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RESUMO

Objetivo: Avaliar a prevaléncia da deficiéncia de G6PD e caracterizar, por ensaios moleculares,
os polimorfismos G202A, A376G e C563T em recém-nascidos. Métodos: Foram testadas mil
amostras por meio da andlise quantitativa da atividade enzimética, detectando 25 portadores de
deficiéncia de G6PD. Os pacientes identificados como deficientes foram submetidos a andlise
molecular reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQPCR) para pesquisa da presenca das
variantes associadas a deficiéncia. Resultados: A prevaléncia total de deficientes de G6PD foi de
2,5%. Das 25 amostras identificadas como deficientes, 21 foram submetidas ao qPCR, para andlise
da presenca das variantes G202A, A376G e C563T. Todas as amostras apresentaram o gen6tipo
G202A/A376G, caracterizando fenétipo G6PD A-. Conclusdo: A prevaléncia da deficiéncia da
G6PD no presente estudo foi semelhante a verificada em outras populagées de estudo no Brasil. A
analise molecular identificou em todos os pacientes a presenca do polimorfismo genético G202A/
A376G, mais comum na populacéo brasileira portadora da deficiéncia de G6PD, que é diretamente
estimada pelo nivel de atividade enzimética.

Descritores: Deficiéncia de glucosefosfato desidrogenase; Polimorfismo genético; Recém-
nascido

ABSTRACT

Objective: To evaluate the prevalence of GEPD deficiency and characterize G202A, A376G and
C563T polymorphisms in neonates using molecular assays. Methods: A total of one thousand
samples were tested through quantitative analysis of enzyme activity, detecting 25 G6PD-deficient
individuals. Patients identified as deficient were submitted to molecular analysis quantitative real-
time polymerase chain reaction — (qPCR) to investigate the presence of variants associated with
the deficiency. Results: The total prevalence of G6PD deficient was 2.5%. Of the 25 samples
identified as deficient, 21 were submitted to qPCR assay to analyze the presence of G202A,
A376G and C563T variants. All samples showed the G202A/A376G genotype, characterizing G6PD
A- phenotype. Conclusion: The prevalence of G6PD deficiency in the present study was similar to
that observed in other study populations in Brazil. Molecular analysis identified in all patients the
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presence of the genetic polymorphism G202A/A376G, more common
in the Brazilian population with GEPD deficiency, which is directly
estimated by enzyme activity level.

Keywords: Glucosephosphate dehydrogenase
Polymorphism, genetic; Infant, newborn

deficiency;

INTRODUGAO

A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)
¢ uma doenca de cardter genético e afeta mais de 400
milhdes de pessoas pelo mundo.!¥ Os pacientes defi-
cientes para G6PD sdo, em sua maioria, assintomaticos,
podendo desenvolver crises ao serem expostos a agentes
causadores de estresse oxidativo, como ingestao de fei-
jao fava, infeccoes e ingestao de drogas. Estas crises sao
identificadas por meio do surgimento de sintomas como
mal-estar, dor abdominal ou lombar, fraqueza, ictericia
e urina escura,® que configuram quadros de hemolise
oxidativa aguda, ictericia neonatal ou anemia hemoli-
tica nao esferocitica cronica.® Clinicamente, os fatores
que influenciam na gravidade e na frequéncia dos episo-
dios de expressdo dessa deficiéncia estdo estritamente
associados a relagao de fatores genéticos e ambientais
com a propriedade molecular enzimatica do paciente.®

A G6PD é uma enzima composta por 514 aminoéa-
cidos, com aproximadamente 59 kDa de peso molecular,
presente em todas as células do organismo, participan-
do do primeiro passo da via de hexose monofosfato,
oxidando a glicose-6-fosfato a 6-fosfogluconolactona,
reduzindo o NADP a NADPH, que é um importante
mediador do estresse oxidativo na célula.®>® Esta via é
a Unica via de obtengdo de NADPH nos eritrdcitos, a
fim de proteger a hemacia do estresse oxidativo.” Outra
funcao atribuida a enzima ¢ a de obtencdo de energia,
pois a via das pentoses-fosfato cataboliza cerca de 10%
da glicose existente na célula. Os outros 90% sao cata-
bolizados pela via Embden-Meyerhof.®

