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Resumo

A deficiéncia da glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é a anomalia enzimdtica mais
comum dos eritrdcitos. A diminuicdo da atividade do enzima nos eritrdcitos aumenta a
vulnerabilidade ao stress oxidativo causado por exposi¢ao a certos medicamentos ou a
produtos naturais, como é o caso dos presentes em certos alimentos, de que sdo
exemplo as favas. Entre as manifestagdes clinicas mais comuns desta condigado estao a

hemolise aguda, hemdlise crénica e ictericia neonatal.

A deficiéncia em G6PD é a deficiéncia enzimatica mais comum nos seres humanos, que
afeta 400 milhdes de pessoas em todo o mundo. Sabe-se que a prevaléncia global da
deficiéncia de G6PD se encontra geograficamente correlacionada com as dreas
endémicas em malaria, sendo maior na Africa Subsariana, Médio Oriente, Sudeste da
Asia, Europa Mediterranica e algumas areas da América Latina. E herdada como
doenca recessiva ligada ao cromossoma X. A deficiéncia de G6PD é polimérfica, com

mais de 300 variantes.

Foram estudados neste trabalho os determinantes da deficiéncia na G6PD, bem como
o0 seu impacto na saude, nomeadamente o efeito de agentes externos que
desencadeiam manifestacdes clinicas em portadores. Entre os farmacos descritos
como potenciadores de sintomas associados a esta deficiéncia destaca-se a
primaquina, um anti-maldrico. A hemodlise pode ser também desencadeada por
infecdes e por alguns farmacos com propriedades oxidativas como o acido
acetilsalicilico, a vitamina K, o cloranfenicol e outros antimalaricos. A relacdo entre a

deficiéncia da G6PD e malaria é também discutida.

Palavras-chave: G6PD, hemdlise, variantes, farmacos, eritrécito, malaria.



Abstract

Deficiency of glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) is the most common
enzymatic anomaly of erythrocytes. The reduction of the enzyme activity in
erythrocytes increases the vulnerability of the oxidative stress caused by exposure to
certain drugs or to natural products, such as those found in certain kinds of food, such
as fava beans. Among the most common clinical manifestations of this condition are

acute hemolysis, chronic hemolysis and newborn jaundice.

Deficiency in G6PD is the most common enzyme deficiency in humans, which affects
400 million people worldwide. It is known that the global pervasiveness of G6PD
deficiency is geographically correlated with endemic areas in malaria, being the
highest in Sub-Saharan Africa, Middle East, Southeast Asia, Mediterranean Europe and
some areas of Latin America. It is inherited as an X-linked recessive disease. G6PD

deficiency is polymorphic, with more than 300 variations.

In this work the determinants of G6PD deficiency were studied, as well as their impact
on health namely the effect of external agents that trigger clinical manifestations in
people. Among the described medicines that trigger symptoms associated to this
deficiency is primaquine, an antimalarial. Hemolysis can be triggered also by infections
and by some painkillers with oxidative properties such as acetylsalicylic acid, vitamin K,
chloramphenicol and other antimalarials. The relationship between G6PD deficiency

and malaria is also discussed.

Key words: G6PD, hemolysis, variations, medicines, erythrocyte, malaria.
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A deficiéncia no enzima Glicose-6-Fosfato Desidrogenase — Sensibilidade a farmacos

Introducao

O enzima glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) catalisa o primeiro passo na via dos
fosfatos de pentose, oxidando glicose-6-fosfato a 6-fosfogluconolactona e reduzindo

fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina (NADP*) a NADPH. O NADPH

-~

crucial na producdo de glutationa reduzida no citoplasma de eritrécitos de forma a

proteger a hemoglobina contra danos oxidativos. No caso de deficiéncia de G6PD, a

Q-

presenca de agentes oxidantes leva a oxidagao dos grupos sulfidrilo o que leva
agregacao de moléculas de hemoglobina, diminuindo assim a sua solubilidade, o que

causa hembolise.

A deficiéncia de G6PD é o defeito enzimatico humano mais comum e afeta mais de 400
milhdes de pessoas em todo o mundo. E um defeito genético hereditario ligado ao
cromossoma X, resultando em variantes de proteina com diferentes niveis de atividade
enzimdtica que estdo associados a uma ampla gama de fendtipos bioquimicos e
clinicos. As manifestagdes clinicas mais frequentes da deficiéncia de G6PD sdo ictericia
neonatal e anemia hemolitica aguda, frequentemente desencadeada por stress
oxidativo devido a infecdo e exposicdo a medicamentos e certos alimentos (por
exemplo, favas). Entre os farmacos descritos como potenciadores de sintomas
associados a esta deficiéncia destaca-se a primaquina, um anti-malarico, ndo sendo o
Unico farmaco que pode ter efeito hemolitico. A hemdélise pode ser desencadeada por
infecbes e por alguns farmacos com propriedades oxidativas como o acido

acetilsalicilico, a vitamina K, o cloranfenicol e outros antimalaricos.

A hereditariedade da deficiéncia de G6PD mostra um padrao tipicamente ligado ao
cromossoma X no qual sdo principalmente afetados os homens e as mulheres, caso

sejam heterozigotas, apresentam manifesta¢des clinicas menos graves.

A semelhanca entre as areas onde a deficiéncia de G6PD é comum e areas onde a
maldria causada por Plasmodium falciparum é endémica fornece evidéncia
circunstancial de que a deficiéncia de G6PD confere resisténcia contra a malaria. As
frequéncias mais elevadas s3o detetadas em Africa, na Asia, na regido do
Mediterraneo e no Médio Oriente devido a migracdes, no entanto, esta desordem

também é encontrada na América do Norte e do Sul e nos paises do norte da Europa.
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Capitulo 1 - Eritrocito

1.1. Eritrocito

Para que a hemoglobina esteja em contacto estreito com os tecidos e para o sucesso
das trocas gasosas, o eritrécito, com 8 um de didmetro, deve ser capaz de passar
repetidamente através dos capilares sanguineos, cujo diametro é 3,5 um, manter a
hemoglobina na forma reduzida (forma ferrosa) e manter o equilibrio osmético, apesar
da alta concentragdo de proteina (hemoglobina) na célula.

A viagem completa de um eritrécito, ao longo dos seus 120 dias de vida, foi calculada
em 480 Km.

Para executar tais funcoes, a célula é um disco biconcavo flexivel, com capacidade de
gerar energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP) pela via glicolitica anaerdbia
(Embden-Meyerhof) (figura 1.1) e gerar poder redutor, como dinucleétido de
nicotinamida e adenina na forma reduzida (NADH), por essa via, e como fosfato de
dinucledtido de nicotinamida e adenina na forma reduzida (NADPH) pela via dos

fosfatos de pentose (figura 1.2) (Hoffbrand et al., 2008).
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Figura 1.1 - Via glicolitica de Embden-Meyerhof (adaptado de RegisFrey [CC BY-SA 3.0
(http://creativecommons.org/licenses/by-sa/3.0]).
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Figura 1.2 — Ramo oxidativo da via dos fosfatos de pentose. A rota seguida por
organismos com enzimas bifuncionais é mostrada a vermelho, enquanto a rota seguida
por outros organismos com a via dos fosfatos de pentose funcional é mostrada a azul
(adaptado de Stover et al., 2011).



A deficiéncia no enzima Glicose-6-Fosfato Desidrogenase — Sensibilidade a farmacos

1.2. Metabolismo do eritrdcito

e Via de Embden-Meyerhof (Glicolise)

Nesta série de reagdes bioquimicas, a glicose do plasma, que entra no eritrécito por
difusdo facilitada, é metabolizada a lactato através da glicdlise anaerdbia. Por cada
molécula de glicose sdao geradas duas moléculas de ATP e, portanto, duas ligagdes
fosfato de alta energia. O ATP fornece energia para a manutencdo do volume, da
forma e da flexibilidade, bem como para as vias de biossintese da célula. O eritrdcito
tem pressdao osmotica cinco vezes superior a do plasma e uma fragilidade inerente da
membrana resulta num movimento continuo de Na* e K*. E necessdria uma bomba
ATPase de sddio na membrana que usa uma molécula de ATP para movimentar trés

i0es de sddio para fora e dois ides de potdssio para dentro da célula.

A via de Embden-Meyerhof também gera NADH necessario para que o enzima
metemoglobina-redutase reduza metemoglobina ndo funcional (hemoglobina
oxidada), que contém ido férrico (produzido pela oxidacdo de cerca de 3% da

hemoglobina por dia), para hemoglobina reduzida, funcionalmente ativa.

Esta via metabdlica esta relacionada, ainda, com a producdo de 2,3-DPG, que é gerado
no desvio de Rapaport-Luebering (figura 1.3). Este composto forma um complexo 1:1
com a hemoglobina, sendo importante na regulacdo da sua afinidade pelo oxigénio

(Hoffbrand et al., 2008).
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Figura 1.3 — Desvio de Rapaport-Luebering que regula a concentragao de 2,3-DPG no
eritrécito (adaptado de Hoffbrand et al., 2008).

e Ciclo de Rapaport-Luebering

No eritrdcito existe uma grande concentracdo de acido 2,3-bisfosfoglicérico que se
forma por um “desvio” da glicélise, o ciclo de Rapaport-Luebering, podendo-se formar
guer pela acdo de uma mutase sobre o acido 1,3-difosfoglicérico, quer pela acdo de
uma cinase sobre o acido 3-fosfoglicérico. Este acido possui um papel importante, visto
gue as suas cargas negativas interagem com cargas positivas das duas cadeias da
hemoglobina, diminuindo a afinidade da hemoglobina para com o oxigénio, e
consequentemente, facilitando a libertacdo do mesmo nos tecidos (Halpern et al.,

1997).

e Via dos fosfatos de pentose

Por ndo possuir mitocondria, o eritrécito é incapaz de obter energia a partir do ciclo de

Krebs. Desta forma, esta célula metaboliza 90% da glicose pela via anaerdbia de
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Embden-Meyerhof e 10% pela via dos fosfatos de pentose, na qual atua a glicose-6-
fosfato desidrogenase (G6PD, EC 1.1.1.49). Sendo assim, cerca de 10% das moléculas
de glicose-6-fosfato produzidas na glicdlise sdo desviadas para esta via oxidativa, na

qual sofrem conversdao em 6-fosfogliconato e em ribulose-5-fosfato.

Numa primeira etapa, conhecida como fase oxidativa, o 6-fosfato de D-glicose é
oxidado a 5-fosfato de ribulose, em duas reagées, com redugdo de duas moléculas de
NADP" a NADPH e libertacdo de uma molécula de CO..

Inicialmente o 6-fosfato de D-glicose é oxidado a 6-fosfato de D-gluconolactona com
formacdo de NADPH. Esta lactona é em seguida hidrolisada a 6-fosfogluconato pelo
enzima lactonase. Devido a instabilidade quimica desta lactona, a rea¢do ocorre
também por via ndo enzimatica.

O 6-fosfogluconato sofre finalmente uma descarboxilacdo oxidativa a 5-fosfato de D-
ribulose por acdo do enzima 6-fosfogluconato desidrogenase, libertando-se CO, e

ocorrendo reducdo do NADP" a NADPH (figura 1.4).

6-fosfato de D-glicose

Glicose-6-fosfato- L~ MADF
\“"‘"P

desidrogenase ! NADPH

6-fosfato de D-gluconolactona

E

6-fosfogluconolactonase

r

6-fosfogluconato

T MADF
6-fosfogluconato :
NADPH

oo,

desidrogenase

5-fosfato de D-ribulose

Figura 1.4 — Fase oxidativa da via dos fosfatos de pentose (adaptado Halpern et al.,
2008).

