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Introducéo

A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é um problema de salde
publica que afeta aproximadamente 400 milhdes de pessoas no mundo. No mercado,
existem varios métodos que medem a atividade da G6PD. Os objetivos deste estudo
foram determinar a acuracia do método de Brewer frente a um padrao de referéncia e
estimar a prevaléncia de deficiéncia de G6PD na amostra. Foi realizado um estudo
transversal de grupo de pacientes internados no HCPA com ictericia a esclarecer, no
periodo de junho de 2004 a maio de 2005. Amostras foram processadas pelo método de
Brewer e pelo método de Normalizagdo da Hemoglobina, o qual foi usado como pa-
dréo ouro. Foi analisado para atividade da G6PD um total de 173 pacientes. A idade
variou de 1 dia a 82 anos, sendo que 66% da amostra possuia até 15 dias de vida. A
atividade média e o desvio padrdo da G6PD na amostra analisada foi de 17.67+ 5,66
U/gHb. A frequéncia estimada, pelo padrdo ouro, da deficiéncia de G6PD, foi de 13
(7,7%) pacientes com deficiéncia parcial ou total, e pelo método de Brewer foi de 14
(8,67%). A sensibilidade do método de Brewer comparada com o método quantitativo
da Normalizacdo da Hemoglobina foi de 92,8% e a especificidade foi de 98,7%. A
deficiéncia de G6PD é prevalente em nosso meio. Testes de baixo custo, tais como o
teste de Brewer, podem ser utilizados como testes de triagem desta deficiéncia, princi-
palmente no monitoramento de recém-nascidos que estdo sob o risco de desenvolver
ictericia neonatal. Rev. bras. hematol. hemoter. 2007;29(4):378-381.
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ser expressa naformahomozigota ou heterozigota.2
A deficiénciade G6PD é aalteracéo enzimaticaheredi-

A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD) é uma desordem genéticaque af etaaproximadamente
400 milhdes de pessoas no mundo. Atinge especialmente
as regibes mediterraneas, africanas e asiéticas. Cerca de
7,5% da populagdo carrega um ou mais genes dessa condi-
¢do. Atualmente ja foram descritas mais de 140 mutacOes
envolvendo os 12 éxons codificadores e cerca de 400
enzimas variantes.*!21¢ O gene que codificaa G6PD seloca-
lizano cromossomo X, sendo a deficiéncia mais freqiiente
no sexo masculino. No sexo feminino, a deficiéncia pode

tariamais comumente associada a anemiahemoalitica, prin-
cipalmente por exposi¢ao do individuo deficiente aagentes
oxidantes.” As manifestagdes clinicas associadas com ade-
ficiénciade G6PD sdo: hemdliseinduzidapor drogas, hemo-
liseinduzidapor infecgBes, favismo, ictericianeonatal eane-
miahemoliticacronicando esferocitica.’®

Asictericias hemoaliticas ocorrem com maior freqiién-
ciadepois daictericia fisiolégica. Elas sdo agrupadas em
trés grandes categorias: imunes, hereditarias e adquiridas.
A deficiénciade glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é
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aalteracdo enzimaética hereditériamais comumente associa-
da a anemia hemolitica, principalmente por exposi¢cao do
individuo deficiente a agentes oxidantes.”

O objetivo principal do tratamento daictericiaéevitar a
encefalopatia bilirrubinica aguda e crénica ou kernicterus,
termos utilizados para designar a disfuncéo neuroldgica
induzida pela bilirrubina (BIND). Esta patologia é causada
em grande parte pela passagem de bilirrubinaindiretalivre
através da barreira hemato-encefdlica e sua deposicéo no
cérebro, causando danos irreversiveis as células, podendo
levar a distdrbios auditivos, visuais e cognitivos, aém de
retardo mental e até mesmo amorte.>° Relatos daliteratura
demonstram que 71% dos pacientes com kernicterus possu-
em deficiénciade G6PD.*

