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SILVA, F.R.M. DETERMINACAO DA ACURACIA DO METODO QUANTITATIVO
ECO G6PD Point of Care EM PACIENTES PORTADORES DE DOENCAS
INFECCIOSAS. Rio de Janeiro, 2022. 73 f. Dissertagdo (Mestrado Profissional em
Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas) — Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas, Fundacdo Oswaldo Cruz.

RESUMO

A deficiéncia de G6PD afeta cerca de 500 milhdes de pessoas em todo o
mundo e é prevalente em muitos ambientes endémicos de malaria. Pessoas com
deficiéncia de G6PD correm risco de hemolise quando expostas a certos
medicamentos, incluindo medicamentos de 8-aminoquinolina usados para tratar a
malaria por Plasmodium vivax. O aumento do acesso aos testes para deficiéncia de
G6PD no local de atendimento ou proximo é fundamental para expandir o tratamento
seguro da malaria por P. vivax. O objetivo do estudo foi avaliar o desempenho de um
teste quantitativo para deficiéncia de G6PD, o ECO G6PD Point of Care, em um local
de referéncia para tratamento de doencas infectocontagiosas, principalmente de
malaria, no Rio de Janeiro. O teste foi avaliado em amostras de sangue venoso de
125 individuos apds cumprirem critérios de inclusdo no estudo. Os resultados
mostram que o teste teve uma sensibilidade de 80%, especificidade de 96,3%, valor
preditivo positivo de 75%, valor preditivo negativo de 97,2% e uma acuracia de 94,4%,
demonstrando um desempenho superior ao teste de referéncia em sua capacidade
de diagnosticar a deficiéncia de G6PD. O teste STANDARD G6PD é uma ferramenta
promissora para auxiliar na deteccdo da deficiéncia de G6PD, principalmente em
locais de dificil acesso ou em situacdes em que o resultado do exame seja um critério

valioso para a tomada de decisé&o clinica no atendimento de enfermidades infecciosas.

Palavras-chave: Deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase; Anemia hemolitica,

Diagnostico laboratorial; Favismo.



SILVA, F.R.M. DETERMINING THE ACCURACY OF THE ECO G6PD
QUANTITATIVE POINT OF CARE METHOD IN PATIENTS WITH INFECTIOUS
DISEASES. Rio de Janeiro, 2022. 73 p. Dissertation (Professional Master in Clinical
Research in Infectious Diseases) — National Institute of Infectious Diseases Evandro
Chagas, Oswaldo Cruz Foundation.

ABSTRACT

G6PD deficiency affects about 500 million people worldwide and is prevalent in
many malaria-endemic area. People with G6PD deficiency are at risk of hemolysis
when exposed to certain medications, including 8-aminoquinoline drugs used to
treat Plasmodium vivax malaria. Increasing access to testing for G6PD deficiency
at or near the point of care is critical to expanding the safe treatment of P. vivax
malaria. The objective of this study was to evaluate the performance of a
semiquantitative test for G6PD deficiency, the ECO G6PD Point of Care, in a
reference site for the treatment of infectious diseases, especially malaria, in Rio de
Janeiro. The test was evaluated in venous blood samples from 125 individuals after
meeting study inclusion criteria. The results show that the test had a sensitivity of
80%, specificity of 96.3%, a positive predictive value of 75%, a negative predictive
value of 97.2%, and an accuracy of 94.4%, demonstrating a higher performance to
the reference test in its ability to diagnose G6PD deficiency. The STANDARD G6PD
test is a promising tool to aid in the detection of G6PD deficiency, especially in hard-
to-reach locations or in situations where the test result is a valuable criterion for

clinical decision making in the care of infectious diseases.

Keywords: Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency; Hemolytic anemia;

Laboratory diagnosis; Favism.
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1 INTRODUCAO

1.1 FUNCAO DA G6PD

A (glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) é uma enzima citoplasmatica,
importante no metabolismo das hemacias e responsavel pela manutencdo de sua
integridade funcional. A deficiéncia de G6PD afeta aproximadamente 500 milhdes de
pessoas em todo o mundo (LUZZATTO; ALLY; NOTARO, 2020a; PAKPARNICH et

al., 2021a; ZOBRIST et al., 2021).

Descrita pela primeira vez em 1956, a deficiéncia de G6PD foi detectada em
negros americanos que apresentaram crise hemolitica ap6s uso do antimalarico
primaquina. O sintoma observado foi de hemdlise intravascular em 10% dos soldados

negros e cerca de 2% nos soldados de origem mediterranea (CARSON et al., 1956).

Geralmente a glicose-6-fosfato € degradada pela via glicolitica até piruvato,
sendo oxidada pelo ciclo do &cido citrico, culminando com a formacdo de ATP.
Entretanto, a glicose-6-fosfato participa de outra via catabdlica, sintetizando pentose-
fosfato e NADPH (Nicotinamida adenina dinucleotideo-fosfato, forma reduzida)
através da via das pentoses-fosfato (Figura 1), ou via do fosfogliconato ou ainda via

da hexose-monofosfato (LUZZATTO; NANNELLI; NOTARO, 2016).