Nesta fase inicial cumprem-se duas das principais funcdes da via dos fosfatos de
pentose. A primeira funcdo é a geracao de potencial redutor, na forma de NADPH,
utilizado como cofactor em reagdes catalisadas pelo enzima glutationa redutase bem

como nas reacbes de destoxificacdo catalisadas pela superfamilia dos Citocromos

7
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P450. A segunda funcdo, o metabolismo de pentoses, em particular, na formacdo de 5-

fosfato de D-ribose, essencial na sintese de acidos nucleicos.

A segunda fase desta via inicia-se com a formag¢ao de uma mistura de isémeros do 5-
fosfato de D-ribulose, na presenga dos enzimas fosfopentose isomerase e fosfopentose
epimerase que levam a formacdo de 5-fosfato de D-xilulose e 5-fosfato de D-ribose,
respetivamente. Por acdo do transcetolase, o 5-fosfato de D-ribose e o 5-fosfato de D-
ribulose originam 3-fosfato de D-gliceraldeido e 7-fosfato de sedo-heptulose. Estes
dois ésteres de fosfato com trés e sete atomos de carbono formam em seguida 4-
fosfato de D-eritrose e 6-fosfato de D-frutose por acdo do transaldolase. Finalmente, o
transcetolase pode ainda catalisar a formacdo de 3-fosfato de D-gliceraldeido e 6-
fosfato de D-frutose a partir de 4-fosfato de D-eritrose e 5-fosfato de D-xilulose (figura

1.5) (Halpern et al., 2008).

5-fosfato de D-ribulose

5-fasfata de Dorlbuloss f-fosfato de D-ribulose
aplmeragg isomerase

5-fosfato de D- 5-fosfato de D-ribose
xilulose

3-fosfato de D-
gliceraldeido

7-fosfato de D-sedo-heptulose

Transcatolase

Transaldolase

4-fosfato de D-
eritrose

NS

Figura 1.5 — Fase ndo oxidativa da via dos fosfatos de pentose (adaptado de Cordeiro e
Silva, 2008).

6-fosfato de D-frutose
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e Enzimas davia

A G6PD catalisa a oxidacdo do 6-fosfato de D-glicose a 6-fosfogluconolactona, com
redu¢do do NADP* a NADPH. O carbono aldeidico (C1) é oxidado a &cido carboxilico. O
enzima é especifico relativamente a estes substratos.

O enzima 6-fosfogluconolactonase é também conhecido simplesmente como
lactonase, tem como funcdo catalisar a hidrélise de uma ligacdo éster, levando a
formacgao de 6-fosfogluconato a partir do 6-fosfato de D-gluconolactona. Trata-se de
uma reagao que ocorre espontaneamente em organismos que ndao possuem este
enzima.

O enzima 6-fosfogluconato desidrogenase catalisa a oxidacdo do 6-fosfogluconato a 5-
fosfato de D-ribulose através da formacdo de uma cetona (oxidacdo do hidroxilo em C3
com descarboxilagdo em C1). Assim forma-se CO, e ocorre reducdo do NADP' a
NADPH.

O enzima 5-fosfato de D-ribulose epimerase catalisa a formacado de 5-fosfato de D-
xilulose, enquanto o 5-fosfato de D-ribulose isomerase catalisa a formagdo de 5-
fosfato de D-ribose. Estas reagdes encontram-se praticamente em equilibrio em
condigdes fisioldgicas, ocorrendo a produgao de uma mistura de isémeros e 5-fosfato
de pentose, que podem reagir entre si ou com outros intermediarios da via. O
mecanismo de reacao apresenta semelhangas com o da reac¢do catalisada por fosfato
de triose isomerase, uma vez que no centro das possibilidades reacionais de 2-
hidroxicarbonilos se encontra a forma¢dao da forma endlica comum. Em termos de
especificidade, a posicdo do grupo fosfato ndo parece ser relevante. Deve ser
considerada a possibilidade de ocorréncia de uma eliminagao irreversivel do fosfato,
com formacdo de 2-oxoaldeidos. Muito provavelmente estas reacdes ocorrerdo
também espontaneamente através da via ndo enzimatica.

Por ultimo, referem-se os dois enzimas responsdveis pela ndo linearidade e sucessivas
bifurcacGes e combinacdes de metabolitos da via dos fosfatos de pentose, o
transcetolase e o transaldolase. Estes enzimas catalisam, respetivamente, reacdes de

transferéncia de fragmentos com dois ou trés atomos de carbono.
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O enzima transcetolase transfere um grupo glicolaldeido do 5-fosfato de D-xilulose
para o C1 de diversos aceitadores que tenham em comum um aldeido terminal. Desta
forma leva a formacao de 7-fosfato de D-sedo-heptulose por transferéncia do grupo
glicolaldeido do 5-fosfato de D-xilulose para o 5-fosfato de D-ribose e a formacgao de 6-
fosfato de D-frutose por transferéncia deste grupo do 5-fosfato de D-xilulose para o 4-
fosfato de D-eritrose. Em qualquer uma destas reagdes forma-se também 3-fosfato de
D-gliceraldeido. Esta molécula em C3 provém do 5-fosfato de D-xilulose.

O enzima transaldolase catalisa a transferéncia de um residuo de di-hidroxiacetona do
7-fosfato de D-sedo-heptulose para o 3-fosfato de D-gliceraldeido, formando 4-fosfato
de D-eritrose e 6-fosfato de D-frutose. Trata-se de uma rea¢dao de condensagao

alddlica muito semelhante a catalisada pela aldolase na glicdlise.

Uma das principais carateristicas desta via é a sua adaptabilidade as diferentes
necessidades da célula. A via pode operar através da sua seccdo linear e com a
formagdo de 3-fosfato de D-gliceraldeido e 6-fosfato de D-frutose, oxidando o 6-
fosfato de D-glucose e com producdao de NADPH. A via pode, em alternativa, produzir
essencialmente fosfatos de pentose com vista a biossintese de nucleétidos ou pode

metabolizar diferentes pentoses de origem exdgena.

Dada a sua importancia em processos metabdlicos tdo dispares mas essenciais a
sobrevivéncia das células em situacOes de stress oxidativo ou a sua divisdo, a via
oferece excelentes possibilidades na identificacdo de potenciais alvos terapéuticos. De
salientar ainda a forte possibilidade de diversas rea¢des ndo enzimaticas, algumas das
quais dispensando a necessidade da existéncia de enzimas como o lactonase,
fosfopentose isomerase e fosfopentose epimerase, e ainda a possibilidade de
formacao de metabolitos reativos como 2-oxoaldeidos, com um nimero de dtomos de

carbono superior a trés (Halpern et al., 2008).

1.3. Membrana do eritrdcito

A membrana do eritrécito compreende uma dupla camada lipidica, proteinas integrais

e periféricas da membrana e um esqueleto da membrana. Cerca de 50% da membrana
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compoe-se de proteina, 20% de fosfolipidos, 20% de colesterol e 10% de glicidos. Os
glicidos sé existem na superficie externa, enquanto as proteinas sdo periféricas ou

integrais, penetrando na dupla camada lipidica (figura 1.6).

Proteina banda 3 Glicoforina B

Fosfolipido da

membrana Glicoforina C

Colesterol Anquirina

Interacao vertical
@
O -
O

Tropomiosina '

a-espectrina  Citoesqueleto B-espectrina

-
- o

Interacao horizontal

Figura 1.6 - Estrutura da membrana do eritrécito. Algumas das proteinas penetrantes e
integrais contém antigénios glicosilados; outros antigénios sdo ligados diretamente na
camada lipidica (adaptado de Hoffbrand et al., 2008).

O esqueleto da membrana é formado por proteinas estruturais que incluem a e B
espectrina, anquirina, proteina 4.1 e actina. Essas proteinas formam uma rede
horizontal no lado interno do eritrdcito e sdo importantes na manutencdo da forma
biconcava. A espectrina é a mais abundante e consiste em duas cadeias, a e B,
enroladas uma a outra para formar heterodimeros que se associam cabeca-a-cabeca
para formar tetrameros, os quais, por sua vez, sdo ligados na extremidade caudal com
actina e conectados a proteina banda 4.1. Na outra extremidade, as cadeias de a-
espectrina ligam-se a anquirina, que se conecta na banda 3, proteina transmembranar
que age como canal idnico (“conexdes verticais”) (figura 1.6). A proteina 4.2 intensifica

essa interacdo (Hoffbrand et al., 2008).
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1.4. Destruiciao normal dos eritrocitos

Em geral a destruicdo dos eritrécitos ocorre depois de uma sobrevivéncia média de
120 dias. Apds este periodo as células sdo removidas extravascularmente pelos
macréfagos do sistema reticuloendotelial (RE), em especial na medula éssea, mas
também no figado e no bago.

As cadeias de globina sdao degradadas em aminoacidos que sdo reutilizados para

sintese geral de proteinas no organismo.

As haptoglobinas sdo proteinas presentes no plasma e sdo capazes de ligar
hemoglobina. O complexo haptoglobina-hemoglobina é removido do plasma pelo
sistema RE. A hemodlise intravascular (destruicdo de eritrécitos dentro dos vasos
sanguineos) desempenha um pequeno papel ou mesmo um papel nulo na destruicao

normal dos eritrécitos.

Como os eritrécitos ndo tém nucleo, o seu metabolismo deteriora-se gradualmente a
medida que os enzimas sdo degradados e ndo sdo repostos, tornando-os invidveis. O
catabolismo do heme dos eritrécitos liberta ferro para recirculagdo, via transferrina
plasmdtica, para os eritroblastos da medula &éssea e protoporfirina, a qual é
transformada em bilirrubina. Esta é conjugada, no figado, com acido glucurdnico,
sendo o0s conjugados excretados no intestino via bilis e convertidos em
estercobilinogénio e estercobilina (excretados nas fezes). O estercobilinogénio e a
estercobilina sdo parcialmente reabsorvidos e excretados na urina como

urobilinogénio e urobilina, respetivamente.

1.5. Introducgio as anemias hemoliticas

Anemias hemoliticas sdo anemias resultantes do aumento do ritmo de destruicdo dos
eritrocitos. Devido a hiperplasia eritropoiética e a expansdo da medula dssea, a
destruicdo de eritrécitos pode aumentar muitas vezes antes que o doente fique
anémico, o que carateriza a doenca hemolitica compensada. A medula dssea normal

do adulto, depois de expansao total, é capaz de produzir eritrécitos num ritmo até 6 a
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8 vezes maior do que o normal. Isso causa grande reticulocitose, particularmente em
doentes mais anémicos. A anemia hemolitica pode nao ser observada até que a

sobrevida eritrocitdria seja inferior a 30 dias (Hoffbrand et al., 2008).
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Capitulo 2 - Enzimas

2.1. Carateristicas

Todos os enzimas sdo proteinas exceto um pequeno grupo de moléculas de RNA
cataliticas. A atividade catalitica depende da integridade das suas conformacodes
nativas. Se um enzima for desnaturado ou dissociado nas suas subunidades,
geralmente perde-se a sua atividade catalitica. Se um enzima for degradado até aos
aminodacidos que o compdem, a atividade catalitica é sempre destruida. Desta forma,
as estruturas proteicas primaria, secunddria, terciaria e quaternaria dos enzimas sdo

essenciais para a atividade catalitica.