Existem cerca de 186 mutacdes com importancia
clinica descritas para o gene da G6PD, que codificam
variantes deficientes da enzima fisiologicamente normal.
As variantes de classe I, como, por exemplo, a G6PD
volendam (C514T), caracterizam deficiéncia severa e
estdo associadas a anemia hemolitica ndo esferociti-
ca crOnica. Variantes de classe II possuem valores de
atividade enzimatica inferiores a 10%, acarretando sin-
tomas e crises mais frequentes, tendo, como exemplo,
a G6PD mediterranea (C563T). As de classe 111 sdo as
que possuem atividade enzimatica entre 10 a 60% da
atividade normal, como exemplo a G6PD A (A376G),
A- (G202A/A376G), G6PD Asahi (G202A); geralmente
0s pacientes sao assintométicos, mas a importancia cli-
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nica esta associada ao aparecimento de crises hemoliti-
cas induzidas pela ingestao de medicamentos.®*1) As
variantes de classe IV possuem de 60 a 150% da ati-
vidade normal, sem apresentar manifestacoes clinicas,
tendo, como exemplo, a G6PD Sao Borja (G337A).
Variantes de classe V possuem atividade enziméatica
aumentada (>150%), tendo sido descrita somente uma
vez (G6PD Hektoen), no ano de 1969.0%2 Os fendti-
pos mais comuns sdo a G6PD A (gen6tipo A376G), que
possui atividade enzimatica normal; a G6PD A- (geno-
tipo G202A), que apresenta de 10 a 60% da atividade
enzimatica normal; e B- ou G6PD mediterranea (geno-
tipo C563T), com 7% da atividade normal.*!¥ O gene
que codifica a G6PD esté localizado na regiao telomérica
do braco longo do cromossomo X (Xq28). Este gene é
formado por 13 éxons e abrange cerca de 18,5kb.®

OBJETIVO

Avaliar a prevaléncia da deficiéncia de G6PD em re-
cém-nascidos, considerando a atividade enzimatica, e
caracterizar os polimorfismos G202A, A376G e C563T
em recém-nascidos identificados como deficientes.

METODOS

O presente estudo foi desenvolvido no servigo de tria-
gem neonatal da Associacdo de Pais e Amigos dos
Excepcionais (APAE) de Vitéria (ES) e teve como base
o estudo da prevaléncia da deficiéncia de G6PD na re-
giao metropolitana, Espirito Santo, no Sudeste do Brasil.
O delineamento do estudo pode ser observado no flu-
xograma da figura 1.

Foram coletadas mil amostras de sangue para reali-
zagdo, em todas as amostras, do teste de quantificacao
atividade enzimatica da G6PD. Apés andlise primdria,
os pacientes identificados como possiveis deficientes fo-
ram submetidos a teste para confirmagao da deficiéncia
por meio do sangue total. A anélise molecular foi reali-
zada nas amostras identificadas como deficientes apds
o teste confirmatodrio. As amostras foram coletadas em
papel filtro de alta absorcdo para coleta de sangue seco
Whatman® 903, de acordo com a Portaria GM/MS 822,
de 6 de junho de 2001, e em tubo de coleta para sangue
contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).19

Foram selecionados, para este estudo, recém-nas-
cidos da regiao metropolitana de Vitdria, Estado do
Espirito Santo, nascidos no periodo de 24 de maio de
2017 a 24 de agosto de 2017. As amostras foram selecio-
nadas com base no tempo entre a coleta da amostra e a
chegada na APAE, padronizando em no maximo 5 dias,
tendo sido aceitas amostras de recém-nascidos com até
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Amostra
selecionada
n=1.000
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n=1.000
Sim Deficiente Nao
n=48 <2,5U/G Hb n=952
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n=48 l
Sim Deficiente Nao
n=25 <6,7U/G Hb n=23

L)l PCR | l
Acompanhamento | Falso positivo |
Hb: hemoglobina; PCR: reagéo em cadeia da polimerase.

meédico
Figura 1. Delineamento do estudo para triagem e identificagéo da deficiéncia de
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) nos recém-nascidos

30 dias de vida e que atendessem ao tempo base entre a
coleta e a chegada no laboratorio.

A quantificacio da atividade enzimatica de G6PD
foi realizada pelo método enzimético colorimétrico uti-
lizando kit comercial (INTERCIENTIFICA® NeoLISA
G6PD, Sao José dos Campos, SP, Brasil), conforme
instrugdes do fabricante. As amostras coletadas em pa-
pel-filtro foram picotadas em picotes tnicos de 1/8” ou
3,2mm, utilizando picotador automatizado, tendo sido
depostas em microplaca de 96 pocgos, para realizagao
da andlise por absorbancia pelo leitor de microplacas
DIAS®, com interpretagdo dos resultados por meio do
software TMS®. O célculo da atividade enzimatica basea-
do nas trés leituras realizadas foi feito pelo software para
calculo de G6PD fornecido pela INTERCIENTIFICA®.
Para a quantificacdo da atividade enzimatica de G6PD
em sangue total, foi utilizado o mesmo kit comercial
(INTERCIENTIFICA® NeoLISA G6PD), seguindo ins-
trugdes do fabricante. O valor de corte adotado no teste
em papel-filtro para resultados normais foi >2,5U/G Hb.
Para teste confirmatério em sangue total, o valor de corte
indicativo de normalidade foi >6,7U/G Hb; valores in-
termediarios foram entre 2,2 e 6,6U/G Hb; e deficientes
se <2,1U/G Hb.