A principal fungdo da G6PD ¢é a participacdo na defesa antioxidante, atuando
na reacao de reducdo do NADPH que é um doador de ions hidrogénios, e da
conversdo da glutationa oxidada (GSHS) para sua forma reduzida (GSH)

(CAPPELLINI; FIORELLI, 2008).

A GSH é de extrema importancia para defesa antioxidante. Ela reage com o

peréxido de hidrogénio (H.O.) mantendo os niveis de grupo tiol da hemoglobina e
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outras proteinas no estado reduzido, mantendo assim a integridade da célula (ARESE

et al., 2012).

Figura 1 —Sintese de NADPH pelavia das pentoses por agcdo da enzima G6PD e 6-fosfogluconato
desidrogenase.

Fase Fase
nao oxidativa oxidativa
I B 1 NADPH
I Glicose-6-fosfato I
/ NADP* 2GSH
Glutationa-
-redutase
NADPH GSSG
Transcetolase ‘ Acidos graxos
transaldolase I 6-Fosfogliconato I esterdis, etc.
NADP*
Biossintese
redutora

0, NADPH

C
\ Precursores
I Ribulose-5-fosfato

v
I Ribose-5-fosfato l

l

Nucleotideos, coenzimas,
DNA RNA

Fonte: Adaptado de GOMEZ-MANZO et al., 2016.

A distribuicdo das variantes de G6PD esta relacionada a grupos étnicos em
associacao a localizacao geografica. Estudos recentes relataram altas frequéncias na
Africa, Asia, regido do Mediterraneo e Oriente Médio. Considerando o alto indice de
imigragfes, altos indices também foram relatados na América do Norte e do Sul

(BAHK et al., 2021).
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1.2 ESTRUTURA E GENETICA DA G6PD

A G6PD é um monémero de 514 amino4cidos cujo gene esté localizado na
regido telomérica do braco longo do cromossomo sexual X (Figura 2), na regido 2 da

banda 8 (Xg28). O gene consiste em 13 éxons e 12 introns (ARUNACHALAM et al.,

2020).
Figura 2- Localiza¢c&o do gene G6PD no cromossomo X.
: G6PD
Hypoxanthine
Phosphoribosyltransferase  Factor IX Fragile Site Colour Vision Factor VIl
HPRT F9 FRAXD (BBM F8C
= | ( J > f
UL Xq26 Xq28 ' Telomere
FSQ 5 ? G6PD (BBM
— g IR
i
s G6PD gene S 3
= ‘ SR
| | L1 T

Fonte: CAPPELLINI; FIORELLI, 2008a.

Por estar relacionada ao cromossomo X, a deficiéncia de G6PD afeta
geralmente o sexo masculino que contém apenas um alelo para o gene G6PD, sendo
considerado hemizigotos, podendo ainda ser hemizigoto normal ou deficiente. Ja o
sexo feminino, por possuir 2 cromossomos X, podem apresentar 3 genétipos distintos,
homozigoto normal (tipo selvagem), e deficiente heterozigoto ou homozigoto

(FERREIRA et al., 2021).

Mulheres heterozigotas possuem duas populacdes de hemacias distintas,
podendo cada hemacia apresentar atividade enzimatica normal ou deficiente; assim,
apos um evento hemolitico, apenas a populacdo de atividade deficiente sera

degradada (KOROMINA et al., 2021a).
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Sdo mais de 200 gendtipos de mutagbes para deficiéncia de G6PD com
importancia clinica descritos, gerando uma enzima instavel, o que pode acarretar
hemodlise de acordo com a expressdo de trés diferentes alelos: homozigoto,
hemizigoto e heterozigoto (Figura 3). A hemolise causada pela deficiéncia de G6PD
pode ser considerada leve como no caso da variante africana, até extremamente

severa, como na variante Mediterranea e da Mahidol (CHU et al., 2018)

Figura 3 - Genética da deficiéncia de G6PD.

5 & & @ ) Q
X Y X v X X X X X X
N
[ )
14
* X-linked
* ~180 different mutations
* Mainly single base change
Hemizygous Normal Heterozygous  Homozygous Normal

Fonte: WHO (2018).

A maioria das mutacbes da G6PD sdo do tipo missense, acarretando
substituicdo dos aminoacidos, comprometendo a sua estabilidade, ou diminuindo sua
atividade catalitica, ou ainda ambas simultaneamente (LUZZATTO; ALLY; NOTARO,

2020b).

1.3 PAPEL DA G6PD NAS HEMACIAS

Apesar da ampla distribuicdo no organismo e tecidos, € no metabolismo das
hemacias que a enzima G6PD exerce a fun¢cdo mais importante, atuando na via

metabdlica para producdo de energia e sintese de substancia redutora essencial
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(NADPH) para protecdo da integridade das hemacias contra agentes oxidantes

(BELFIELD; TICHY, 2018).

As hemécias maduras nao conseguem obter energia, sintetizar acidos
nucléicos e proteinas como as outras células do corpo; isto ocorre pelo fato de néo
terem ndcleo e perderem as mitocondrias durante o seu amadurecimento. Assim, as
hemacias utilizam uma via alternativa para obtencdo de energia, através da quebra
da glicose. Dessa forma, conseguem manter os niveis de ATP e de poder redutor para

realizar suas funcgdes vitais (ACOSTA SANCHEZ; NUNEZ; SUAREZ LUENGO, 2003).