Os enzimas, assim como as outras proteinas, tém pesos moleculares variando de cerca
de 12.000 a mais de um milhdo dalton (Da). Alguns enzimas ndao necessitam de outros
grupos quimicos além dos seus préprios residuos de aminoacidos. Outros necessitam
de um componente quimico adicional denominado cofactor, que pode ser um ou mais
iBes inorganicos como Fe*, Mg*, Mn* ou Zn* ou uma molécula orgénica ou
metalorganica complexa, denominada coenzima. Os coenzimas agem como
transportadores transitorios de grupos funcionais especificos. A maioria deles é
derivada das vitaminas, nutrientes organicos cuja presenca na dieta é necessaria em
pequenas quantidades. Alguns enzimas necessitam tanto de um coenzima quanto de
um ou mais ides metdlicos para terem atividade. Um coenzima ou um ido metdlico que
se ligue muito firmemente, ou mesmo covalentemente, a um enzima é denominado
grupo prostético. Um enzima completo, cataliticamente ativo junto com o seu
coenzima e/ou ides metdlicos, é denominado holoenzima. A parte proteica de um
desses enzimas é denominada apoenzima ou apoproteina. Finalmente, alguns enzimas
sdao modificados covalentemente por fosforilacdo, glicosilacdo e outros processos.
Muitas dessas modificacbes estdo envolvidas na regulacdo da atividade enzimatica

(Nelson e Cox, 2014).

Os enzimas sao proteinas com fungoes cataliticas, isto €, aumentam a velocidade com
gue se atinge o estado de equilibrio da reacdo, porém nao afetam esse estado. O

enrolamento espontaneo de uma ou mais cadeias polipeptidicas que constituem um
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enzima resulta na sua estrutura tridimensional nativa, permitindo uma elevada

eficiéncia e especificidade.

Os enzimas exibem um numero de propriedades notaveis em comparagdo com outros
tipos de catalisadores. Os trés mais importantes sdo a sua alta poténcia catalitica, a sua
especificidade e possibilidade da sua atividade catalitica poder ser regulada por uma

variedade de compostos que ocorrem naturalmente.

e Poder catalitico

Como catalisadores, os enzimas sdo eficazes em quantidades minimas (em relacdo as
concentracdes dos reagentes) e permanecem inalterados apds a libertagdo de
produtos. As reacdes enzimaticas ocorrem a velocidades 10%-10*'vezes superiores as
das correspondentes reagbes na auséncia de enzima. Nao ha muitos exemplos em que
pode ser feita uma comparagao direta entre as taxas de uma reagdo catalisada por
enzimas e uma reacao que ocorra sob condi¢des similares de temperatura, pH, mas na
auséncia de enzima. Tal acontece porque na auséncia de um enzima as taxas podem
ser demasiado baixas para serem medidas facilmente. As condi¢cbes 6timas para a
catdlise enzimdtica sdo normalmente temperaturas moderadas e valores de pH
proximos da neutralidade, apesar dos enzimas de algumas arqueobactérias

funcionarem sob condi¢Bes mais extremas.

o Especificidade

Os enzimas apresentam especificidade face aos reagentes (designados por substratos).
Essa especificidade pode ser para um grupo de substratos com estruturas semelhantes
ou para um unico substrato. No entanto, alguns enzimas sé catalisam rea¢des em que
o reagente é um isdmero de determinada entidade molecular, designando-se essa

caracteristica por estereospecificidade.

A maioria dos enzimas sdo altamente especificos, tanto na natureza dos substratos
gue utilizam como também na reacdo que catalisam. A gama de especificidade varia
entre enzimas. Uma baixa especificidade é usualmente encontrada em enzimas de
degradacdo, mas s6 muito raramente observada em enzimas biossintéticos (Price et

al., 1999).
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e Regulagao

A atividade catalitica dos enzimas pode ser regulada pela interagdao com moléculas ou

ides de pequena dimensdo ou por pequenas modificacdes covalentes da sua estrutura.

Quando integradas em vias metabdlicas, algumas reacdes enzimaticas podem exercer
a funcdo de pontos de controlo da sua velocidade. O metabolismo é regulado por
diversos fatores que incluem variagdes da concentragdo de enzima ativo, de substratos
disponiveis e de inibidores de atividade enzimatica. Os enzimas regulados s3ao, em
geral, moléculas complexas e de grandes dimensdes, frequentemente oligdmeros com
subunidades e diferentes centros de ligacdo, ndo sé aos substratos, mas também a
efetores, moléculas (ligandos) que ao interatuarem com o enzima num local especifico

de ligacdo provocam uma modificacdo da atividade enzimdatica (Halpern et al., 2008).

2.2. C(lassificacao e numero de codigo

A designacdo sistemdtica de um enzima deve ser sempre acompanhada, quando este é
mencionado pela primeira vez num texto, do nimero de cddigo e da origem. Este
numero de cédigo, antecedido por EC (Enzyme Commission), contém quatro
elementos com o seguinte significado: o primeiro nimero refere-se a uma das seis
classes de reagdes catalisadas; o segundo nimero e o terceiro indicam a subclasse e a
subsubclasse; o quarto é o numero de série na respetiva subsubclasse. As classes de
enzimas sdo: 1) Oxidoredutases — reacdes de oxidacdo-reducdo; 2) Transferases —
reacOes de transferéncia de grupos; 3) Hidrolases — rea¢des de hidrdlise; 4) Liases —
reacOes de adicdo a ligacdoes duplas; 5) Isomerases — reacdes de isomeriza¢do; 6)
Ligases (sintetases) — reacdes de formacdo de ligacSes acopladas a hidrdlise de uma
ligacdo pirofosfato num composto com elevada energia de Gibbs (Halpern et al., 1997).
O enzima G6PD pertence a uma classe designada oxidorredutase. Esta classe inclui os
enzimas que catalisam oxirreducgdes. Catalisam reagdes do tipo: AH, + B—> BH, + A. O
substrato oxidado é considerado dador de hidrogénio ou de eletrdes. A classificacdo

baseia-se no esquema “dador:aceitador-oxidorredutase”.
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Sempre que possivel o nome recomendado é desidrogenase. No entanto, em
alternativa, pode ser utilizada a designa¢ao “aceitador-redutase”. Oxidase emprega-se

apenas nos casos em que o aceitador é o O,.

O aceitador, que determina as sub-subclasses em cada subclasse (exceto nos casos em
que atuam sobre um sé dador, com incorporagao de oxigénio molecular (oxigenases) e
em que atuam sobre radicais superéxido como aceitador), pode ser: NAD* ou NADP?,
NADH ou NADPH, outros grupos azotados, um citocromo, oxigénio, um composto

dissulfurado, uma quinona, uma proteina de ferro-enxofre e outros (Campos, 2005).

2.3. Regulacao por controlo da concentracao de enzima presente na
célula

A atividade de um enzima (ou de uma proteina) pode ser regulada por controlo da sua
concentracdo e tempo médio de vida. Este controlo pode ser exercido ao nivel do gene
que o codifica, controlando a transcri¢do, por exemplo, pela poténcia de um promotor
ou pela acdo de um fator de transcricdo (ativador ou repressor). Apds a transcricao, a
concentracdo de RNA mensageiro (mRNA) pode ainda ser controlada variando a sua

velocidade de degradacdo.

Ao nivel da proteina, a sua concentracdao depende do tempo médio de vida, que por

sua vez depende da sua velocidade de degradacao.

As proteinas contém sinais que determinam o seu tempo médio de vida. Assim,
enzimas diferentes tém tempos médios de vida diferentes, que vao de alguns minutos
a varios dias, dependendo ndo sé da estabilidade estrutural da molécula de proteina,
mas também de carateristicas especificas do sistema que a célula dispde para a
degradacdo (envolvendo muitas vezes a identificacdo de sequéncias e/ou outras
carateristicas estruturais). A estabilidade no meio extracelular é também variavel e
depende da estabilidade intrinseca do enrolamento da proteina e da presenca ou ndo
de proteases. As proteinas com tempo médio de vida mais curto sdo em geral

proteinas com func¢do reguladora como é o caso de certos enzimas em vias
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metabdlicas sendo que a sua degradacdo rapida permite que a sua concentragdo varie

rapidamente em resposta a determinado estimulo exterior (Freire et al., 2008).

2.4. Regulacao alostérica

Alguns enzimas celulares sdo alostéricos, isto é, possuem um sitio de ligacdo alostérico.
Um sitio de ligacdo alostérico corresponde a um sitio regulatério no qual se ligam
compostos quimicos chamados de moduladores alostéricos. A ligacdo dos
moduladores no sitio alostérico afeta profundamente a atividade enzimatica, a qual
pode ser aumentada ou diminuida. Quando a ligacdo do modulador promove um
aumento da atividade enzimdtica é chamado de modulador alostérico positivo e
quando a ligacdo do modulador promove uma diminui¢cdo da atividade enzimatica é

chamado de modulador alostérico negativo (Malheiros, 2006).

2.5. Envelhecimento e espécies reativas

O processo exato de envelhecimento ainda ndo é bem compreendido, mas muitas
evidéncias suportam que estd associado com a producdo excessiva de radicais livres na
forma de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de azoto (RNS) ao
longo da vida. Os eritrdcitos estdo equipados com um sistema de defesa antioxidante
qgue inclui antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos. Quando os antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos do organismo sdo incapazes de eliminar os radicais
livres, o excesso de ROS / RNS pode conduzir a danos em proteinas, lipidos e acidos

nucleicos.

O sistema de protecdo constituido por antioxidantes enzimaticos inclui a superéxido
dismutase (SOD), que destoxifica o radical superdxido (O,"), a catalase (CAT), que esta
envolvida na conversdao de H,0, em H,0 e outros antioxidantes enzimaticos, como a
glutationa redutase (GR), a glutationa peroxidase (GPx) e a glutationa S -transferases
(GSTs). Os dois enzimas compartilhados na destoxificacdo de H,0, sdo CAT e GPx, mas

a sua significancia relativa na eliminacdo de H,0, ainda nao estd clara.
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GST estdo envolvidas em varias funcgdes biolégicas em mamiferos que incluem a
destoxificagdo de substancias toxicas, catalise de varios processos bioldgicos, varias
fungdes associadas com o metabolismo e resisténcia a farmacos. Incluem diferentes
classes de enzimas que desempenham um papel muito importante na conversao de
compostos potencialmente perigosos em compostos menos toxicos. As GSTs também
desempenham um papel significativo no desenvolvimento de resisténcias a farmacos
em células tumorais, na doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e aterosclerose.
GST estdo envolvidas em varias fungbes bioldgicas em mamiferos que incluem a
destoxificacdo de substancias tdxicas, catalise de varios processos bioldgicos, varias

func¢des associadas com o metabolismo e resisténcia a farmacos (Maurya, 2015).

Os antioxidantes ndao-enzimaticos incluem compostos de baixo peso molecular, tais
como vitaminas (vitaminas C e E), B-caroteno, dcido Urico e a glutationa (GSH), um

tripéptido que compreende um grupo tiol (sulfidrilo).

A vitamina C (acido ascérbico) sendo hidrossoluvel fornece capacidade antioxidante a
nivel intracelular e extracelular em fase aquosa, principalmente através da eliminacao
de radicais livres de oxigénio. Um exemplo disso é a conversdo dos radicais livres de

vitamina E em vitamina E. Os seus niveis plasmaticos diminuem com a idade.

