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RESUMO

O défice de Glicose-6-fosfato Desidrogenase (G6PD) € a enzimopatia eritrocitdria conheci-
da mais comum, atingindo mais de 400 milhdes de pessoas em todo 0 mundo. Portugal é um pais
de baixa prevaléncia da doenga sendo, no entanto de registar a forte imigragio de dreas endémi-
cas, particularmente para o sul do pafs. Sdo apresentados os resultados do estudo efectuado
dirigido a esta enzima, a nivel bioquimico (actividade enzimdtica, mobilidade electroforética e
teste citoquimico) e genético (variante A- e haplétipo associado), em duas criangas do sexo femi-
nino, raga negra e correspondentes familiares, em que se encontrou uma actividade baixa de
G6PD (23 ¢ 18%). Discutem-se causas de expressdo de doenga ligada ao cromossoma X no sexo
feminino e refere-se a possibilidade de homozigotia em zonas de alta prevaléncia do gene muta-
do.

SUMMARY

Glucose-6-phosphate Dehydrogenase Deficiency in two Girls

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency is the most common erythrocyte
enzymopathy, affecting over 400 million people worldwide. Portugal is a low prevalence coun-
try, but imigrants from endemic regions are common, particularly in the south of the country. In
the present study, we report the laboratory findings observed in two black proband children with
low G6PD enzyme activity (23 and 18%). The study also included their first-degree relatives.
Both biochemical parameters (enzyme activity, electrophoretic mobility and cytochemical test)
and genetic determinations (mutation and haplotype characterisation) were performed.

INTRODUCAO

A Glicose-6-fosfato Desidrogenase (G6PD) é uma
enzima que actua na via aerébia do catabolismo da gli-
cose, transformando a glicose-6-fosfato em 6-fosfoglu-
conato, com redugio simultdnea do NADP a NADPH!.
Esta via € responsdvel pelo catabolismo de apenas cerca
de 5 % do total da glicose consumida pelo eritrécito, o
que torna evidente néo ser esta a via essencial no catabo-
lismo da glicose como forma de obter energia. E no
entanto claro que a sua principal importincia é a
obtengdo do NADPH, que entra no ciclo da glutationa.

Este ciclo € de crucial importancia para o eritrécito, pois
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protege-o contra os efeitos oxidativos nocivos dos radi-
cais livres de oxigénio produzidos em grande quantidade
nestas células!-5,

O gene estd localizado no cromossoma X, compreen-
dendo 13 exdes e 12 intrdes distribuidos por 20 Kb de
DNA genémico, pelo que em caso de deficiéncia a mor-
bilidade incide fundamentalmente em individuos do sexo
masculino!-2. A nivel genético exibe um elevado grau de
variabilidade, sendo as duas variantes mais frequentes a
variante Mediterrdnea (563 C~>T) e a variante A-
(202G>A /376 A>Q).

E uma patologia com distribui¢do a nivel mundial
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desigual, com paises com uma frequéncia que atinge os
25% e outros cuja frequéncia € inferior a 0,5%?2. Portugal
é um pafs de baixa prevaléncia, cerca de 0,51%?9, sendo
no entanto de registar uma crescente imigragdo de dreas
endémicas, nomeadamente de paises Africanos.

Neste artigo sio estudadas tanto do ponto de vista bio-
quimico como genético duas criangas do sexo feminino,
residentes em Portugal, naturais do Zaire e Africa do Sul.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas, a nivel bioquimico e genético, duas
criangas do sexo feminino assim como os familiares
directos, de raga negra, naturais do Zaire e Africa do Sul
e actualmente a residir em Portugal, em que foi detecta-
do uma actividade baixa de G6PD.

No primeiro caso trata-se de uma lactente que com 37
dias de vida, que desenvolve uma anemia sintomdtica em
contexto infeccioso. Havia referéncia a hiperbilirru-
binémia no periodo neonatal e a internamento nos
primeiros 12 dias de vida por sepsis, no decurso da qual
fez anemia grave que motivou uma transfusdo de con-
centrado eritrocitdrio.