As mutacoes A376G, G202A e C563T foram genoti-
padas por ensaios TagMan™ (Life Technologies) usando
sistema de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real (QPCR) ABI 7500 (Applied Biosystems,
Califérnia, EUA). As curvas de fluorescéncia foram
analisadas com a versao 7500 FAST Sequence Detection
Software, versao 2.1 (Applied Biosystems, Califérnia, EUA),
para discriminacao alélica.

Andlise de dados

Os dados demogréaficos dos pacientes e a atividade da
enzima G6PD foram processados com auxilio da plani-
lha eletronica do Microsoft Excel, versao 2016. A compa-
racdo estatistica da deficiéncia da enzima G6PD com
os dados demograficos dos pacientes foi realizada pelo
teste do > com nivel de significancia de 5% com auxilio
do programa estatistico Stata 11.0 (Stata Corp., College
Station, EUA).

Consideracdes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Meridional, conforme parecer
2.362.064/2017, CAAE: 79236317.7.0000.5070.

RESULTADOS

Dos mil pacientes triados no servico de triagem neonatal
da APAE em Vitéria (ES), 48 (4,8%) recém-nascidos
foram identificados como possiveis portadores da doen-
ca e encaminhados para a realizacdo do teste confir-
matério pelo método enzimético colorimétrico em
amostras de sangue total. A prevaléncia da deficiéncia
de G6PD confirmada no presente estudo foi de 25 pa-
cientes (2,5%).

Na tabela 1 estdo descritas as caracteristicas clinicas
e sociais da populacio de estudo. Eram do sexo mas-
culino 508 pacientes (50,8%). Dentre os portadores da
deficiéncia de G6PD, todos (n=25) eram do sexo mas-
culino. A cor declarada dos neonatos arrolados neste es-
tudo obteve trés categorias e uma nao declarada: 153
(15,3%) pacientes foram declarados brancos pelos pais
ou responsaveis; 454 (45,4%) pardos; 92 (9,2%) negros;
e 301 (30,1%) nao tiveram cor declarada. A cor decla-
rada para os pacientes portadores da deficiéncia de
G6PD nao apresentou diferenga estatistica (p=0,8938).

Os valores da atividade enzimatica para os pacien-
tes portadores da deficiéncia foram de 1,56 a 5,29U/G
Hb com valor médio de 3,01U/G Hb. Foram realizados
em 21 dos 25 pacientes ensaios moleculares por PCR
em tempo real para caracterizagdo dos polimorfismos
genéticos. As variantes G202A e A376G foram encon-
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas e sociais da populacéo de estudo

Caracteristicas G6PD normal (n=975) G6PD deficiente (n=25) Total (n=1.000) Valor de p
Sexo 975(100) 25(100) 1.000(100) <0,0001
Feminino 492 (50,5) 0(0) 492(49,2)
Masculino 483 (49,5) 25(100) 508 (50,8)
Idade, meses Recém-nascidos Recém-nascidos
Cor declarada 0,8938
Branca 149 (15,3) 4.(16) 153 (15,3)
Parda 441 (45,2) 13(52) 454 (45,4)
Negra 90(9,2) 2(8) 92(9,2)
Néo declarada 295(30,3) 6(24) 301(30,1)
Massa corporea, g 3094,3+846,8 3285,1+492,7
Prematuridade 0,9193
Atermo 953 (97,7) 24.(96) 977 (97,7)
Pré-termo 22(2.3) 1(4) 23(2.,3)
Ingestao materna de corticoide® 0,0062
Sim 7(0,7) 2(8) 9(09)
Nao 968 (99.3) 23(92) 991(99,1)

Resultados expressos como n (%). * Nos Gltimos 15 dias antes do parto. G6PD: glicose-6-fosfato desidrogenase.

tradas em hemizigose em todos os 21 (100%) pacientes.
A percentagem da atividade enzimdtica encontrada nos
21 pacientes foi, em média, de 49,25%, baseada nos va-
lores de corte para atividade enziméatica normal.

