu
caso ?
Para os homens : Se seu pai nunca teve problemas de
anemia,provavelmente sua mae é X*X e seu pai XY. Voce recebeu o X* de
sua mae e 0 Y de seu pai.

Para as mulheres : Seu pai ja deve ter tido problemas de anemia e € X*Y.
Sua mae, provavelmente é X*X ( se ela ndo tem problemas de anemia).
Voceé recebeu 0 X* de sua mae e o X* de seu paie é X*X*.

Mas eu nunca tive problemas de anemia ?
Entao, provavelmente vocé é X*X, e o X* pode ter vindo de sua mée ou de
seu pai .
Eu posso gerar uma crianca com deficiéncia de G-6-PD ?
Vejamos algumas possibilidades mais comuns : Agora voce mesmo pinta.

X* Y X Y X Y
X X*X XY X* OX*X XY X XX X
* * *
X X*X XY X XX XY X XXX
Se tiver uma mulher, existe 50% Neste caso todas
Todas as mulheres de chance de ser portadora e as mulheres serao
serao portadoras se for homem a chance portadoras e todos
de ser deficiente os homens deficientes

de G-6-PD é de 50% de G-6-PD



Entao é importante saber se temos a
deficiéncia de G-6-PD, ou ainda se somos
apenas portadores dessa informacdo, pois

podemos prevenir a anemia conhecer a
chance de transmitirmos a informacdo da

deficiéncia de G-6-PD para nossos filhos.

O que devo fazer para saber se sou
deficiente de G-6-PD?

Procure o Centro de Hematologia e Hemoterapia da Universidade
Sao Francisco ( Banco de Sangue ) . Os exames serdo feitos
gratuitamente e voce recebera todas as informacgdes e orientacdes
que precisar.

Nome :




ANEXO 4




“Avaliacao da Orientacdo Genética Fornecida a Deficientes de G-6-PD “

Nome:

Escolaridade:

Parte |

1 - Vocé se lembra, quanto tempo faz que veio ao banco de sangue para
conversar sobre seu sangue ?

R:

2 - Naquela época voceé foi esclarecido sobre o que vocé tinha ?

Sim () Nao ( )

3 - Vocé recebeu algum documento sobre o que vocé tém ?

Sim( ) Nao ( )

4 - Vocé o mantém ainda ?

Sim () Nao ( )

5 - A orientacdo que voceé recebeu mudou alguma coisa em sua vida ?

Sim () Nao ( )




Parte i

1 - O que vocé tem no seu sangue :

a - uma doencga grave

b - uma doenga, mas nao é grave

¢ - ndo sou doente, tenho uma caracteristica diferente em meu sangue
d - n&o sei

2 - Vocé se lembra, se o que vocé tém é:

a - falta de ferro no sangue

b - falta de uma proteina que vocé mesmo produz

c - falta de uma proteina que é encontrada nos alimentos
d - ndo sei

3 - A deficiéncia de G-6-PD, que vocé tém, podera fazer com que voceé :

a - Tenha uma anemia quando entrar em contato com certos medicamentos,
naftalina, embutidos

b - Tenha anemia por n&o se alimentar corretamente

c - nao tem nada haver com anemia

d - nao sei

4 - Quais os cuidados que vocé deve ter por causa dessa deficiéncia :

a - Sempre que for ao médico avisa-lo que vocé tém a deficiéncia de G-6-PD e
mostrar a cartilha de orientagéo

b - ndo tomar mais remédios, nem comer enlatados / embutidos

¢ - n&o é preciso ter nenhum cuidado

d - ndo sei

5 - Com relagéo a Deficiéncia de G-6-PD é errado dizer que :

a - vocé recebeu essa caracteristica de seus pais
b - vocé pegou de alguém

¢ - vocé pode transmitir a seus filhos

d - ndo sei
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ORGCAMENTO

Despesas de Custeio

Material de Consumo

Fase I : ( Fornecedores Glicolabor e Merse )
Materiais e quantidades unidade valor em USS$S
1 -~ EDTA (1Fr) Fr 500 grs 17,05
2 - Glicose (2 Fr) Fr 500 grs 7,00
3 - NaN0y, ( 2 fr) Fr 500 grs 10,90
4 - Azul de Metileno trihidratado - 15,00
5 - Tris (1Fr) Fr 100 grs 29,58
6 - KCN (2Fr) Fr 500 grs 19,80
7 - H3BO3z (1Lt) 1 1Lt 9,57
8 — NADP - 30,00
9 - G-6-P - 20,00
10 Corante MTT ( Sigma ) (2 Fr) Fr 50 grs 31,80
11 Corante PMS ( Sigma) (500 ml) 500 ml 12,70
12 HC1l (1Lt) 1 1t 3,63
13 NaCl (4Lt) 1 1Lt 2,76
14 Beta-mercaptoetanol - 45,00
15 K3Fe(CN)g (1Fr) Fr 500 grs 18,15
16 NaHCO3 (1Fr) Fr 500 grs 2,73
17 NaCOH (1Fr) Fr 500 grs 5,45
18 - MgCly (1Fr) Fr 500 grs 3,63
19 - Fitas de acetato de celulose (8 Pt ) Pt ¢/ 25 552,00

Total = 816,95 US$
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