No segundo caso trata-se de uma crianga com 18
meses de idade, em que o doseamento foi efectuado no
contexto do diagnéstico diferencial de uma anemia
ligeira.

O estudo a nivel bioqufmico compreendeu:

a) doseamento enzimético, pelo método recomendado
pelo OMS!

b) mobilidade electroforética, efectuada em acetato de
celulose, tampao Tris-EDTA, pH-7,57

c) Teste citoquimico (teste de eluigdo da metahemo-
globina)!:8

No estudo a nivel genético, foi pesquisada directa-
mente a variante A- mais frequente na populagfio de raga
negra (202G>A /376 A>G), por PCR-RFLP (quadro I)
9,10,

O DNA genémico foi isolado, do sangue total, com o
Kit Qiamp Blood (cat. 29106 Quiagen inc., Chatsworth,
USA). Os exdes 4 e 5 foram amplificados por PCR
(Polimerase Chain Reaction), utilizando primers especi-
ficos (Quadro I). Os ampliGes assim obtidos foram sub-
metidos a uma reacgdo de restrigdo, utilizando as enzi-

mas apropriadas, nas condigbes de reac¢do recomen-
dadas pelo fabricante (New England Biolabs, Beverly,
USA). Os fragmentos assim obtidos foram separados em
gel de poliacrilamida a 8%, corados com Brometo de
Etidio e visualizados num transiluminador UV.

Foram ainda pesquisados quatro polimorfismos
intragénicos, igualmente por PCR-RFLP, usando os
primers ¢ as enzimas de restrigdo indicadas no
Quadro 11

RESULTADOS

CASO 1

No primeiro caso, encontramos uma actividade enzi-
mética de 23%, com uma banda tnica de mobilidade rdp-
ida na electroforese da enzima. No pai encontramos
resultados sobreponiveis (actividade enzimdtica de 24%
e mobilidade electroforética de 110%). Na mie encon-
tramos uma actividade enzimdtica de 108% com uma
banda dnica na electroforese de mobilidade normal. No
teste citoquimico ndo encontramos c€lulas deficientes. o
estudo genético mostrou homozigotia na paciente, hemi-
zigotia no pai e heterozigotia na mae, para as mutagoes
202 G>A/376 A>G (figural).

109 pb |

63 pb
46 pb !

Figura - Detecgdo da mutagdo 202 G>A no exdo 4 do gene da
G6PD. O individuo 2 apresenta o gene normal (109 pb), bem
como o gene mutado (corte de restrigdo originando bandas de
63 e 46 pb. Note-se que a fraca intensidade da banda de 46 pb
por vezes impossibilita a sua visualizagdo com brometo de
etidio).Os individuos 1 e 3 apresentam apenas o gene mutado.

Quadro I - Detecgdo da Variante A- (202G>A/376A>G) por PCR-RFLP

Mutagio Exdo Sense Primer Antisense Primer Enzima

de restricio
202G>A 4 5 .GTGGCTGTTCCGGGATGGCCTTCTG-3’ 3’-GTTTGTCTCACTCGGGAAGAAGTTC-5" Nia IIl
376A>~G 5 5’-TGGCCAGTACGATGATGCAG-3¥’ 3’-TGGCGGAGAAGATGGACCGG-5’ Fok 1
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Quadro Il - Determinagdo do Hapldtipo. Detecgdo dos quatro polimorfismos intragénicos por PCR-RFLP