Foi verificada significincia estatistica (p=0,0062)
entre o grupo de individuos portadores da deficiéncia
enzimatica com ingestdo materna de corticoide e o de
individuos portadores da deficiéncia sem administracao
materna do hormonio nos dltimos 15 dias antes do parto.

DISCUSSAO

O valor de prevaléncia descrito em 2,5% encontra-se
dentro dos padroes brasileiros para estudos em preva-
léncia da deficiéncia de G6PD. Estudos envolvendo re-
cém-nascidos nos Estados do Mato Grosso, Rio Grande
do Sul e Paraiba, com populacdes de estudo variando de
147 a 3.573 individuos testados obtiveram resultados de
prevaléncia média de 4,75%.195" Outros estudos que
avaliaram a prevaléncia populacional para deficiéncia
de G6PD pelo Brasil entre adultos e criangas obtiveram
média de prevaléncia de 3,59%, variando entre 1,70 e
4,96% de deficientes de G6PD. (1829

Todos os pacientes identificados como portadores
da doenca no presente estudo sdo do sexo masculino,
corroborando a afirmacido de que esta enzimopatia é
mais comum em individuos do sexo masculino, conside-
rando que estes possuem apenas um gene para G6PD,
localizado no tnico cromossomo X, sendo hemizigotos
para este gene.® Esta caracteristica confere a possibi-
lidade destes individuos serem deficientes ou nao para
GO6PD. Sob outra perspectiva, individuos do sexo femi-
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nino possuem dois genes para G6PD, localizados um
em cada cromossomo X, podendo ser deficientes, carac-
terizando homozigose, ou intermediarios, quando apre-
senta mutacao em apenas um dos dois genes presentes,
denotando heterozigose.® Todavia, diferente das defi-
ciéncias enzimaticas comuns, individuos heterozigotos
podem desenvolver sintomatologia caracteristica para
deficiéncia de G6PD.®

A anélise molecular foi realizada em somente 21 dos
25 pacientes deficientes pelo fato de os quatro pacientes
restantes terem comparecido ao laboratdrio para o tes-
te de confirmacao ap6s o inicio das analises para os en-
saios moleculares. Dos 21 testados, 100% apresentaram
os polimorfismos A376G e G202A em hemizigose, ca-
racterizando o fen6tipo G6PD A-, descrito como G6PD
africana.(” Este gendtipo € resultante de varios pontos de
superposi¢ao, sendo encontradas as mutagdes A376G,
caracteristica do fen6tipo GOPD A+, e G202A.7 A mu-
tagdo G202A ocorrendo de forma homogénea néao € sufi-
ciente para causar a deficiéncia enzimética, necessitando
estar associada com a mutacao A376G.” Em contrapar-
tida, estudo de caso realizado no Japao identificou um
individuo do sexo masculino com 3 anos de idade apre-
sentando sintomatologia compativel para deficiéncia de
G6PD. Apds a analise da atividade enzimatica apresen-
tar valores compativeis com a deficiéncia de G6PD, es-
tudo molecular por PCR-SSCP identificou a presenca da
mutacao G202A, porém nao foi identificada a presenga
de mutagdo associada, sendo considerada a deficiéncia
da enzima neste paciente como causada pelo padrao de
mutagdo G202A de forma homogénea.® Todavia, a téc-
nica utilizada para a pesquisa de mutagao neste estudo
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(PCR-SSCP) ¢ eficiente, porém sua sensibilidade pode
ser alterada diante de alguns fatores cruciais, como o ta-
manho do fragmento de DNA utilizado, tornando resul-
tados pouco confiaveis.®”

A atividade enzimatica para G6PD nos individuos
no presente estudo foi, em média, 48,71% da atividade
enzimatica normal, estando dentro dos valores propos-
tos para a variante G6PD A, que vao de 10 a 60% da
atividade enzimatica normal para esta variante.®) Os
pacientes se encontram em portadores de variante de
classe III, com 10 a 60% da atividade normal.® O fe-
noétipo G6PD A-, encontrado no estudo, € comumente
encontrado em estudos realizados pelo Brasil. Em um
estudo de grande porte realizado no ano de 1993, com
o objetivo de fazer a caracterizagdo molecular dos de-
ficientes para G6PD em todo o territério brasileiro,
utilizando uma amostra de 7.794 pacientes, foi encon-
trada prevaléncia significativa do fenétipo G6PD A- en-
tre individuos declarados brancos e pretos, porém nao
foi encontrada este padrao mutacional em individuos
indigenas testados.®” Um estudo no Mato Grosso en-
controu o fendtipo G6PD africana em 58 dos 63 neo-
natos testados.!V) A observacao dos resultados destes e
de outros estudos®!*3 corrobora a hip6tese de que os
padrdes mutacionais ou os polimorfismos encontrados
no presente estudo estao dentro do padrao encontrado
para o territorio brasileiro.