Dado que os eritrocitos ndo possuem nucleo e outros organelos (por exemplo
mitocéndrias), a via dos fosfatos de pentose torna-se a sua Unica forma de produzir
NADPH. Como resultado, em comparacdo com células normais com nucleo, os
eritrocitos parecem ser mais sensiveis ao stress oxidativo e a eriptose, o processo de
morte celular programada, pode ser mais facilmente induzida. Além disso, como a
eriptose excessiva é suscetivel de causar doencas como a anemia, diabetes mellitus,
insuficiéncia renal e sindrome hemolitico-urémico, o desenvolvimento de potenciais
tratamentos torna-se cada vez mais urgente. Demonstrou-se que doses farmacoldgicas
de vitamina C aliviam a hemodlise nos doentes que apresentam deficiéncia em G6PD

(Rees et al., 1993).

Tal acontecimento pode ser explicado pelo facto de que a vitamina C pode promover a
formacdo de NAPDH através do reforco das capacidades de reducdo da

metemoglobina redutase dependente de NAPDH. A capacidade anti-oxidante da
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vitamina C ndo pode ser ignorada, embora a sua concentracdo de acdo seja muito
superior a concentragao natural. Sendo assim, a vitamina C pode eliminar o excesso de
radicais livres de oxigénio decorrentes da deficiéncia de G6PD ou danos induzidos pelo
peréxido de hidrogénio. Além disso, a vitamina C também poderia ajudar na

reciclagem de vitamina E oxidada de forma indireta.

No entanto, é inegavel que uma sobredosagem de vitamina C também podera
contribuir para um agravamento da hemdlise dos eritréocitos com deficiéncia em G6PD,
ocorréncia que recomenda precaucdo no uso de vitamina C em portadores da
deficiéncia em G6PD, estando ainda por esclarecer os mecanismos por detras desta

aparente contradicdo (Huang et al., 2014).

Embora alguns estudos tenham demonstrado os efeitos de H,0, e vitamina C na
eriptose entre amostras com deficiéncia de G6PD ou atividade normal de G6PD in
vitro, os resultados tém ainda de ser confirmados in vivo. Finalmente, sdo ainda
necessarias tecnologias mais especificas e precisas para qualificar e quantificar o

processo de eriptose (Shan et al., 2016).

A vitamina E lipidica (a-tocoferol) é concentrada no interior hidrofobo da membrana
celular e é a principal defesa contra as lesdes induzidas por oxidantes da membrana. A
vitamina E doa eletrbes ao radical peroxil, que é produzido durante a peroxidacao
lipidica. O a-tocoferol é a forma mais ativa de vitamina E e o principal antioxidante
ligado a membrana celular. A vitamina E desencadeia a apoptose das células

cancerosas e inibe a formacdo de radicais livres.

A glutationa reduzida (GSH) é altamente abundante em todos os compartimentos
celulares e é o principal antioxidante sollvel. A razao entre as formas reduzida e
oxidada (GSH/GSSG) é um dos principais determinantes do stress oxidativo. A GSH
mostra os seus efeitos antioxidantes de varias maneiras. E essencial na destoxificaco
do perdxido de hidrogénio e perdxidos lipidicos por acdo de GPx. A GSH doa os seus
eletrées ao H,0, reduzindo-o a H,O e 0,. A GSSG é novamente reduzida a GSH pela
GSH redutase que usa NAD(P)H como o doador de eletrdes. A GPx também sdo
importantes para proteger a membrana celular da peroxidacdo lipidica. A glutationa

reduzida doa protdes aos lipidos da membrana e protege-os de ataques de oxidantes.
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A GSH é um cofator de varios enzimas destoxificantes, tais como GPx e GST. Tem um
papel na conversdao de vitamina C e E de volta para as suas formas ativas. A GSH
protege as células contra a apoptose interagindo com vias de sinalizacdo pro-
apoptoticas e anti-apoptéticas. Ela também regula e ativa varios fatores de transcrigao,

como AP-1, NF-kB e Sp-1.

Carotendides (B-caroteno) sdo pigmentos encontrados em plantas. Primariamente
verificou-se que o B-caroteno reage com radicais peroxilo (ROO’), hidroxilo (OHY) e
superéxido (0,7). Os carotendides mostram os seus efeitos antioxidantes a baixa
pressdo parcial de oxigénio mas podem ter efeitos pré-oxidantes com maiores
concentragdes de oxigénio. Ambos os carotendides e acido retindico (RA) sdo capazes
de regular fatores de transcricdo. O B-caroteno inibe a activacdo, induzida por
oxidantes, do fator de transcricdo NF-kB e interleucina-6 (IL-6) e a producado de fator-a
de necrose tumoral. Os carotendides também afetam a apoptose de células. Varios
estudos tém demonstrado os efeitos antiproliferativos de RA. Este efeito do RA é
mediado principalmente por recetores do acido retindico e variam entre os tipos de
células. Em células de carcinoma da mama, o recetor de acido retindico mostrou
provocar a inibicdo do crescimento por inducdo de paragem do ciclo celular, apoptose

ou ambos (Birben et al., 2012).

2.6. Glutationa

O tripéptido L-y-glutamil-L-cisteinil-L-glicina, designado também por glutationa, foi
descoberto por Rey-Pailhade, em 1888. Tratava-se de um composto presente no
extrato de levedura, capaz de reduzir o enxofre a temperatura ambiente. Devido a sua
afinidade para o enxofre foi denominado Philothion. Apenas em 1921, Hopkins
concluiu que se tratava de um péptido contendo glutamato ligado a um composto de
enxofre e prop0s, provisoriamente, a designacao Glutathione (péptido com glutamato,
idéntico ao Philothion). Encontra-se em todos os seres vivos, embora nos
tripanossomatideos seja funcionalmente substituido por um analogo, a tripanotiona
[N? N&-bis(glutationil-espermidina)]. A designacdo glutationa permanece até hoje

(figura 2.1) (Cordeiro e Silva, 2008).
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SH
O~ NH, tH, 2
\/c-cH-CHz-CHZ-(l,l‘-NH-CH-g-NH-CHZ-C\
HO 0 o) OH
y-glutamato Cisteiﬁa l GIiciﬁa

Figura 2.1 — Estrutura da glutationa (adaptado de Lu, 2009).

2.7. O papel da glutationa no equilibrio redox

Uma das principais fun¢des da via dos fosfatos de pentose é a geracao de NADPH. Na
reacdo catalisada pelo enzima glutationa redutase, o NADPH permite regenerar a
glutationa na sua forma reduzida, GSH (GSSG + NADPH + H*— 2 GSH + NADP"), sendo
utilizada pelas células na defesa antioxidante, no metabolismo de xenobidticos e em

reacoes de regulacao (figura 2.2) (Cordeiro e Silva, 2008).

ROOH Glutationa ROH + 2 H,0

peroxidase

2 GSH Glutationa GSSG

redutase

NADP* NADPH + H*

\___/

[

Via dos fosfatos de pentose

Figura 2.2 — Ciclo redox da glutationa (adaptado de Halpern et al., 2008).

Qualquer deficiéncia na producdo de NADPH pode ter consequéncias graves na

capacidade de resposta das células ao stress oxidativo (Halpern et al., 2008).
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A glutationa possui uma relevante importancia em todas as células para a preservacao
dos grupos sulfidrilo em numerosas proteinas e para a prevengao de danos oxidativos
em geral. Este enzima possui uma ligacdo covalente a um atomo de selénio, na forma
de selenocisteina, essencial para a sua atividade. O papel da glutationa é
particularmente crucial nos eritrécitos, porque sdo transportadores de oxigénio por
exceléncia. Desta forma tém incorporado um perigo de dano por radicais de oxigénio
gue sdo originados continuamente no decurso da formacdo de meta-hemoglobina. Os
radicais de oxigénio, altamente reativos, decompdem-se espontaneamente ou sdo
convertidos em perodxido de hidrogénio (H,0,). A destoxificacdo do H,0, por conversao
em agua (H,0) é efetivada pela glutationa peroxidase (GPx): uma molécula de

glutationa (GSH) é oxidada para GSSG por cada molécula de H,0, destoxificada (figura

AYAYAVANE
PAVANVAW

Figura 2.3 - Reacgles catalisadas por G6PD, GR, GP, CAT e SOD (adaptado de Hisar et al.,
2012).

2.8. Sintese da glutationa

A glutationa é o tiol de baixo peso molecular mais abundante a nivel celular,
localizando-se maioritariamente no citoplasma. A sua sintese a partir do glutamato,
cisteina e glicina é catalisada sequencialmente por dois enzimas citoplasmaticos, a
glutamato-cisteina ligase, também conhecido por y-glutamil-cisteina sintetase e a

glutationa sintetase.
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O primeiro, o enzima y-glutamil-cisteina sintetase catalisa a reacdo de ligacdo do L-
glutamato a L-cisteina através da ativacao pelo ATP do grupo y-carboxilo do glutamato,
formando um intermediario fosfato de acilo, permitindo a ligacdo do grupo a-amina da
cisteina. A glutationa sintetase catalisa a ativa¢cdo do grupo a-carboxilo da cisteina pelo
ATP, formando um fosfato de acilo, e a posterior ligacdo da glicina, formando-se

glutationa (figura 2.4) (Halpern et al., 2008).

Cisteina ATP  ADP+Pj Glicina ATP  ADP+Pi
Glutamato% y-glutamil-cisteina A Glutationa
Glutamato-cisteina Glutationasintetase

ligase

Figura 2.4 — Biossintese da glutationa (adaptado de Halpern et al., 2008).

O quociente [GSH]:[GSSG], utilizado como um indicador do estado redox das células, é
superior a 10 em condi¢des fisiolégicas normais. Em vdrios modelos de stress
oxidativo a razdo GSH:GSSG pode descer até valores de 1:1 (Zitka et al., 2012). Este
quociente é dependente da velocidade de remocdo do H,0, catalisada pelos GSH
peroxidases e da velocidade de reducdo do GSSG pelo NADPH catalisada pelo GSSG
redutase. No entanto, os GSH peroxidases nao sdao especificos para o H,0,, uma vez

gue também catalisam a reducdo de outros hidroperdxidos pelo GSH (Gracio, 2011).

O par redox GSH/GSSG é provavelmente o principal determinante da capacidade
antioxidante das células, sendo o seu valor afetado por outros pares redox, como o
NADPH/NADP* e tiorredoxinaeg/tiorredoxinas. E fundamental a existéncia de
glutationa reduzida disponivel nas células sendo vital que a producdo de NADPH da via

dos fosfatos de pentose ndo sofra alteracdes (Halpern et al., 2008).

2.9. Fungoes da glutationa nas células

A glutationa desempenha um papel fundamental na defesa antioxidante da célula,

sendo importante para inUmeras fungdes celulares como na regulacdo de vias

24



A deficiéncia no enzima Glicose-6-Fosfato Desidrogenase — Sensibilidade a farmacos

metabdlicas essenciais. As diferentes fungbes da glutationa encontram-se descritas na

tabela 2.1 (Halpern et al., 2008).

Tabela 2.1 — Fungdes celulares da glutationa (adaptado de Halpern et al., 2008).