A G6PD catalisa a primeira etapa da via das pentoses, atuando através da
reducdo do NADP a NADPH, e com a sintese e manutencao dos niveis de glutationa
no estado reduzido (GSH), por meio da glutationa redutase (figura 4). E através desta
via que as hemacias possuem a Unica fonte de nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato reduzida (NADPH). Com a diminui¢cdo dos niveis de NADPH nas hemécias, e
consequente queda dos niveis de GSH, as hemacias ficam vulneraveis ao estresse
oxidativo causados pelas espécies reativas de oxigénio e/ou radicais livres.

(CONITEC, 2018).

Figura 4- Acao da G6PD no processo de eliminagédo do peréxido de hidrogénio nas hemacias.

Superdéxido

, O dismutase
O \ _ {em excesso)
® °) S

HO*
‘ Glicose 6-P \ A;—)

NADP* 2GSH H,O,
GLICOSE 6-P ——— X;
DESIDROGENASE  N_ . . _AC AT . o N Eatalase
NADPH GssG 2H,0
,O
6-P-gluconolactona

H

Glutatido Glutatido
redutase peroxidase

Manutenc3oda / GSH \ Destoxificagdo, reagindo com perdxido de
hemoglobina no estado hidrogénio e perdxidos orgénicos

ferroso

Podem lesar as membranas

Fonte: Adaptado de HARCKE; RIZZOLO; HARCKE, 2019.
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A principal alteracdo metabdlica observada na deficiéncia da enzima é a
hemolise aguda que pode ser desencadeada por infeccdes e algumas substancias
com propriedades oxidativas (KOROMINA et al.,, 2021b). Os danos observados
refletem a fragilidade celular ao estresse oxidativo, com dano aos lipidios da
membrana dos eritrécitos, particularmente suscetiveis por serem ricos em grupos
sulfidrila (SH), formando produtos dissulfetos que levam a desnaturacéo de proteinas
dessa membrana e dano a hemoglobina. A hemoglobina desnaturada se precipita no
interior da heméacia formando os corpusculos de Heinz (Figura 5) com consequente

hemolise (DALLOL et al., 2012; LUZZATTO; ALLY; NOTARO, 2020a).

Figura 5 — Corpos de Heinz: precipitados de hemoglobinas desnaturadas no interior das
hemacias em resposta ao estresse oxidativo.

Fonte: LUZZATTO; ALLY; NOTARO, 2020b.

1.4 EPIDEMIOLOGIA DA DEFICIENCIA DE G6PD

As variantes deficientes de G6PD sdo amplamente distribuidas ao redor do
mundo (Figura 6), estimando que cerca de 500 milhées de pessoas carregam uma
mutacao para G6PD deficiente (LUZZATTO; ALLY; NOTARO, 2020a; PAKPARNICH

et al., 2021a; ZOBRIST et al., 2021). A maior prevaléncia é encontrada nas ilhas do
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pacifico central e do sul e sudeste da Asia, Oriente médio, Africa e sul da Europa;
entretanto, em decorréncia da imigracéo, alelos deficientes sédo bastante prevalentes

nas Américas do Norte e do Sul e Norte da Europa (CAPPELLINI; FIORELLI, 2008).

A frequéncia média da deficiéncia de G6PD em paises endémicos de malaria
é estimada em 8%. Entre todas as deficiéncias conhecidas, as variantes G6PD A e
G6PD Mediterranea foram relatadas como sendo detectadas com maior frequéncia e
sdo as principais responsaveis pela ocorréncia de eventos hemoliticos (FRANK,
2005). A variante G6PD A é o alelo mais predominante no continente africano,
enquanto que o alelo G6PD Mediterraneo é mais frequente na Asia Ocidental

(HOWES et al., 2013c).

Figura 6 — Distribui¢édo epidemiolégica global da deficiéncia de G6PD.

Fonte: Luzzatto et al., 2020.

Diferentes alelos deficientes sdo encontrados nas areas endémicas de malaria,

com excecdo da Africa, a qual apresenta 90% da variante A- que também é
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encontrada com bastante prevaléncia na Italia, América do Norte e do Sul, nas indias
Ocidentais, Espanha e Portugal e onde houver a presenca de imigrantes africanos. A
segunda variante mais encontrada é a mediterranea, prevalente nos paises que
circundam o mediterraneo e ainda em Israel, Oriente Médio, india e Indonésia

(CAPPELLINI; FIORELLI, 2008; HOWES et al., 2013a).

1.4.1 Epidemiologia da deficiéncia de G6PD no Brasil

Pesquisa recente com 1.222 doadores de sangue no municipio de Manaus
demonstrou através de analise molecular, mutacdes para deficiéncia de G6PD em 101
deles. As variantes A376G e G202A foram confirmadas por RT- PCR em 95 casos,

sendo as mais prevalentes na regido (FERREIRA et al., 2021).