Varios sdo os métodos descritos na literatura para a
determinacéo daatividade da G6PD, incluindo métodos qua-
litativos, quantitativos e molecul ares.*>® Estes métodos apre-
sentam diferentes graus de sensibilidade e especificidade,
m como diferentes formas de apresentacdo dos resulta-
dos. Contudo, a grande maioria dos métodos disponiveis é
capaz de detectar deficiéncias totais, mas falha na deteccdo
de casos de deficiéncia parcial. Torna-se de grande impor-
tancia que o laboratério conhega a acurécia do método por
ele selecionado, paraobter resultados de alta confiabilidade.
Osobjetivos deste estudo foram determinar a especificidade
e sensibilidade do teste de Brewer usando-se o teste quanti-
tativo de normalizacdo da hemogl obina paraadeterminacéo
da atividade da G6PD como padrdo ouro e estimar a
preval énciade deficiénciade G6PD naamostraanalisada.

Casuistica e Métodos

Amostras

Foi realizado um estudo transversal de grupo de 173
pacientes comictericiaaesclarecer, internados em diferentes
servigosdo Hospital de Clinicasde Porto Alegre (HCPA), no
periodo dejunho de 2004 amaio de 2005.

Métodos

Amostras de sangue total coletadas com EDTA foram
processadas pel o teste de reducdo dameta-hemoglobina(mé-
todo de Brewer) no Setor de Hematologiado L aboratério de
Patologia Clinica do HCPA. Nas mesmas amostras foi
quantificadaaatividade daG6PD pelo método de Normaliza-
¢do da Hemoglobina no Laboratério de Analises Clinicas e
Toxicoldgicas da Faculdade de Farmécia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Este segundo método foi usa-
do como padr&o ouro. O projeto foi submetido e aprovado
pelo Comité de Eticado HCPA.

Teste da reducdo da meta-hemoglobina (Método de
Brewer):

A 200 pL de sangue com EDTA foram adicionados
10 pL de nitrito de sodio-glicose e 10 uL de solugao de

379

azul de metileno. Apds incubagdo em banho-mariaa 37°C
durante trés horas, foi transferido 1 mL desta solucéo para
um tubo contendo 10 mL de &guatipo 2 e misturou-se por
inversdo. Por leitura visual, comparou-se a cor formada no
tubo da amostra com as cores dos tubos controles positivo e
negativo. Paraumaatividade normal de G6PD, areacéo final
deve apresentar a coloragdo vermelho vivo, umavez que a
soluc&o de nitrito transformaahemogl obinaem meta-hemo-
globina, e esta é reconvertida em hemoglobina na presenca
de azul de metileno. Na presenca de uma atividade reduzida
de G6PD, a coloragao final é castanha, pois ocorre aforma-
¢do de meta-hemoglobina sem reconverséo.®

Determinacdo da atividade enzimatica da G6PD
(Intercientifica)

Paraadosagem da atividade enziméaticada G6PD pelo
método quantitativo utilizou-se o kit Neolisa G-6-PD
(Interscientific Corporation, 2700 North 29th Avenue - Suite
220, Hollywood, FL - USA Cat. Nr 3570-050) que empregao
procedimento de Normalizacdo daHemoglobina*®* O kit sele-
cionado oferece uma medida rapida da atividade da G6PD
contida na amostra, expressando os resultados diretamente
em unidades por gramade hemogl obina (U/gHb). Foram uti-
lizados controlesnormal, intermediério e deficiente forneci-
dos pelaempresalntercientifica.

Descricéo breve: Foram pipetados5 pL deamostrade
sangue total e controles em microplacas de microtitulagdo
com fundo em "U". A estes foram adicionados 75 uL de
reagente de el ui¢&o e agitados em um agitador orbital por 20
minutos. Quinze pL do eluido foram transferidos paraoutra
microplacadefundo chato juntamente com 75 uL dereagente
detrabalho e agitados durante 10 minutos. Umaprimeiralei-
turaem 405nm foi realizada paramedidadaconcentracéo de
hemoglobina das amostras e dos controles. Posteriormente
foram adicionados 100 puL do reagente de cor, e efetuadauma
segundaleitura, em 550nm, em modo cinético. As alteragoes
nadensidade Opticapor minuto foram registradasem 15 me-
didas tomadas no intervalo de 1 minuto.