Defesa antioxidante

Reducdo de radicais e
espécies reativas de
oxigénio

Metabolismo

Sintese de leucotrienos e
prostaglandinas

Regulagao

Definicdo do estado
redox intracelular

Remocgao de perdxidos de
hidrogénio e lipidicos

Conversao do
formaldeido em formato

Transducdo de sinal e
expressao de genes

Prevencdo da oxidacdo de
biomoléculas

Dismutacdo do
metilglioxal a D-lactato

Sintese de DNA e
proteinas e protedlise

Formacao de
mercapturatos a partir de
eletrdlitos

Proliferacao celular e
apoptose

Formacdo de conjugados
de glutationa-NO

Producdo de citocinas e
resposta imune

Armazenamento e
transporte de cisteina

Glutationilacdo de
proteinas

Funcdo e integridade da
mitocondria

2.10. Glutationilacido de proteinas

A glutationilacdo de proteinas é um processo celular extremamente importante.
Acredita-se que seja uma forma das células armazenarem a glutationa durante o stress
oxidativo ou como protecdo dos grupos tiol das proteinas de oxidagdes irreversiveis.
Este processo pode ainda ser visto como uma modificacdo pds-traducional através do
qual as atividades dos enzimas podem ser reguladas. Temos o exemplo do enzima
metionina sintase, no qual um residuo de cisteina proximo do centro ativo é
glutationilado em células expostas ao stress oxidativo. Esta modificagao bloqueia o
acesso do substrato e previne a sintese de metionina. Quando o stress é removido, a

ligagdo dissulfureto é rapidamente reduzida e o acesso ao substrato é restaurado.
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A glutationilacdo de proteinas é reversivel, sendo catalisada por enzimas da familia dos
tiol dissulfuretooxidorredutases, glutarredoxinas e, em menor extensao, tiorredoxinas.

Estes enzimas estdo envolvidos na manutencdao da homeostase redox nas células.

O sistema da glutarredoxina é constituido pelo enzima glutarredoxina (Grx), glutationa
e 0 enzima glutationa redutase dependente do NADPH. O Grx catalisa rea¢des por um
mecanismo monotiol (apenas uma cisteina é modificada) ou ditiol (dois residuos de

cisteina sdo modificados).

O sistema da tiorredoxina é constituido pelos enzimas tiorredoxina (Trx) e tiorredoxina
redutase dependente do NADPH (TxrR). A reducdo das proteinas é feita utilizando dois

residuos de cisteina no seu centro ativo (mecanismo ditiol) (Halpern et al., 2008).
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Capitulo 3 - Enzima glicose-6-fosfato desidrogenase

3.1. Estrutura

Na sua forma ativa o enzima G6PD é um dimero (figura 3.1) ou um tetramero que

consiste em subunidades idénticas.

A sequéncia de aminodcidos da G6PD foi altamente conservada através da evolugdo. A
estrutura da G6PD da bactéria Leuconostocmesenteroides (G6PD LM) foi determinada
em 1994 demonstrando que o enzima é um dimero e que cada subunidade contém um
Unico sitio ativo. As estruturas bacterianas e humanas apresentam 35% de semelhanga
estrutural, sendo compostas por dois dominios, um dominio de ligagcdo ao co-enzima e
um dominio que contém a superficie que contacta com a mesma regido de outra
subunidade para formar o dimero. A interface de dimerizacdo é extensa e envolve 57
residuos, sendo 31 hidrofdbicos. Comparando as estruturas bacterianas e humanas, os

residuos ndo sdo conservados, mas a estrutura da interface é conservada.

O alinhamento de sequéncias revela trés regides conservadas: um péptido de nove
residuos (RIDHYLGKE, residuos 198-206 do enzima humano), uma “impressao digital”
de ligacdo a sequéncias de nucledtidos (GxxG- GDLA, residuos 38-44 do enzima
humano) e a sequéncia de EKPxG (residuos 170-174 do enzima humano). No péptido
de nove residuos demonstrou-se que o aspartato, histidina e lisina sdo importantes na

ligacdo e catalise de G6P em G6PD LM e que Lys205 estd implicada na ligacao e catalise

do enzima humana (Kotaka et al., 2005).

A causa da forma mais grave de deficiéncia de G6PD, associada a anemia hemolitica
cronica ndo esferocitica, estd relacionada com mutacdes que conduzem a alteracgdes

estruturais situadas no local de dimerizacao (Manganelli et al., 2010).

O mondmero de G6PD humana é constituido por 515 residuos de aminodcidos,
apresentando um peso molecular calculado de 59,256 daltons. A agregacdo dos
mondmeros inativos em dimeros cataliticamente ativos e formas superiores requer a
ligacdo de NADP". Desta forma, o NADP" parece estar ligado ao enzima ndo s como
um elemento estrutural mas também como um dos substratos da reacdo. Os sitios de

ligacdo para este coenzima ndo foram identificados ao nivel estrutural, mas o exame a
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mutantes sugeriu que os aminodcidos 386 e 387, os aminoacidos basicos lisina e
arginina, respetivamente, parecem ligar um dos fosfatos do NADP*.A evidéncia de que
este local esta envolvido na ligagdo de NADP* é como se segue: (1) todos os mutantes
que perdem rapidamente a atividade numa concentracio de NADP" de 10 umol/L, mas
que s3o reativados em altas concentracdes de NADP* tém mutac¢des nesta regido; (2)
estas mutagdes resultam na migracdo eletroforética paradoxal do enzima como se se
tivesse tornado mais positivamente carregado, mesmo quando a alteracdo de
aminodacido adiciona uma carga negativa, o que sugere a falha de ligacdo de NADP". Foi
também sugerido, com base na deducdo da conformacdo da cadeia peptidica do
enzima de levedura, que o sitio de ligacdo de NADP pode estar noutro lugar. O local de
ligacdo do substrato foi identificado no aminoacido 205, localizando-se nesta posicdo
uma lisina que é reativa com fosfato de piridoxal em competicdo com a glicose-6-

fosfato (Beutler, 1994).

Cys 446 Arg 427 ‘( —
| ,4‘
. \_ W, '
£ Glu 206 , ¢ /A N “Impress&o
- \) digital” que

liga
dinucleotidos

Pro 172

Arg 459

Lys 407

Glu 419 Péptido
conservado

Figura 3.1 - Um modelo da estrutura tridimensional do dimero de G6PD (adaptado de
Manganelli et al., 2010).
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3.2. Funcgao

A G6PD é um enzima citoplasmatico cuja funcdo primordial é assegurar o potencial
“redox” da célula. Este enzima existe em todas as células do organismo humano e em
todos os organismos da cadeia evolutiva, desde os protozodrios as plantas e animais, o

gue pressupde que a sua atividade seja um fator bioldgico indispensavel.

A necessidade da atividade de G6PD no eritrécito para assegurar niveis suficientes de
NADPH e glutationa reduzida fica provada pelo facto de individuos portadores de
variantes com atividade reduzida sofrerem episddios de hemdlise intravascular por
acdo de fatores oxidantes (favas, farmacos e infecbes) ou anemia hemolitica

persistente (Gomes et al., 2013).

Este enzima critico permite a manutencdo de todas as células aerdbicas no seu
metabolismo redox. A deficiéncia de G6PD é um excelente exemplo de uma condicdo
que origina anemia hemolitica devido a uma interagdao entre uma causa intracelular e
uma causa extracelular, porque na maioria dos casos a hemolise é desencadeada por

um agente exdgeno (Luzzatto, 2006).

3.3. Fatoresreguladores

A atividade de G6PD sobe de uma situagao basal como consequéncia de uma dieta rica
em glicidos, enquanto uma dieta rica em acidos gordos poliinsaturados inibe tal
atividade. A dieta determina a presenca de hormonas, tais como a insulina e glucagon.
A regulacdo tem lugar ao nivel da velocidade de sintese de mRNA maduro, que envolve
mudancas na velocidade de splicing de pré-mRNA e é enviado para o reticulo
endoplasmatico e para o citosol. Em adi¢do a estes elementos reguladores, a relagao
NADPH/NADP* deve ser considerada como um elemento regulador principal da
atividade de G6PD e, por extensdo, do fluxo através da via. O NADP" é sintetizado a
partir de NAD" pela enzima NAD" cinase. O NADP" é rapidamente reduzido a NADPH

mesmo em condicdes basais. Existe um consenso generalizado sobre o valor basal de
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racio de NADPH / NADP*, com valores que variam entre 70 e 300, dependendo dos

tecidos (Barcia-Vieitez et al., 2014).

3.4. O efeito de farmacos

A hemoélise relacionada com a deficiéncia de G6PD induzida por farmacos foi relatada
apos a terapéutica com uma gama de medicamentos contra a maldria, incluindo a
primaquina, azul de metileno e o farmaco diaminodifenilsulfona (dapsona). A dapsona
é usada para uma variedade de indicacGes, incluindo no tratamento da lepra, varias
doengas de pele, e, mais recentemente, infecdes com Pneumocystis carinii,
especialmente em doentes HIV positivos, mas também pode ser usado em combinacdo
com fdrmacos antimaldricos (pirimetamina, proguanil e clorproguanil) para a

guimioprofilaxia e tratamento da malaria (Poirot et al., 2015).

O risco e a gravidade da hemdlise correlacionam-se com a dose e a duragdo do
tratamento e com a presenca de stress oxidativo proveniente de uma fonte adicional,
como por exemplo numa situacdo de infecdo. Tipicamente, a hemdlise comecga 2 ou 3
dias apods o inicio da terapéutica, é predominantemente intra-vascular e pode associar-
se a hemoglobinuria. Na tabela 3.1 encontram-se os farmacos mais frequentemente

associados a hemolise (Gomes et al., 2013).
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Tabela 3.1 — Farmacos e moléculas associados a hemdlise na deficiéncia de G6PD
(adaptado de Gomes et al., 2013).

Grupo farmacolégico Exemplo de farmacos

Antimaldricos Primaquina

Sulfamidas Sulfanilamida, Sulfapiridina,

Sulfametoxazol

Sulfonas Dapsona

Farmacos de conteudo sulfurico Glibenclamida

Nitrofuranos Nitrofurantoina

Analgésicos Acetanilida, Acido acetilsalicilico
Antipiréticos Fenilhidrazina

Antibidticos Cloranfenicol

Outros Naftaleno, Azul-de-metileno, Fosfina,

Espiramicina, Fenazopiridina, Vitamina K

A hemodlise pode ser desencadeada por infecdes e por farmacos com propriedades
oxidativas como o acido acetilsalicilico, a vitamina K, o cloranfenicol, além de
antimaldricos. Hepatite alcodlica, hepatite viral, pneumonias, septicemias, acidose
diabética e maldria sdo alguns exemplos de fatores que podem desencadear hemolise

(Perinoto et al., 2013).

3.4.1. Manifestagodes clinicas

Uma deficiéncia total de G6PD é incompativel com a vida e é importante salientar que
a grande maioria das pessoas que possuem deficiéncia de G6PD permanecem
clinicamente assintomdaticas durante toda a vida. As manifestacdes clinicas da
deficiéncia de G6PD traduzem-se em anemia hemolitica aguda (AHA), anemia
hemolitica créonica nao-esferocitica (CNSHA) e ictericia neonatal (Manganelli et al.,

2010).
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3.4.2. 0 mecanismo de hemolise

Nos eritrdcitos, existindo deficiéncia de G6PD, o NADPH nao se pode formar o que cria
uma deficiéncia na conversdo da forma oxidada da glutationa (GSSG), para a sua forma
reduzida (GSH). Normalmente hd bastante GSH nos eritrécitos, o que protege a célula
de agentes oxidantes. Se a G6PD é deficiente, a hemoglobina é oxidada por
substancias oxidativas que ndo sdo eficientemente eliminadas e retorna a meta-
hemoglobina, que ndo funciona normalmente. Além disso, com desnaturagdo, a
hemoglobina precipita no citoplasma formando corpos de Heinz. Estas estruturas
ligam-se a membrana com ligacdes dissulfureto e perturbam a sua estrutura normal.
Estes aparecem nos estadios iniciais da administracdo de farmacos e desaparecem a
medida que a hemdlise progride. Os eritrdcitos que contém corpos de Heinz no seu
citoplasma sdo sequestrados por macréfagos no baco e sdo removidos da circulacdo

(Allahverdiyev et al., 2012).