Estudo realizado pelo Hospital Albert Einstein em uma maternidade do estado
do Espirito Santo avaliou a prevaléncia e os polimorfismos G202A, A376G e C563T
em 1.000 amostras através de teste quantitativo enzimatico colorimétrico utilizando kit
comercial (INTERCIENTIFICA® NeoLISA G6PD, Sdo José dos Campos, SP, Brasil).
e utilizando biologia molecular por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para
caracterizacdo das variantes deficientes. Identificou-se que 25 pacientes
apresentavam a deficiéncia de G6PD, representando 2,5% de prevaléncia, sendo
todos do sexo masculino. Ja a variante G6PD A- (A376G e G202A) que representa a
variante africana tipo A- foi encontrada em 100% das amostras testadas como

positivas para deficiéncia de G6PD (PEREIRA et al., 2019).

Outra pesquisa realizada na cidade de Araraquara, estado de Sdo Paulo, com
5.087 doadores de sangue do sexo masculino, onde 0s supostos portadores da

deficiéncia foram identificados através do método qualitativo de Brewer e
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com diagnésticos confirmados através do teste de Beutler (método que averigua a
presenca ou auséncia de galactosemia), métodos moleculares evidenciaram a
prevaléncia de 1,75% (n=89) de deficientes em G6PD, dentre eles 86 (96,6%)
apresentaram a variante G6PD A- (A376G e G202A) e apenas 3 (3,4%) amostras
apresentaram a variante (C563T) mediterranea (DE PAULA FERREIRA; LEITE;

LEITE, 2014) .

Os estudos corroboram com trabalhos realizados anteriormente na populagao
brasileira e demonstram que a prevaléncia da deficiéncia de G6PD no Brasil pode
variar de 1 a 10% de acordo com a regido, e confirma que a maior prevaléncia da

variante G6PD no Brasil € a variante G6PD A- do tipo africana (PEREIRA et al., 2019).

1.5 MANIFESTACOES CLINICAS DA DEFICIENCIA DE G6PD

A grande maioria dos portadores da deficiéncia de G6PD s&o assintomaticos,
independente do grau de deficiéncia, até que expostos a fatores desencadeantes, com
excecdo dos portadores de anemia hemolitica ndo esferocitica (AHNE), que
apresentam anemia cronica. Portadores da deficiéncia de G6PD podem desenvolver
anemia hemolitica aguda por trés gatilhos: favismo, infecgcbes e medicamentos

(LUZZATTO, 20086).

1.5.1 Anemia hemolitica aguda (AHA)

1.5.1.1 Favismo

Considerado o principal gatilho para crises hemoliticas em portadores de
deficiéncia de G6PD, o consumo de feijao fava (Vicia faba), conhecido como favismo,

foi inicialmente observado no mediterraneo, oriente médio e norte da Africa, onde a
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fava € muito consumida, sendo associada a variante mediterranea. O favismo é
causado pelas agliconas divicina e isouramil que sdo metabdlitos dos glicosideos de

piridina, vicina e convicina (MASON; BAUTISTA; GILSANZ, 2007).

Os sintomas séo palidez, ictericia, dor abdominal ou lombar, podendo
apresentar febre, aumento do baco, anemia de moderada a muito grave, geralmente
normocitica e normocrémica e urina escura (hemoglobinudria). A hemolise geralmente
€ intravascular. Os exames laboratoriais podem revelar leucocitose com aumento de
neutrofilos, anemia com presenca de corpos de Heinz nas hemacias, baixa ou
indetectavel haptoglobina, concentracdo de bilirrubina ndo conjugada e lactato
desidrogenase elevados, indicando que a hemolise extravascular também pode

ocorrer (LUZZATTO; ALLY; NOTARO, 2020b).

1.5.1.2 Anemia hemolitica aguda causada por medicamentos

O segundo gatilho para as crises de anemia hemolitica aguda € o uso de
determinados medicamentos (Quadro 1). Os sintomas apresentados sao semelhantes

ao favismo.

A primaquina foi utilizada ap6s grande necessidade do uso de um farmaco que
prevenisse a recaida de malaria apds a guerra do pacifico, sendo utilizada pelas
tropas americanas desde a guerra da Coréia, € um 8-aminoquinolina conhecida como
o principal medicamento capaz de desencadear crises hemoliticas (BAIRD;
HOFFMAN, 2004). Porém € a Unica desta classe utilizada atualmente em todo Brasil
contra a recidiva de Plasmodium Vivax, causada pelos hipnozoitos (forma latente
responsavel pela recidiva de malaria) que emergem do figado, ja que a tafenoquina

encontra-se em fase de implementacao gradual no pais (BRITO-SOUSA et al., 2019).
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Quadro 1 — Agentes capazes de causar hemdélise em portadores de deficiéncia de G6PD.