Polimorfismo)  Exdo Sense Primer Antisense Primer Enzima

/ Intrdob! de restrigio
611C>G I-5 5’GCCAGATGTAAGGCTTGCCG 5" CGATGATGCGGTTCCAGCCT Pvu 11
1116G>A E-10 5° CACGTAGGGGTGCCCTTCAT 5" TCCTTCTCTGTAGGGCACCT Pst 1
1311C>~T E-11 5* ACGTGAAGCTCCCTGACGC 5' TGAAAATACGCCAGGCCTCG Bel 1
93T>C I-11 5* ACTTCGTGCGCAGGTGAGGC 5" GCTCGTCGCTGAGGGGACAT Nia 111

a) O mitmero refere-se a sequéncia do micleotideo do ¢DNA de cada exdo, ou de cada intrio

b) I- intrdo: E- exdo

CASO 2

No estudo a nivel bioquimico do segundo caso em que
ndo tivemos acesso ao pai, encontramos uma actividade
de G6PD de 18% na paciente, com uma banda tnica de
mobilidade rdpida na electroforese da enzima. Na mae
encontramos uma actividade enzimdtica de 51%, com
dupla banda na electroforese; uma de mobilidade normal
e outra de mobilidade rdpida de menor intensidade. O
estudo a nivel genético mostrou homozigotia na paciente
e heterozigotia na mée, para as mutacdes 202G--A
1376 A~>G (figura 2).

Mutagido
202 G->A

I 2

Figura 2- Detec¢do da mutagdo 202 G>A no exdo 4 do gene
da G6PD. O individuo 2 apresenta o gene normal (109 pb) e o
gene mutado (ver legenda da figura 1), o individuo 1 apresen-
ta apenas o gene mutado.

HAPLOTIPO

Em ambos os casos, encontramos homozigotia para 0s
polimorfismos intragénicos estudados (Quadro III). O
haplétipo encontrado ( + - + +) € 0 j4 anteriormente
descrito como associado a esta variante A- (202G>A
/376 A>G)!1.
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Quadro NI - Hapl(irip()“) encontrado nos dois casos e nos dois
cromossomas estudados

Inudio 5, Exdo 10, Exado ll, Intrdo |1,
611C>GP)1116G>AD) 1311C>TD) 937>CD)
Caso | ++ +/+ -/- ++
Caso 2 +/+ +/+ -/- +/+

a) No texto, o hapldtipo é referido com a sequéncia de 4 sinais +ou -,
indicando a presen¢a (+) ou auséncia (-) dos polimorfismos, pela
seguinte ordem: 1-5; E-10; E-11; 1-11 (I-intrdo; E- exdo)

b) O nimero refere-se a sequéncia do niicleotideo do ¢DNA de cada
exdo, ou de cada intrdo’?.

Quadro IV- Actividade de G6PD e percentagem de células defi-
cientes no teste citoquimico em heteroZigdticas para a variante A-

Caso®  Actividade de G6PD Teste citoquimico
(% do Normal) (% de células deficientes)
1 108 0
2 73 40
3 65 32
4 66 20
5 75 39
6 51 48
7 59 51

a) O caso 1 desta tabela é a mde do primeiro caso aqui descrito. Esta
¢é a dnica situagdo observada com uma actividade de G6PD normal, e
em que ndo foram encontradas células deficientes no teste citoguini-
co, mas que no entanto foi encontrado o alelo mutado.

COMENTARIOS

O défice de G6PD é uma doenca de hereditariedade
recessiva ligada ao cromossoma X!, incidindo como tal
a morbilidade fundamentalmente em individuos do sexo
masculino. Este facto ndo deverd no entanto excluir a
partida o diagnéstico no sexo feminino.

Efectivamente a alta prevaléncia do gene mutado em
determinadas dreas geogrdficas aliado ao facto da
capacidade reprodutora dos hemizigotos nédo estar afec-
tada, condiciona uma possibilidade real de homozigotia
no sexo feminino. A prevaléncia desta situagio na popu-
lac@o feminina Americana de etnia Africana estd calcula-
da em cerca de 1%, o que condiciona um nimero eleva-
do de mulheres afectadas!3.
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Outras situagoes susceptiveis de condicionar doenga
de hereditariedade recessiva ligada ao cromossoma X no
sexo feminino serdo; a presenca de um tinico cromosso-
ma (Sindroma de Turner) ou de uma delec¢do no cro-
mossoma nfo afectado primariamente. De referir ainda
outra possibilidade, condicionada pelo facto de numa
fase precoce da embrionogénese um dos cromossomas X
ser inactivado funcionalmente de forma aleatéria, con-
duzindo a nivel celular a um mosaicismo (Teoria de
Lyon). Em caso de heterozigotia uma inactivagdo
desiquilibrada no sentido da populagio deficitdria pode
originar expressdo de doenga!?.