O aparecimento de corpos de Heinz tanto in vivo como in vitro em células com
deficiéncia em G6PD e a sua incapacidade de proteger a GSH contra a toxicidade de
farmacos sugere que um grande componente do processo hemolitico é a incapacidade

dos eritrécitos para proteger grupos sulfidrilo contra danos oxidativos (Beutler, 2008).

3.4.3. Anemia hemolitica aguda (AHA)

Individuos com deficiéncia em G6PD possuem um risco de desenvolver AHA em

resposta a trés tipos de fatores: ingestao de favas, infecées ou farmacos.

A hemolise ocorre apds a exposicdo ao agente que causa stress, originando um ataque
hemolitico acompanhado de mal-estar, fraqueza e dor abdominal ou lombar. O doente
desenvolve ictericia e urina escura devido a hemoglobindria apés um intervalo de
varias horas a 2 a 3 dias. A ingestdo de farmacos oxidativos por uma mulher que esta a
amamentar pode traduzir-se num risco do farmaco ser transmitido no leite materno e

poder causar hemalise aguda numa crianca que apresenta deficiéncia.
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Em pessoas com deficiéncia em G6PD a infecdo é a causa mais comum de anemia
hemolitica, embora o mecanismo exato pelo qual tal ocorre ainda ndo ser conhecido
(Manganelli et al., 2010). Os leucécitos podem libertar agentes oxidantes durante a
fagocitose e como consequéncia causar stress oxidativo nos eritrdcitos. No entanto,
apenas esta explicacdo nao clarificaria a variedade de infecdes associadas a hemolise
em pessoas com deficiéncia em G6PD. Os agentes infeciosos mais comuns que causam
hemdlise incluem Salmonella, Escherichia coli, streptococcus beta-hemolitico,
Rickettsias, virus da gripe e, de um modo particularmente importante, as hepatites

virais (Frank, 2005).

Uma deficiéncia na atividade do enzima pode comprometer a protecdo contra danos
oxidativos noutras células para além dos eritrdocitos. Mais especificamente, os
leucdcitos de individuos com deficiéncia de G6PD mostram uma redugao na resposta a

infecbes bacterianas (Dore et al., 2016).

A hemodlise ocorre apds a exposicdo ao agente que provoca stress, mas ndo continua
apesar da infe¢do ou ingestdo continua. Provavelmente tal é devido aos eritrécitos
mais velhos terem uma maior deficiéncia do enzima e serem submetidos a hemdlise
em primeiro lugar. Dado que a populacdao de eritrocitos com deficiéncia sofreu
hemdlise, os eritrécitos e reticuldcitos jovens, que tipicamente tém niveis mais
elevados de atividade do enzima, sdo capazes de sustentar o dano oxidativo sem

hemdlise (Frank, 2005).

3.4.3.1. Favismo

A associacdo entre a deficiéncia de G6PD e a ingestdao de favas, ou até mesmo a

inalacdo do pdlen da planta, é reconhecida ha séculos.

As favas tém sido uma importante fonte de alimento no Mediterraneo e no Médio
Oriente desde a Antiguidade. O filésofo e matematico grego Pitagoras proibia os seus
seguidores de se alimentarem de favas, talvez porque o seu consumo deixava muitas

pessoas doentes com uma condi¢cdo chamada de favismo, que pode ser fatal.

33



A deficiéncia no enzima Glicose-6-Fosfato Desidrogenase — Sensibilidade a farmacos

No favismo os eritrocitos comegam a sofrer lise 24 a 48 horas apds a ingestdo das
favas, libertando hemoglobina livre no sangue, podendo resultar em ictericia e
algumas vezes em faléncia renal. A ingestdo de certos farmacos contra a malaria ou
antibidticos da classe das sulfamidas ou apds a exposicdao a certos herbicidas podem
originar sintomas similares. Esses sintomas tém uma base genética, a deficiéncia na

atividade de G6PD (Nelson e Cox, 2014).

Durante a segunda metade do século XX foi relatada anemia hemolitica grave em
individuos que ingeriram favas, mais comumente em criangas. Presume-se que as
favas precipitam o dano oxidativo por meio de um componente desconhecido,
possivelmente vicina, convicina ou isouramil. Todos sdo glucosideos encontrados no
trato digestivo e sdo capazes de causar hemdélise em criancas deficientes em G6PD

(Hernadndez-Pérez et al., 2015).

3.4.4. Anemia hemolitica cronica nao-esferocitica (CNSHA)

Uma pequena minoria de individuos que apresentam deficiéncia de G6PD tem anemia
crénica com grau varidvel de gravidade. O doente é sempre do género masculino. E
geralmente causada por uma mutacdo genética esporadica no cromossoma X e a
hemdlise ocorre durante o metabolismo normal do eritrécito. Em geral, o baco nas
criancas de tenra idade doentes estd moderadamente aumentado e
subsequentemente o aumento adicional de tamanho é suficiente para causar
desconforto mecanico, hiperesplenismo ou ambos. A gravidade da hemdlise varia,
podendo ser desde hemdlise ligeira a anemias dependentes de transfusdo. Na
deficiéncia em G6PD a exposicao ao stress oxidativo pode causar hemolise exacerbada

(Manganelli et al., 2010).

3.4.5. Ictericia neonatal

A ictericia neonatal é um fendmeno comum durante a primeira semana de vida pds-

natal e afeta quase dois tercos dos recém-nascidos. O mecanismo de
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hiperbilirrubinemia neonatal é multifatorial, compreendendo principalmente
processos que contribuem para o aumento da carga de bilirrubina ou diminuicdo de
depuracdo de bilirrubina. O primeiro pode resultar de causas que potenciam a
producdo de bilirrubina e a circulagdo entero-hepatica, enquanto o ultimo pode
resultar da capacidade imatura de absorcao ou excrecdo hepatica por conjugacao.

O desequilibrio entre a produgdo de bilirrubina e a eliminagdo por conjugagao
desempenha um papel importante no mecanismo de bilirrubinemia neonatal. Embora
tanto os fatores genéticos como ambientais possam contribuir para o desenvolvimento
de hiperbilirrubinemia neonatal, a importancia das condi¢bes genéticas tém cada vez

mais reconhecimento (Cherepnalkovski & Krzelj, 2015).

Acredita-se que a ictericia neonatal pode ser agravada devido a uma atividade
deficiente da G6PD. No entanto, as técnicas modernas mostram apenas uma
diminuicdo modesta do tempo de vida médio dos eritrécitos. A principal causa da
ictericia neonatal em recém-nascidos com deficiéncia de G6PD é a incapacidade do
figado para conjugar adequadamente a bilirrubina. Além disso, este problema é
agravado quando o lactente herda o polimorfismo do promotor do gene que codifica a
UDP-glucuronosiltransferase associado com a doenga de Gilbert (Cherepnalkovski e

Marusic, 2015).

Ainda ndo é completamente compreendido o mecanismo e qual a razdo da deficiéncia
de G6PD originar hiperbilirrubinemia neonatal. O risco de desenvolver ictericia
neonatal é muito maior em recém-nascidos deficientes em G6PD do que nos que
possuem a versdao normal do enzima. O grau da associacao entre a deficiéncia de G6PD
e a ictericia neonatal parece variar em diferentes popula¢des. O quadro clinico da
ictericia neonatal relacionada com a deficiéncia de G6PD difere do quadro clinico
cldssico. Quando recém-nascidos desenvolvem hiperbilirrubinemia dentro das
primeiras 24 horas de vida a deficiéncia de G6PD deve ser considerada como causa da
ocorréncia. A deficiéncia de G6PD pode levar a um aumento do risco e a um inicio mais
precoce de ictericia, o que pode exigir fototerapia ou transfusdo sanguinea

(Manganelli et al., 2010).
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A prevaléncia de hiperbilirrubinemia neonatal em homens que possuem o gene
defeituoso e em mulheres homozigéticas é o dobro comparativamente com a

populacdo em geral. Raramente ocorre em mulheres heterozigdticas (Frank, 2005).

3.5. Divisio em classes da deficiéncia da G6PD

Foram descritas numerosas variantes de G6PD. As variantes G6PD sdo agrupadas em
cinco classes (tabela 3.2) com base nas diretrizes da OMS e de acordo com a
magnitude da deficiéncia enzimatica e a gravidade da hemdlise. Esta classificacdo da
alguma aproximacado da magnitude da hemdlise que um individuo pode incorrer no
decorrer de stress oxidativo. Unicamente as classes |, Il e lll tém significancia clinica. A
classe | é a classe mais severa e a classe V é a classe menos severa. Estima-se que pelo
menos 400 milhdes de pessoas em todo o mundo possuem deficiéncia em G6PD e o
maior numero pertence a classe lll (deficiéncia moderada). A pesquisa extensiva na
deficiéncia de G6PD levou a elucidacdo da sequéncia do gene, da sequéncia da
proteina e da estrutura cristalina da G6PD. E agora claro que a G6PD é um enzima
metabdlico critico que esta sujeito a um controlo complexo, e que reside num centro
de uma rede metabdlica essencial, afetando muitos processos fisioldgicos (Stanton,

2012).

Doentes com variantes de classe | tém um sindrome clinico reconhecivel ao longo da
vida. Além disso, as variantes de classe | sdo muito raras (muitas delas foram relatadas
apenas uma vez). Variantes de classe Il possuem atividade de G6PD inferior a 10% mas
sem CNSHA. Variantes de classe Il possuem atividade de G6PD entre 10 e 60% do
normal. Variantes de classe Il e lll sdo assintomdticas a maior parte do tempo (por
definicdo ndo ha CNSHA), mas sdo clinicamente importantes porque implicam o risco
de AHA induzida por farmacos. Dos milhdes de pessoas que tém deficiéncia em G6PD,
guase todas tém pelo menos uma variante de classe Il ou de classe Ill. Uma vez que,
por definicdo, variantes de classe Il possuem uma atividade do enzima de G6PD média
menor do que a de variantes de classe lll, é légico que AHA pode ser mais grave em

portadores das primeiras do que com as ultimas. No entanto, isso ndo significa que as
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variantes de classe Ill podem ser consideradas como "suaves"; por exemplo, em
ensaios com diaminodifenilsulfona (dapsona) em criancas com G6PD A- (classe Ill), 98%
dos homens deficientes em G6PD desenvolveram AHA, 11% dos quais necessitaram
transfusdao de sangue. A classe IV inclui variantes com atividade normal, a grande
maioria tem G6PD B, mas cerca de 20% das pessoas de ascendéncia Africana tem G6PD
A. A classe V é reservada para as variantes com maior atividade do que a atividade

normal (Frank, 2005).

Tabela 3.2 — Descrigao das classes de variantes de G6PD (Frank, 2005).