Categoria

Analgésicos e
antipiréticos

Antiarritmicos
Ante-helmintico

Anti-hipertensivo

Antimalaricos

Antianginosos

Podem ser usados com
cuidado

Acetaminofeno, acetofenatidina,
AAS, aminopiridina, antipirina,
fenacetina, paracetamol

Procainamida

Cloroquina, pirimetamina,
quinacrita, quinino

Devem ser evitados

Acetanilida, matamizol, fluotane, Acido
aminosalicilico

Quinidina

Piperazina

Captropil, maleato de inalapril, cloridrato
de hidralazina

Hidroxicloroquina, mefloquina,
pamaquina, pentaquina, primaquina,
quinocida

Mononitrato de isossorbida, dinitrato de
isossorbida, nitroglicerina

Antibacterianos

Antiepilético
Antiparkisoniano
Antiprotozoario
Antisépticos
Antitoxicos

Anti-inflamatoério

Anti-histaminicos

Citostaticos
Contrates

Estrogénio

Acido p-aminobenzoico,
isoniazida, trimetropina,
estreptomicina

Fenitoina

L-Dopa

Astemizol, azatadina,
bronfeniramina, cetirizina,
clorfeniramina, ciproeptadina,
difenidramina, dexclorfeniramina,
elastina, hidroxizina, loratadina,
mequitazina

Doxorrubicina

Acido nalidixico, Cloranfenicol, dapsona,
ciprofloxacino, , fenazopiridina,
uraltodona, furmetonol, Nitrofurantoina,
nitrofurazona, norfloxacino, ofloxacino,
Cotrimoxazol.

Furazolina
Azul de metileno
Dimercaprol

Probenicide

Azul de toluidina

Mestranol

Sulfonamidas e
sulfonas

sulfacetamida, sulfametoxazol,
sulfametoxipirimidina, sulfapiridina,
sulfassalazina, diaminodifenilsulfona,




25

Sulfisoxazole, sulfadiazina, dapsona,sulfanilamida,sulfamerazina,
sulfametoxipiridazina sulfatiazole, sulfoxone, tiazolsufona
Vitaminas Vitamina c vitamina K1, vitamina K3

Alimentos de uso

f o corantes, gréo de fava, naftaleno
domestico

Fonte: GARCIA et al., 2021; WARNY et al., 2015; YOUNGSTER et al., 2010.

1.5.1.3 Anemia hemolitica causada por infeccoes

A infeccao é o terceiro gatilho para desencadear a anemia hemolitica aguda,
porém 0s casos Sd0 mais raros, a ndo ser em caso de infeccdo bacteriana grave.

(LUZZATTO; ALLY; NOTARO, 2020b).

A infeccdo causada pelos virus das hepatites A e B, citomegalovirus,
pneumonia e febre tifoide podem causar hemdlise nos portadores da deficiéncia de
G6PD, sendo a gravidade determinada por fatores como administracdo concomitante

com outras medicacdes, funcdo hepatica e idade (CAPPELLINI; FIORELLI, 2008).

1.5.1.4 Anemia hemolitica ndo esferocitica (AHNE)

Algumas variantes da deficiéncia de G6PD podem causar anemia hemolitica
nao esferocitica cronica, que se caracterizada por anemia cronica e geralmente é
descoberta durante a infancia. Considerada pela Organizacdo mundial da Saude
(OMS) como variante tipo |, o diagndstico € clinico e geralmente o portador apresenta
histéria de ictericia neonatal grave e anemia cronica exacerbada pelo estresse
oxidativo, podendo necessitar de transfusdo de sangue (CAPPELLINI; FIORELLI,

2008).
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1.5.1.5 Ictericia neonatal

Geralmente se manifesta no periodo neonatal. A chance do neonato com
deficiéncia de G6PD apresentar ictericia neonatal € bem maior que o0s que
apresentam G6PD normal. A ictericia nos bebés deficientes de G6PD pode ser bem
mais grave, principalmente nos casos dos prematuros, com infecgcdes ou fatores
ambientais como uso de naftalina. A ictericia neonatal em portadores da deficiéncia

de G6PD sem tratamento adequado pode ser grave e causar sequelas neurolégicas

irreversiveis (LUZZATTO, 2006).

1.6 CLASSIFICACAO DA ATIVIDADE DE G6PD SEGUNDO A OMS

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classifica a G6PD de acordo com a
atividade enzimatica, variando de <1% a mais de 150%, correspondendo as classes
I-V (Quadro 2), nas quais as classes I, Il e lll sdo consideradas em risco de eventos

hemoliticos (WHO WORKING GROUP, 1989).

Quadro 2 — Classificacdo da atividade de G6PD segundo a OMS.

. ATIVIDADE % DE ATIVIDADE
CLASSE CLINICA ENZIMATICA ENZIMATICA
I Anemia hemolitica Muito deficiente <10%
ndo esferocitica
1] Hemolise Muito deficiente <10%
ot Moderadamente

I Hemolise deficiente 10 a 60%
v Normal Normal >85%
\ Normal Aumentada (< 150%) >150%

Fonte: Elaborado pela autora.
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A gravidade dos sintomas clinicos e o tratamento necessario dependem do
grau de deficiéncia enziméatica, da natureza e dose total do agente oxidativo, tempo
de exposicdo, presenca de estresses oxidativos adicionais e fatores pré-existentes
como idade, concentracdo da hemoglobina e infeccdo concomitante (CAPPELLINI;

FIORELLI, 2008).

1.6.1 Classe |

Caracterizada como deficiéncia severa, apresentam substituicdo de um ou mais
aminoacidos, perto do sitio de ligagdo com o NADP, o que prejudica a estabilidade
estrutural da enzima. Como exemplos G6PD Bangkok (Lys275Asn), Bangkok noi
(Phe501CYS), entre outras (PAKPARNICH et al., 2021b). Os portadores da
deficiéncia classe | apresentam quadro de AHNE crdnica, com as hemacias
apresentando meia vida menor que o normal, mesmo ndo sendo expostos ao estresse

oxidativo, sendo necessario suporte transfusional (PETERS; NOORDEN, 2009) .