A alta prevaléncia deste fen6tipo em territério bra-
sileiro esta relacionada com os processos de coloniza-
cao e utilizacao de povos de origem africana como mao
de obra no periodo colonial, provocando alta miscige-
nagao e, por consequéncia, alta propagagao de suas ca-
racteristicas genéticas.

Todavia, o presente estudo identificou dificuldade de
comunicacdo com os pacientes para retorno ao ambu-
latério para confirmagio da deficiéncia da enzima por
meio de teste complementar. Este problema pode ter
sido atribuido ao fato de que a deficiéncia de G6PD,
apesar de uma enzimopatia consideravelmente comum,
€ pouco conhecida pelos leigos, principalmente devido
aos portadores desta deficiéncia serem, em sua maioria,
assintomaticos. O percentual de resultados falso-positi-
vos neste estudo ap0ds o teste confirmativo foi 47,91%.
Este dado pode estar relacionado aos fatores de con-
servacdo, que interferem na qualidade da amostra em
papel-filtro por parte dos pontos de coleta, como local,
temperatura e forma de deposicao dos cartdes de coleta,
alterando a atividade enzimadtica identificada no teste
inicial, sendo necessario o teste confirmativo para des-
crever a presencga ou nao da deficiéncia.

Os pacientes que obtiveram resultado do teste con-
firmatdrio positivo para deficiéncia da G6PD foram
encaminhados ao médico geneticista da APAE, a fim

de dar inicio ao tratamento e ao acompanhamento da
evolucao dos sintomas.

No periodo das consultas com o médico, foi verifi-
cado se houve administracao de corticoides as gestantes
durante a gravidez. Quando administrados no periodo
antenatal para gestantes que apresentam risco de gra-
videz e nascimento prematuro, os corticoides possuem
poucas chances de atravessar a barreira placentdria e
entrar em contato direto com o feto.®Y No presente es-
tudo, foram comparados os grupos de deficientes, em
que a ingestao materna de corticoide foi ou nao realiza-
da, mostrando significancia estatistica. Todavia, esta in-
gestao foi realizada nos tltimos 15 dias antes do parto,
com o intuito de diminuir os riscos em um nascimento
prematuro, ndo podendo estar diretamente relacionada
com o desenvolvimento da deficiéncia de G6PD. Todos
os pacientes portadores da deficiéncia enzimatica, de
ambos os grupos com administracdo materna de corti-
coide ou nao, foram caracterizados geneticamente, apre-
sentando o mesmo padrao genético caracteristico para
deficiéncia de G6PD.

Os efeitos colaterais da administragao prolongada e
do contato direto do feto com corticoides estdo relacio-
nados com alteracoes hepaticas, deficiéncias no cresci-
mento e alteragdes a longo prazo durante o crescimento
da crianga exposta.!

Estudos como este sdo necessarios para que a defi-
ciéncia de G6PD seja inserida no programa de triagem
neonatal do Estado em que o estudo € realizado. A falta
de diagndstico da deficiéncia nas fases iniciais da vida
pode levar ao desenvolvimento de sintomas graves quan-
do expostos a fatores de risco, como crise hemolitica
apos ingestdo de alguns medicamentos.

O presente estudo é de extrema importancia para
o sistema publico de satide do Estado do Espirito Santo,
considerando que € o primeiro a caracterizar uma popu-
lacao deficiente para G6PD, abrindo portas para a in-
sercao desta doenca no programa de triagem neonatal,
a fim de disponibilizar no sistema publico o diagndstico,
atualmente presente no Estado somente na rede par-
ticular e por valores pouco acessiveis para as grandes
massas populacionais.

CONCLUSAO

O presente estudo identificou prevaléncia dentro da po-
pulacdo estudada, estando dentro dos padrdes epide-
mioldgicos brasileiros para esta doenga. A anélise mo-
lecular dos pacientes deficientes para caracterizacao dos
polimorfismos causadores da deficiéncia utilizou o pai-
nel das trés mutacoes mais comuns, sendo elas a A376G,
G202A, C563T. O resultado da caracterizacdo molecular
indicou que todos os pacientes deficientes apresentaram
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o fendtipo G6PD A-, caracterizando gendtipo G202A
A376G, comum para a populacao brasileira.

A ingestao materna de corticoide entre os deficien-
tes apresentou diferenca significativa, porém nao foi
possivel relacionar esta varidvel com o desenvolvimento
da deficiéncia de G6PD de cardter genético.
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