A presenca de um desiquilibrio pode prejudicar o diag-
néstico a nivel bioquimico, tanto da condi¢do de hete-
rozigotia como de homozigotia, pelo que o estudo mole-
cular se pode tornar imprescindivel. Nos dois casos apre-
sentados a actividade e a electroforese da enzima, suge-
riam homozigotia para défice de G6PD. No entanto, no
primeiro caso o estudo bioquimico da mée ndo era sug-
estivo de heterozigotia e no segundo caso ndo tivemos
acesso ao pai. Somente o estudo a nivel genético foi con-
clusivo, provando de forma inequivoca homozigotia nas
duas criangas assim como heterozigotia na mae do
primeiro caso. O haplétipo encontrado permitiu-nos tam-
bém confirmar a andlise mutacional, dado que o hap-
I6tipo (+ - + +), foi encontrado em homozigotia em
ambas as criangas ¢ estd relacionado com esta Variante
A- (202G~A /376 A>-G)!1.

O quadro III mostra o estudo bioquimico da mée do
caso | comparativamente a outras seis portadoras obri-
gatérias para a variante A-. Esta € a unica situagdo em
que se verifica uma actividade enzimdtica normal aliada
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a uma auséncia de células deficientes. A explicagfio mais
plausivel que encontramos na literatura para esta dis-
crepancia € a presenca de um fendmeno de “lyonizagio”
desequilibrada no sentido da populagdo normal!-2,

BIBLIOGRAFIA

1. DACIE JV. LEWIS SM: Pratical Haematology. Edimburg. Churchil
Livingstone, 1991:195-225.

2. LUZZATTO L, NATHAM DG. OSKY FA: Hematology of infancy
and childhood. Philadelfia WB Sanders Company, 1993:674-695.

3. BEUTLER E: The Genetics of glucose-6-phosphate Deydrogenase
Deficiency. Sem Haematol 1990:27: 137-164.

4. BEUTLER E: Glucose-6-phosphate Deydrogenase: New perspec-
tives. Blood 1989: 73: 1397-1401.

5. BEUTLER E: Glucose-6-phosphate Deydrogenase. N Engl J Med
1991:324: 169-174.

6. MARTINS MC. OLIM G et al: Hereditary anaemias in Portugal: epi-
demiological public health significance and control.  J Med Genet
1993:30:235-239.

7. GIBLETT E. ANDERSON JE: Electrophoretic analyses of poly-
morphic red cell enzymes. In: Red cell Metabolism: Beutler E.
Churchill Livingstone, Edinburg. 1986:108-123.

8. COSTA E. RODRIGUES M. MARQUES L. BARBOT J: O teste de
eluigiio citoquimica na detecgdio de heterozigotas para défice de G6PD.
Nascer ¢ Crescer 1995:4:99-102.

9. BEUTLER E. KUHL W. VIVES-CORRONS JL. PRCHAL T
Molecular heterogeneity of Glucose-6-phosphate dehydrogenase A-.
Blood 1989:74: 2550-2555.

10. COSTA E, BARBOT J. COIMBRA E, PINHO L. JUSTICA B,
CABEDA JM: Défice de Glicose-6-fosfato desidrogenase em 10
familias residentes no norte de Portugal. Arguivos de Medicina
1997;11: 87-91.

11. XU W. WESTWOOD B et al: Glucose-6-phosphate dehydrogenase
mutations and haplotypes in various ethnic groups. Blood 1995: 85:
257-263.

12. CHEN EY, CHENG AL et al: Sequence of human glucose-6-phos-
phate dehydrogenase in plasmids and yeast artificial chromossomes.
Genomics 1991; 10: 792-800.

13. GELEHRTER TD, COLLINS FS: Principles of Medical Genetics.
Baltimore. Williams and Wilkins, 1990.