1.6.2 Classe Il

Considerada deficiéncia grave com até 10% de atividade enzimética, também
afeta a estabilidade da enzima, a variante Mahidol (Glyl63Ser) e Mediterranea
(Ser188F) sdo exemplos da classe. Portadores com multiplas muta¢cées como Mahidol
+ Viangchan (Gly163Ser +Val291Met) apresentam atividade enzimatica muito menor
guando comparados a portadores com uma unica substituicio de aminoacido

(PAKPARNICH et al., 2021b).

1.6.3 Classe Il

Considerada deficiéncia moderada por apresentar de 10 a 60% de atividade

enzimatica, a variante africana ou A-, é responsavel por cerca de 90% da deficiéncia
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na Africa e apresenta grande importancia pela sua alta prevaléncia no Brasil. Outra

representante da classe € variante Seattle (D282H) (CAPPELLINI; FIORELLI, 2008).

1.6.4. Variante classe IV

Portadores da classe IV apresentam atividade enzimatica ligeiramente
diminuida, representada pela variante B, considerada o “tipo selvagem” da enzima,

nao apresentando substituicdo de aminoacidos (COMPRI; SAAD; RAMALHO, 2000).

1.6.5 Variante Classe V

Pouco relatada a variante de classe V apresenta atividade aumentada, como

exemplo a variante Verona (COMPRI; SAAD; RAMALHO, 2000).

1.7 DIAGNOSTICO

O diagnostico da deficiéncia de G6PD se baseia na sintese de NADPH, a partir
de NADP e G6P. Porém, as variantes com baixa atividade enzimatica sao facilmente
detectadas, ao contrario das variantes com atividade intermediaria; que neste caso,
as ferramentas de biologia molecular podem ser utilizadas como diagnostico (ARESE

et al., 2012).

O estado de deficiéncia de G6PD de um individuo pode ser caracterizado pelo
genotipo ou pelo fendtipo (homozigoto, heterozigoto ou hemizigoto). Existem
ferramentas cada vez mais eficazes para a genotipagem de G6PD, tanto em termos
de custo quanto de pontualidade (ZHANG et al., 2015). Para os individuos do sexo
masculino, o genotipo é suficiente para atribuir inequivocamente um fendétipo. Para
mulheres, o gendtipo de mulheres heterozigotas para um alelo G6PD normal e G6PD

deficiente ndo pode ser classificado fenotipicamente de forma inequivoca, pois suas
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atividades enzimaticas no sangue podem variar entre 20-80% de um valor normal,

com a maioria perto da faixa de atividade normal de 50% (ANDERLE et al., 2018).

O padréo de referéncia mais comumente utilizado para medi¢do da atividade
de G6PD é um ensaio espectrofotométrico quantitativo (PFEFFER et al., 2020;
ROPER et al., 2020). Este teste é complexo, exigindo infraestrutura laboratorial (por
exemplo, equipamentos, eletricidade, luz fluorescente) e pessoal experiente para ser
implementado — tornando-o inacessivel para a maioria dos casos de uso préximo ao

paciente, principalmente em ambientes endémicos de maléria.

O teste mais utilizado € o teste qualitativo de ponto fluorescente (fluorescent
spot test), que € mais barato e mais simples de operar . O principio do teste de ponto
fluorescente depende da fluorescéncia do NADPH sob luz UV de onda longa. A
reducdo de NADP* a NADPH ocorre na presenca de G6PD e a taxa de formacéo de
NADPH é proporcional a atividade de G6PD. No entanto, ainda existem limitages
notaveis com este teste, que requer uma cadeia de frio, alguma infraestrutura
laboratorial e pessoal treinado. Para preencher essa lacuna de diagndstico e
aproximar o teste da deficiéncia de G6PD do paciente, novos testes no local de
atendimento estdo se tornando cada vez mais disponiveis (ANDERLE et al., 2018;

LEY et al., 2017).

Esses testes incluem biossensores quantitativos ou semiquantitativos que
fornecem uma medicdo numérica da atividade enzimatica em um leitor digital (ALAM
et al., 2018; BANCONE et al., 2018; PAL et al., 2019), bem como testes qualitativos
de diagnostico rapido (TQDR) também denominados Point of Care (POC), que
fornecem avaliacdes binarias ou categoricas do status de G6PD que séo interpretados
visualmente. E importante ressaltar que os TQDR s6 sdo capazes de identificar

deficiéncias graves (<30% de atividade), enquanto os biossensores quantitativos ou
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semiguantitativos podem discriminar toda a gama de deficiéncias e, portanto,
identificar mulheres heterozigotas com status intermediario de G6PD (LEY et al.,

2017).

Diversos testes sao utilizados para a determinacéo da deficiéncia de G6PD de
acordo com a infraestrutura local, os recursos disponiveis e 0s objetivos propostos na

execucao do teste. Os principais séo:

1.7.1 Teste de Brewer

Padronizado em 1962 por Brewer et al., o método € qualitativo baseado na
atividade enzimatica através da reducao da metemoglobina, e ndo é capaz de detectar

a deficiéncia em individuos heterozigotos (BREWER; TARLOV; ALVING, 1962).