Nivel de deficiéncia Atividade Prevaléncia
enzimatica
| Severa Anemia hemolitica  N&o é comum;
cronica ndo ocorre entre
esferocitica populacdes
(CNCHA) na
presenca de fungdo
normal dos
eritrocitos
I Severa Menos de 10% do Varia; mais comum
normal em populacdes
asiaticas e
mediterraneas
1] Moderado 10% a 60% do 10% dos homens
normal nos Estados Unidos
v Suave a nenhuma 60% a 150% do Rara
normal
\Y Nenhuma Mais do que 150% Rara
do normal

3.6. Polimorfismos genéticos

A deficiéncia de G6PD é frequentemente citada como um exemplo de selecdo natural,
com a maldria sendo considerada uma grande forg¢a evolutiva. A distribuigdo
geografica das variantes que originam a deficiéncia de G6PD sobrepde notavelmente
com dreas historicamente endémicas de malaria, como a Africa, Asia e regido do

Mediterraneo. Além disso, certas variantes da deficiéncia de G6PD, tais como a forma
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Africana A- e Sudeste Asidtico Mahidol mutacdo 487A, conferem certos graus de
protecdao contra a malaria falciparum grave e reduzem a densidade de parasitas
Plasmodium vivax, respetivamente. A vantagem seletiva contra a maldria permitiu que
a persisténcia da deficiéncia de G6PD em populagdes humanas com muitas variantes
atingisse frequéncias altas. Consequentemente, a prevaléncia de deficiéncia de G6PD é
alta em areas endémicas de maldria, que varia de 5% a 20% na Asia e na Africa ou
ainda maior em algumas comunidades. Além disso, as variantes G6PD tém padroes

202 ¢ 3 predominante na

geograficos aparentes. Por exemplo, a mutagao de G6PD
Africa, enquanto a variante mediterranica é mais difundida na Asia ocidental. No
sudeste da Asia, no entanto, existe uma heterogeneidade significativa de variantes
dominantes em diferentes dreas, o que parece estar estreitamente relacionado com as
localiza¢cOes geograficas e associados a diferentes grupos étnicos e raciais. G6PD
Kaiping 1388G>A e Canton 1376G>T sdo as variantes mais comuns no sul da China,
com prevaléncia 4-16%. Assim, a composicao genética das populacdes humanas na
regidao pode refletir o passado histdrico de exposi¢cao a maldria, bem como isolamentos
genéticos de diferentes grupos étnicos (Li et al., 2015).

O gene G6PD é provavelmente o locus mais polimérfico em humanos, com mais de
400 variantes alélicas conhecidas. Estas variantes foram caraterizadas
bioquimicamente com base nas diferentes atividades enzimaticas residuais, padrdes
de mobilidade eletroforética e propriedades fisico-quimicas (tais como
termoestabilidade e comportamento cromatografico) ou propriedades cinéticas (Km

para glicose-6-fosfato ou NADPH, dependéncia do pH e utilizacdo de andlogos de

substrato).

Todas as mutacdes de G6PD que determinam uma deficiéncia enzimatica afetam toda
a sequéncia de codificacdo. Foram relatadas cerca de 160 mutacdes, a maioria das
guais sdo substituicGes de base Unica que conduzem a substituicdes de aminoacidos,
enguanto raramente uma segunda mutacdo esta presente em cis. A G6PD A- é um
genodtipo peculiar determinado pela presenca concomitante de mutagdes A376G e
G202A. Embora a substituicdo do nucledtido 202 represente pelo menos 95% das
variantes moleculares G6PD A- em Africa, foram identificados dois locais de segunda

mutacdo menos frequentes nos nucledtidos 680 e 968. Um segundo gendtipo menos
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comum, nomeadamente G6PD-Santamaria, uma variante de Classe I, € também
determinado por duas mutagdes concomitantes nos nucleétidos 376 e 524. Esta
mutacdo foi encontrada em primeiro lugar na Costa Rica e é relativamente menos
frequente no sul de Italia. As pequenas deleg¢des e alteragdes do quadro de leitura sao
excecoes; a auséncia de mutacles genéticas que determinam a abolicdo completa da
funcionalidade de G6PD (tais como dele¢des grandes, mutagGes de nonsense do
quadro de leitura) sugere que a auséncia completa da enzima G6PD é incompativel
com a vida. Finalmente, também a sequéncia ndo codificante de G6PD deve estar

envolvida na determinacdo da deficiéncia de G6PD (Minucci et al., 2009).

e G6PD Mediterraneo

G6PD SASSARI
G6PD CAGLIARI
G6PD, SER188PHE

A variante mediterranea G6PD (563C>T) é a variante anormal mais comum em
caucasianos, particularmente individuos da regido do mediterraneo e do médio
oriente. E uma variante de classe Il associada a hemdlise grave. A meia-vida desta
variante é medida em horas. Deste modo, a maioria dos eritrécitos circulantes tém
uma atividade de enzima G6PD extremamente deficiente e sofrerdo hemdlise apds
exposicdao a uma lesdo oxidativa. Contudo, na auséncia de stress oxidativo, a hemdlise

tipicamente ndo ocorre e ndo ha anemia ou reticulocitose (Glader, 2016).

Uma mudanca de citosina para timina na posicdo base 563 (no exdo 6) provoca uma
mudanca de serina para fenilalanina na posicdao de aminoacido 188. De Vita et al.
(1989) descobriram que G6PD Mediterraneo, G6PD Sassari e G6PD Cagliari tém a
mesma mutacao, resultante de uma mutacdo TCC para TTC no exdo 6. Existe uma
segunda mutacdo silenciosa de TAC para TAT no coddo 437 no exdo 11 (C para T no
nucledtido 1311); ambos os codGes codificam a tirosina. Esta mutacdo é um
polimorfismo e causa anormalia de classe Il. Um polimorfismo genético é uma
alteracdo no acido desoxirribonucleico (DNA), hereditaria, cuja frequéncia é superior a
1% (OMIM, 2013).
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e G6PD Coimbra

G6PD, ARG198CYS

No filho de uma mulher portuguesa que sofreu um ataque de favismo, Corcoran et al.
(1992) identificaram um mutante G6PD com as propriedades quimicas do tipo
mediterranico. No entanto, ao nivel do DNA, demonstraram que a muta¢do era uma
transicdo de C para T, 29 nucleétidos a jusante da mutacdo no alelo Mediterranio,
resultando na substituicdo de cisteina por arginina, 10 aminoacidos a jusante da
mudanca do alelo Mediterraneo. A mesma mutacao foi encontrada num paciente no

sul de Itdlia. A nova variante foi denominada G6PD Coimbra.

Em 3 individuos com deficiéncia de G6PD de grupos tribais no sul da india, Chalvam et
al. (2008) identificaram a variante de Coimbra e declararam que a mutacao teve uma

frequéncia de 7,5% nessa populacdo (OMIM,2013).

e G6PD Aveiro

G6PD, CYS269TYR

Anemia hemolitica ndo-esferocitica devida a deficiéncia G6PD

Num menino nascido em Aveiro, Portugal, com anemia hemolitica crénica grave
presente desde o nascimento, Costa et al. (2000) descobriram que a atividade
indetetdvel de G6PD foi causada por uma transicdo G para A na posi¢cdo nucleotidica
806 do gene G6PD resultando numa substituicdo de aminodcidos Cys269 para Tyr
(C269Y). Esta mutacdo, designada G6PD Aveiro, ndo foi detetada na sua mae ou irma.
Com a idade de 5 anos, o doente tinha tido 6 episédios de hemdlise intravascular
aguda grave que requereram hospitalizacdo e transfusdao de eritrécitos. O baco era
palpavel 6 cm abaixo da margem costal esquerda. Costa et al. (2000) apontaram que
os mutantes de G6PD que causam variantes de classe | (as formas mais graves da

doencga) se aglomeram no exdo 10, numa regido que, ao nivel da proteina, esta
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implicada na dimerizacdo. A mutacdo nesta nova variante de classe | corresponde ao
exao 8. Os alelos mutantes e normais foram encontrados em células hematopoiéticas

e bucais, indicando mosaicismo (OMIM, 2013).

e G6PD Canton

G6PD GIFU

G6PD AGRIGENTO
G6PD TAIWAN-HAKKA
G6PD, ARG459LEU

G6PD Canton é uma das variantes deficientes mais comuns nos orientais, atingindo
uma frequéncia genética de 1,7% no sul da China. Stevens et al. (1990) demonstraram

que o codao 459 em G6PDB é alterado de CGT (arginina) para CTT (leucina).

A alteracdo G para T ocorre no nucledtido 1376. Tang et al. (1992) encontraram esta
mutacdo em 3 taiwaneses e 1 hakkaneses em Taiwan. Eles apontam que a mesma
mutagao ocorre em trés outras variantes chinesas de G6PD em Guangdong, China:

Taiwan-Hakka, Gifu e Agrigento.

A variante G6PD Gifu foi descoberta num rapaz japonés com 9 anos de idade com
hemdlise crénica e crises hemoliticas apds infecdes respiratérias superiores. A

atividade enzimatica foi de 2,9% do normal.

A G6PD do doente mostrou uma maior utilizacdo do substrato analogo, deamino-

NADP" e instabilidade térmica (OMIM, 2013).

e G6PD Asahi
G6PD, VAL6SMET

G6PD A- é uma variante comum de G6PD entre as pessoas africanas que pode causar
hemdlise aguda desencadeada por infecGes e certos medicamentos, bem como por
favas. Este fendtipo de classe Il pode ser causado por uma combina¢do da mutacao
comum 376A-G (Asn126 a Asp) e qualguer uma das 3 mutag¢Ges adicionais que incluem
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202G-A (Val68 a Met). A mutacdo missense 376A-G (Asn126 a Asp) por si sé provoca
uma variante assintomatica de classe IV G6PD A com atividade enzimatica normal,
enguanto a outra mutacdo, 202G-A, ndo foi encontrada em seres humanos por si so.
Hirono et al. (2002) descreveram um paciente deficiente em G6PD assintomatico com
a mutacdo missense 202G-A, mas ndo o 376A-G. Este era um menino japonés de 3
anos de idade em que se notou ter ictericia e anemia na admissao ao Hospital General
Asahi. Esta foi a Unica mutacdo encontrada e deve ter surgido separadamente
daqueles comuns em africanos, porque o doente nao tinha nenhuma das mutagdes
silenciosas estreitamente ligadas a mutacao africana, enquanto ele tinha uma exclusao
intrénica de base Unica comum em mongdides. Town et al. (1992) descobriram num
estudo in vitro utilizando mutantes de G6PD humanos recombinantes expressos em E.
coli que 202G-A, assim como 376A-G, ndo provoca a deficiéncia de enzima por si s9, e
a accdo sinérgica destas 2 mutagdes é necessaria para produzir o fendtipo de classe 3
de G6PD A-. A interacdo sinérgica também foi apoiada pelo fato de que Val68 e Asn126
estao intimamente localizados em um modelo tridimensional de G6PD humano. Os
resultados de Hirono et al. (2002) parecem inconsistentes com a ideia de que 202G-A

nao pode produzir hemdélise aguda por si s6.
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Tabela 3.3 — Algumas variantes fenotipicas da deficiéncia da G6PD e suas mutagdes

(OMIM, 2013).