Andlise estatistica

Paraandlise estatisticaforam utilizadas anélise de fre-
guéncia, variancia de grupos e Teste t, com significancia P
0,05 e utilizando o0 SPSS software, versdo 12.0.

Resultados

Foi determinadaa atividade daG6PD, um total de173
pacientescomiictericiaaesclarecer, sendo 72 (49,7%) do sexo
feminino e 73 (50,3%) do masculino. A idadevarioude 1 diaa
82 anos, sendo que 66% dos pacientes possuiam até 15 dias
devida

Osvaloresdereferénciaparaaatividade da G6PD, uti-
lizados neste estudo, variaram de < 2,6 U/gHb para pacientes
deficientes, entre 2,6 - 7,7 U/gHb para parcial mente deficien-
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tes e pacientes normais com atividade > 7,7 U/gHb. Estes
valoresforam previamente estabel ecidos pelo laboratério em
umaamostranormal.

Nossos resultados demonstraram uma distribuicdo
gaussiana dos valores da atividade de G6PD. A atividade
meédiada G6PD naamostraanalisadafoi de 17,67 U/gHb, com
um desvio padréo de 5,66 U/gHb, como demonstrado na Fi-
gural.

40

30+

20

Percentual

K 1 ] 1

5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
G6PD quantitativo

Figura 1. Distribuicdo dos valores da atividade de G6PD (U/gHb) de
173 pacientes do HCPA com ictericia a esclarecer

Tabela 1. Resultados da atividade enzimatica da G6PD nos
pacientes deficientes e normais pelos métodos de Brewer e de
normalizagcdo da hemoglobina

Método de Normalizacédo da

Atividade G6PD )
Hemoglobina

Método de Brewer Deficiente Normal
(= 7,7U/gHD) (>7,7 UlgHb)
Deficiente 13 2
Normal 1 157
Total 14 159

Hb = Hemoglobina

A fregliéncia de deficiéncia de G6PD estimada, pelo
método de quantificacdo daatividade enzimética, naamostra
foi de 14 (8,1%) pacientes com deficiénciaparcia outotal, e
pelo teste de Brewer foi de 15 (8,67%)

A sensibilidade do método de Brewer comparado com
0 método quantitativo daNormalizagdo daHemoglobinafoi
de 92,8%. Jaaespecificidadefoi de 98,7%. O vaor preditivo
positivo foi 86,7% e o valor preditivo negativo foi 99% (Te-
belal).
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Discussao

A deficiénciade G6PD é adeficiénciaenziméticacon-
génitamais comum em humanos, presente em 400 milhdes
de pessoas em todo 0 mundo.®1¢ A prevaléncia da defici-
éncia de G6PD total e parcial encontrada neste estudo foi
de 8,67% em pacientes com ictericia a esclarecer. Outros
estudos realizados em diferentes regides do Brasil consta-
taram prevaléncias em torno de 10% entre os homens de
ascendéncia africana. Ja entre os homens euro-descenden-
tes dos estados de S&o Paulo e do Rio Grande do Sul foram
encontradas frequéncias de deficientes de G6PD em torno
de 1% a 6%. 2681920

Para a deteccdo dessa desordem genética, testes de
triagem qualitativos e quantitativostém sido desenvolvidos.®
Ostestes qualitativos, tais como o teste de Brewer, tém sido
largamente utilizados como teste de triagem, pelo baixo cus-
to, pelasimplicidade e rapidez de execucado.® A determinacdo
quantitativadaatividade de G6PD € um método maispreciso
paraadeteccao de pacientes deficientes,™ principal mente na
caracterizacao de individuos com mutactes que causam de-
ficiéncias menos severas.

Umavez que dispomos de varios testes disponiveis no
mercado, torna-seimportante avaliar aacuraciaelimitaces
dos métodos sel ecionados pel os laboratérios de andlises cli-
nicas.