A G6PD catalisa a oxidacéo da glicose-6-fosfato para 6-fosfogliconato (6PG),
reduzindo a nicotina-adenina dinucleotideo fosfato (NADP) a NADPH. Assim o0s
individuos com a enzima G6PD presente na amostra, realizam a oxidacdo da
hemoglobina para metahemoglobina na presenca do nitrito de sddio, e com acédo do
azul de metileno, que funciona como estimulador das vias das pentoses, converte a
metahemoglobina em hemoglobina, o que resulta em uma cor avermelhado pela

presenca de hemoglobina presente na amostra.

Nos casos dos individuos portadores da deficiéncia de G6PD, ha a converséo
de hemoglobina em metahemoglobina (Figura 7), porém o azul de metileno nao
estimula a via das pentoses por falta de aporte de NADPH. Dessa forma, a
reconversdo de metahemoglobina em hemoglobina ndo acontece, resultando em uma

cor acastanhada devido a presenca da metahemoglobina na amostra.
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Figura 7 — Conversao da hemoglobina em metahemoglobina e reconverséo pela acéo do azul de
metileno através do Método de Brewer.

Nitrito/glicose

Azul de Metileno

Fonte: Elaborado pela autora.

1.7.2 Ensaio citoquimico

Desenvolvido em 1968, € confidvel para deteccdo de todas as formas da
deficiéncia. Confiavel por demonstrar a atividade de G6PD em células
individualmente. Entretanto, como € composto por varias etapas, torna-se

extremamente demorado e propenso a erros (PETERS; NOORDEN, 2009).
1.7.3 Ensaio espectrofotométrico
Requer equipamento especifico, apresenta 11% de sensibilidade para

deteccdo de heterozigotos, sdo Uteis para deteccdo de homens hemizigotos e

mulheres homozigotas (PETERS; NOORDEN, 2009).

1.7.4 Fluorescent spot test

O teste rapido fluorescent spot test, apresenta ampla utilizacdo devido a sua
sensibilidade e especificidade. O teste se baseia em uso de papel de filtro, onde ocorre

fluorescéncia de NADPH apés adicdo de G6P e NADP. Como desvantagem o método
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requer equipamentos adequados como cadeia de frio, o0 que torna o teste inadequado

para trabalho de campo (PIENTHAI et al., 2019).

1.7.5 Andlise por biologia molecular

A andlise de caracterizacdo molecular se mostra eficiente especialmente na
identificacdo dos vérios tipos de mutacfes, tem a vantagem de poder ser realizado
com DNA armazenado, e ainda evita o problema causado pela reticulocitose, onde o
excesso de hemacias jovens em atividade pode causar um resultado falso-negativo.
Tem como inconveniente o tempo de execucdo do procedimento, além de exigir
pessoal treinado e ampla estrutura laboratorial, podendo ainda néo identificar

mutacdes com baixa frequéncia (LUZZATTO; ALLY; NOTARO, 2020b).

1.7.6 BinaxNow G6PD (lverness Medical)

Novas tecnologias “Point of care” foram implementadas para deteccado de
deficiéncia de G6PD, como o BinaxNow G6PD (lverness Medical). Se trata de um
método cromatografico enzimético qualitativo, que preconiza temperatura entre 18 e
25°C para sua execucédo, além de coleta de sangue venoso, 0 que causa uma série
de problemas operacionais impossibilitando seu uso em paises de area endémica de

maléria (OSORIO et al., 2015).

1.7.7 Carestart G6PD (Acess Bio)

O Carestart G6PD (Acess Bio), € um teste rapido, barato e de simples
manuseio. Sua principal vantagem sobre o BinaxNow € que permite utilizar sangue
capilar e ndo ha limitagio de temperatura para sua implementacédo. E um método

baseado na reducao do nitro azul tetrazoélio (BRITO et al., 2016).
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1.7.8 ECO G6PD Point of Care

O SD Biosensor (Suwon, Coréia do Sul) ECO G6PD Point of Care, é um teste
enzimatico colorimétrico, que se baseia na formacdo de NADPH pela G6PD.
Apresenta como vantagem a simples execucdo, preco acessivel (em torno de
R$32,00/teste), ndao ha necessidade de corrente elétrica considerando que sua
alimentacdo ocorre por duas pilhas AA e fornece resultados quantitativos e
concentracdo total de hemoglobina em 2 minutos, permitindo ainda identificar

mulheres heterozigotas portadoras de deficiéncia de G6PD (PAL et al., 2019).