Fenotipo Mutagao

G6PD A+ G6PD, Asn126Asp
G6PD A- G6PD, Val68Met, Asn126Asp
G6PD Matera

G6PD Betica

G6PD Castilla

G6PD Distrito Federal

G6PD Tepic

G6PD Mediterrania G6PD, Ser188Phe
G6PD Sassari

G6PD Cagliari

G6PD Canton G6PD, Arg459Leu
G6PD Gifu

G6PD Agrigento

G6PD Taiwan-Hakka

G6PD A- G6PD, Arg227Lleu
G6PD A- G6PD, Leu323Pro
G6PD Coimbra G6PD, Arg198Cys
G6PD Aveiro G6PD, Cys269Tyr
G6PD Asahi G6PD, Val68Met

3.6.1. Malaria

A malaria € uma doenca causada por parasitas que sdo transmitidos aos seres

humanos por mosquitos Anopheles. Duas espécies relacionadas de parasitas causam a

maior parte dos casos da doenca e morte por maldria - Plasmodium falciparum e

Plasmodium vivax.

Em areas afetadas pela maldria as criancas e as mulheres grévidas sdo especialmente

vulneraveis sendo esta condicdo agravada pela pobreza. Em Africa, onde 80% dos

casos de malaria sdo tratados em casa, a doen¢a mata uma crianca em vinte antes dos

cinco anos de idade.

A malaria é um enorme problema de salde publica e ocorre em mais de 100 paises,

afetando cerca de 3,3 bilhdes de pessoas, metade da populacdo mundial.
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Estima-se que a forma mais mortal do parasita da malaria (Plasmodium falciparum)
causa 300 a 500 milhdes de casos clinicos e aproximadamente um milhdo de mortes
por ano. Grosseiramente calculado corresponde a uma morte em cada trinta
segundos. A maldria é, no entanto, evitdvel e curavel usando tratamentos

extremamente eficazes e medidas de controlo.

Viajantes que vao para regides onde ha malaria tém um risco maior de contrair malaria
e morrer de infe¢do, incluindo criangas e adultos. Todos os viajantes para paises com
um risco de maldria podem contrair uma doenca potencialmente mortal, por isso
tomar atempadamente as devidas precaucdes e aconselhamento de viagem é

essencial (Malaria Atlas Project).

Malaria inpatient deaths
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Figura 3.2 - Mortes por malaria em pacientes internados (adaptado de Global Malaria
Mapper).
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Figura 3.3 — Previsdo, através da mediana, da frequéncia alélica da deficiéncia de G6PD
no mapa global em 2010 (adaptado de Malaria Atlas Project).

A distribuicao geografica da deficiéncia de G6PD é instrutiva. Frequéncias tao altas
como 25% ocorrem na Africa tropical, em parte do Médio Oriente e sul da Asia, dreas
onde a maldria é mais prevalente. Além de tais observa¢des epidemioldgicas, estudos
mostram que o crescimento do parasita causador da malaria, Plasmodium falciparum,
é inibido em eritrdcitos deficientes em G6PD. O parasita é muito sensivel ao dano
oxidativo e morre por um nivel de stress oxidativo toleravel ao hospedeiro humano
deficiente em G6PD. Jd que a vantagem da resisténcia a malaria equilibra a
desvantagem da baixa resisténcia ao dano oxidativo, a selecdo natural mantém o
genodtipo deficiente em G6PD em populacdes humanas onde a malaria é prevalente.
Apenas em condi¢des insuportaveis de stress oxidativo, causado por farmacos,

herbicidas ou divicina, a deficiéncia de G6PD causa problemas médicos graves.
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3.6.2. Populacdes em Risco

Se queremos saber quantas pessoas estdo em risco de malaria e em que 4areas,

precisamos saber onde esta o risco de malaria e onde as pessoas vivem.

O risco da maldria pode mudar de alto para baixo, ou vice-versa, dentro de uma
distancia relativamente curta, por isso precisamos ser capazes de mapear onde as
pessoas vivem dentro dessas mesmas distancias curtas. Os dados de censos nacionais
tém de ser publicados em grande escala para fornecerem os detalhes que se precisam.
Portanto, sdao utilizadas formulas matematicas para calcular a distribuicao continua da
populacdo dentro de uma area. Estas férmulas tém em conta as localizacGes das
carateristicas da terra suscetiveis de afetar a distribuicdo da populagdo, como

densidade populacional, classe social, uso da terra ou estradas (Malaria Atlas Project).

3.7. Diagnéstico da deficiéncia de G6PD

A deficiéncia de G6PD pode ser diagnosticada realizando-se um simples exame de
sangue para verificar os niveis de enzima G6PD. Este exame é feito por uma andlise
guantitativa espectrofotométrica ou, mais frequentemente, por um teste rdpido de
fluorescéncia, detectando-se a geracdo de NADPH a partir de NADP®. O teste é positivo
se a amostra de sangue nao fluorescer sob luz ultravioleta. O NADPH formado pela
reacao catalisada pelo enzima reduz direta ou indiretamente agentes cromogénicos ou
fluorogénicos, o que resulta numa alteracdo de absorvancia ou fluorescéncia que é
proporcional a atividade da G6PD (figura 3.2). Existem numerosos kits comerciais de
detecdo de atividade da G6PD, tanto quantitativos como qualitativos, baseados nestas

reacOes (Frank, 2005).

G6PD
Glicose-6-fosfato + NADP* —> 6-fosfogluconato + NADPH

N3o Fluorescente Fluorescente

Figura 3.4 — Principio do teste da atividade da G6PD (adaptado de Keohane et al.,
2016).
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Em doentes com hemdlise aguda, o teste para a deficiéncia de G6PD pode ser
falsamente negativo porque os eritrocitos mais velhos com uma maior deficiéncia
enzimatica sofreram hemodlise. Os eritrdcitos e reticuldcitos jovens tém atividade
enzimdatica normal ou quase normal. As mulheres heterozigotas podem ser dificeis de
diagnosticar devido ao mosaicismo do cromossoma X levando a uma deficiéncia parcial

que nado sera detetada de forma fiavel com testes de triagem (Frank, 2005).

Os testes baseados na reagdo em cadeia da polimerase (PCR) detetam mutagdes
especificas e sdo usados para triagem populacional, estudos familiares ou diagndstico

pré-natal (Frank, 2005).

Outros testes diagndsticos que podem ser feitos incluem hemograma completo, teste
de hemoglobina sérica e contagem de reticuldcitos. Todos estes testes medem a
guantidade de eritrdcitos no corpo (Herndon, 2016). Podem realizar-se mais testes
como medicdo do nivel de bilirrubina, hemoglobina no sangue, hemoglobina na urina,
nivel de haptoglobina, teste da lactato desidrogenase (LDH), teste de reducdo da

metahemoglobina e contagem de reticuldcitos (Medline).

Porque a deficiéncia de G6PD pertence a um grupo de anemias hemoliticas congénitas,
o seu diagndstico deve ser considerado em criangas com histéria familiar de ictericia,
anemia, esplenomegalia ou colelitiase, especialmente nas criangas de ascendéncia

mediterrdnica ou africana (Frank, 2005).

Os testes devem ser realizados em criancas e adultos (especialmente homens de
ascendéncia africana, mediterranica ou asiatica) com uma reac¢do hemolitica aguda
causada por infe¢do, exposicao a um farmaco oxidativo conhecido ou ingestdo de favas

(Frank, 2005).

A triagem neonatal para deficiéncia de G6PD ndo é realizada rotineiramente nos
Estados Unidos, embora seja feita em paises com alta prevaléncia da doenca. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda a triagem de todos os recém-
nascidos em populacées com uma prevaléncia de 3 a 5 por cento ou mais nos homens

(Frank, 2005).
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3.8. Tratamento

O tratamento para a deficiéncia de G6PD consiste em remover o fator desencadeador
dos sintomas. Se a condicdo foi desencadeada por uma infecdo, entdo a infecdo
subjacente é tratada em conformidade. Os medicamentos que possam originar a
destruicdo dos eritrdcitos também s3do descontinuados. Nestes casos, a maioria das
pessoas pode recuperar da condigcdo por conta prépria. Contudo, uma vez que a
deficiéncia de G6PD origina anemia hemolitica, pode ser necessdrio um tratamento
mais agressivo. Esse tratamento inclui oxigenoterapia e uma transfusdo de sangue

para repor os niveis de oxigénio e eritrécitos (Herndon, 2016).

O principal tratamento para a deficiéncia de G6PD é a prevencdo de agentes que
causam stress oxidativo. Raramente a anemia pode ser suficientemente grave para
justificar uma transfusdo de sangue. A esplenectomia, isto é, o procedimento cirurgico
gue consiste na remocdo do baco ou parte dele, geralmente ndo é recomendada. O
acido félico e o ferro sdao potencialmente Uteis na situacdo de hemolise, embora a
deficiéncia de G6PD seja geralmente assintomdtica e a hemdlise associada seja
geralmente de curta duragdo. Antioxidantes como a vitamina E e o selénio ndo tém

beneficio comprovado para o tratamento da deficiéncia de G6PD (Frank, 2005).

3.9. Doacao de sangue

E recomendada a implementacdo de politicas para a avaliacdo dos candidatos a
dadores, as quais devem ser desenvolvidas pelos servicos de transfusao de sangue em
regides onde existe uma alta incidéncia de enzimopatias e defeitos hereditarios da

membrana dos eritrocitos.

O sangue de individuos com deficiéncia de G6PD com uma histéria de hemolise é
inadequado para transfusdo, tendo em conta que a hemélise pode ser precipitada se o
beneficiario desenvolver uma doenca infeciosa ou ingerir um farmaco oxidativo ou

favas. Os individuos com deficiéncia de G6PD ou defeitos hereditarios da membrana
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dos eritrécitos com uma historia de hemdlise tém de optar por adiar

permanentemente a doag¢do de sangue.

Os individuos com deficiéncia de G6PD ou outros defeitos hereditarios da membrana
dos eritrdcitos sem histéria de hemdlise podem doar sangue. No entanto, o sangue
ndo é adequado para transfusdo intra-uterina, transfusdo neonatal ou para doentes

com deficiéncia de G6PD (OMS, 2012).
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Conclusao

Muito se aprendeu acerca da deficiéncia de G6PD e os seus efeitos ao longo dos anos,

mas como em todos os campos da ciéncia, ainda ha muito por aprender.

A deficiéncia de G6PD esta diretamente relacionada com o stress oxidativo causado
por diferentes elementos exégenos como farmacos e certos alimentos. Como tal, é
importante proceder a realizagao de testes de diagndstico de forma a se determinar se
a pessoa possui deficiéncia do enzima G6PD, para que ndo exista ocorréncia de
fendmenos hemoliticos graves. Na ocorréncia de fendmenos hemoliticos graves pode

ser necessdria uma transfusdo de sangue ou oxigenoterapia.

A deficiéncia do enzima G6PD encontra-se associada a zonas que sdao endémicas em
malaria, uma vez que esta deficiéncia confere resisténcia a malaria. Logo, sera nessas

zonas que ocorre maior prevaléncia da deficiéncia.

A hemolise relacionada com a deficiéncia de G6PD induzida por farmacos foi relatada
apods a terapéutica com uma gama de medicamentos contra a malaria, incluindo a
primaquina, azul de metileno e o farmaco diaminodifenilsulfona (dapsona). A hemdlise
pode ser desencadeada por infecdes e por farmacos com propriedades oxidativas

como o acido acetilsalicilico, a vitamina K, antibidticos, além de antimalaricos.

O gene G6PD é provavelmente o locus mais polimérfico em seres humanos, com mais
de 400 variantes alélicas conhecidas. Desta forma, existem inUmeras variantes que

estdo associadas a diferentes graus de atividade do enzima.

No futuro poderdo surgir alguns tratamentos inovadores como uma possivel terapia
genética ou medicamentos que conduzam a eliminacdo de radicais livres com o

objetivo de combater os problemas associados a deficiéncia de G6PD.
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