Nossos resultados demonstraram que o teste de Brewer
€ um bom teste de screening para detectar pacientes defici-
entes da atividade enzimética da G6PD por apresentar um
valor de sensibilidade de 92,8% e especificidade de 98,7%.
Entretanto, essa técnica possui algumas limitagdes, sendo a
principal delasofato de ndo detectar heterozigotos. Por mui-
tos anos, pacientes heterozigotos ndo eram considerados
sob risco. Segundo Kaplan,*! e Krzelj,** pacientes hetero-
zigotos estédo sob o mesmo risco de desenvolver ictericia
neonatal que pacientes homozigotos.

O método de Brewer apresentou um valor preditivo
positivo baixo (86,7%). A inacuracia do teste, demonstrada
pela deteccao de duas amostras falso positivas, € provavel
por outralimitacéo do método. Das 173 amostras de pacien-
tes com ictericia a esclarecer, 66% eram compostas por re-
cém-nascidoscom até 15 diasdevida. Harelatosnaliteratura
gue demonstram que 0 método de Brewer em casos de paci-
entes com hilirrubinaelevadaé limitado. Este fendmeno po-
deriaser causado pelainterferénciadabilirrubinanareducdo
da meta-hemoglobina, por diferentes mecanismos de stress
oxidativo nos neonatos ou simplesmente pela interferéncia
da cor dahilirrubina naleitura subjetiva da mudanca de cor
do teste.’®

A possibilidade de casos de deficientes de G6PD pode-
rem manifestar anemiahemoliticaagudaimportante, até mes-
mo fatal, na presenca de fatores oxidantes fortes, e a associ-
acdo entreadeficiénciade G6PD eaictericianeonatal 2 justi-
ficam aimportancia da deteccéo e da orientac&o preventiva
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dos enzimopéni cos nas popul agdes, sobretudo naquelas em
gue a probabilidade de encontro da variante Mediterranea,
maisgrave, for maior.

A deficiéncia de G6PD € prevalente em nosso meio.
Casos de encefalopatia bilirrubinica causados por deficién-
ciade G6PD podem ser evitados, desde que esta deficéncia
sgjaidentificadaetratadaprecocemente. Testesdebaixo custo,
tais como o teste de Brewer, podem ser utilizados como tes-
tesdescreening destadeficiéncia, principa mente no monito-
ramento de recém-nascidos que estao sob o risco de desen-
volverem hiperbilirrubinemia.

Técnicas de medida da atividade enzimética e estudos
mol ecul ares podem aumentar a eficaciados testes, parafins
confirmatérios, podendo ser usadas como uma ferramenta
complementar, informando aos médi cos dados mai s conclu-
sivos.

Abstract

Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency (G6PD) is a public
health problem which affects about 400 millions of people all over
the world. Some methods that measure the activity of GEPD have
already been developed. Thus, the aim of this study was to evaluate
the accuracy of the Brewer's method compared with a standard
reference and estimate the prevalence of G6PD deficiency in the
sample. A cross-sectional study of a group of patients in HCPA
presenting with jaundice was carried out from June 2004 to May
2005. Samples were processed by the metahaemoglobin reduction
test (Brewer's method) and by the method of Haemoglobin
Normalization, which was used as the standard reference. A total of
173 patients were analyzed for G6PD activity. The ages varied from
one day to 82 years old with 66% of the sample being less than 16
days old. The mean activity and standard deviation of G6PD for the
analyzed sample was 17.67 + 5.66 U/gHb. The estimated frequencies
of G6PD deficiency for the standard reference and Brewer's method
were 13 (7.7%) subjects (total or partial deficiency) and 14 (8.67%),
respectively. When the Brewer's method was compared with the
quantitative method of Hemoglobin Normalization, it showed a
sensitivity of 92.8% and specificity of 98.7%. As G6PD deficiency
predominates in our society, low cost tests, such as the Brewer's test
can be used for screening this deficiency, mainly to monitor newborn
babies who are at risk of developing jaundice. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2007;29(4):378-381.

Key words: G6PD; sensitivity; specificity; Brewer's method;
jaundice.
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