O beneficio dos produtos quantitativos instrumentados € que eles podem
abordar a variacdo de temperatura inerente da enzima por meio da correcdo de
temperatura, mantendo sua precisao e, portanto, uso em uma faixa de temperatura
mais ampla, em contraste com os testes qualitativos. O diagndstico da deficiéncia de
G6PD na triagem neonatal por testes quantitativos sdo cada vez mais relevantes por
fornecer padronizacdo dos resultados entre homens e mulheres, esse método
também é recomendado aos pacientes em uso de primaquina em altas doses e a

droga antimalarica Tafenoquina (DOMINGO et al., 2019).
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2 JUSTIFICATIVA

Partindo da premissa que o Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas,
unidade técnico-cientifica da FIOCRUZ (INI/FIOCRUZ), atende portadores de
doencas infecciosas onde a prescricdo de medicamentos oxidantes como a
primaquina, sulfonamidas, sulfonas, entre outros, podem ativar gatilhos hemoliticos,
desencadeando um quadro de anemia hemolitica aguda (AHA) nos portadores de
deficiéncia de G6PD, h4d uma grande necessidade de validagcdo de novas ferramentas
de diagnéstico que sejam rapidas, eficientes e confidveis para deteccdo dessa
deficiéncia, a fim de evitar a piora do quadro clinico, acentuando a anemia ja causada

pela doenca de base, como no caso da malaria.

O INI/FIOCRUZ atualmente utiliza o método quantitativo de Brewer como
padréo de referéncia. Trata-se de um método considerado simples, entretanto, tem
um longo periodo de execucao, aléem de apresentar um resultado de leitura subjetiva
por se tratar de leitura visual, o que por vezes leva a discordancia entre os

laboratoristas.

O ECO G6PD Point of care € um sistema rapido, simples, confiavel, que fornece
resultados quantitativos em apenas 2 minutos. O teste auxilia na identificacdo de
portadores de deficiéncia de G6PD, fornecendo acesso ao diagndéstico e permitindo

decisdes imediatas de tratamento.

A principal vantagem do método quantitativo ECO G6PD Point of care quando
comparado ao método quantitativo de Brewer, é o fato de detectar heterozigotos.
Estudos relatam que mulheres heterozigotas em uso de doses diarias de primaquina
apresentam risco potencial de desencadear hemodlise clinicamente significativa

guando testadas como fenotipicamente normais nos testes qualitativos.
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Portanto, a identificacdo de marcadores bioldgicos por métodos rapidos e de
facil execucgdo, que identifiquem pacientes com maior risco para apresentar eventos
hemoliticos decorrentes da deficiéncia de G6PD em pacientes com doencas
infecciosas possibilitard um melhor acompanhamento clinico destes individuos, assim
como o inicio de medidas terapéuticas adequadas, como por exemplo, a substituicdo

do farmaco.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO PRINCIPAL

e Determinar a acuracia do método diagnéstico ECO G6PD Point of care para

deteccédo da deficiéncia de glicose-6-fosfato-desidrogenase.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a concordancia entre o método quantitativo (ECO G6PD Point of Care)
e 0 método qualitativo da reducdo de metahemoglobina (Teste de Brewer) na

deteccao da deficiéncia de G6PD;

e Avaliar a acuracia do método quantitativo (ECO G6PD Point of Care) na
deteccao da deficiéncia de G6PD utilizando o método qualitativo da reducao de

metahemoglobina (Teste de Brewer) como padrao de referéncia;

e Estimar a prevaléncia da deficiéncia de G6PD nos pacientes portadores de
doencas infecciosas atendidas no Instituto Nacional de Infectologia Evandro

Chagas no periodo de maio de 2020 a dezembro de 2021,

e Elaborar um Procedimento Operacional Padrdo (POP), descrevendo a
metodologia e aplicabilidade do teste do método quantitativo (ECO G6PD Point

of Care).
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4 METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo seccional de validacao diagnéstica para avaliar a acuracia
do método diagnéstico ECO G6PD Point of Care na detec¢éo da deficiéncia de G6PD,
seguindo as recomendacdes contidas no STARD (Standards for Reporting Diagnostic

accuracy studies) (KOREVAAR et al., 2016).

As analises qualitativas da reducdo de meta-hemoglobina (Teste de Brewer) e
as analises quantitativas (ECO G6PD Point of Care) foram realizadas na Agéncia
Transfusional do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas/INI-FIOCRUZ no

periodo de maio de 2020 a dezembro de 2021.

4.2 TAMANHO AMOSTRAL

Para a avaliacdo de acuracia do método diagnéstico ECO G6PD Point of Care
para deteccdo da deficiéncia de G6PD foram necessarias 125 amostras sanguineas.
O calculo do n amostral foi realizado no programa WinPepi versao 11.63, com nivel
de confianca de 95%, desvio padrao de 5% e prevaléncia estimada da deficiéncia de

G6PD de 8,0%.

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos no estudo:

o Pacientes com idade minima de 18 anos;
o Matriculados e em acompanhamento no INI/FIOCRUZ;
o Concordaram com o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

(APENDICE A).
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4.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO
Considerando que alguns parametros laboratoriais podem interferir no
resultado do teste ECO G6PD Point of Care, foram excluidos pacientes que

apresentaram os seguintes resultados laboratoriais:
¢ Nivel de hemoglobina < 7,0 g/dL;
e Valor de bilirrubina > 5,0 mg/dL;

e Nivel de triglicerideos > 500 mg/dL.

4.5 COLETA DAS AMOSTRAS

A coleta de amostras foi realizada pelo Servico de Gestdo de Amostras e
Resultados (SGAR) do INI/Fiocruz. Foram coletadas amostras de sangue total em
anticoagulante acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) para as quais foi solicitado o
teste qualitativo de Brewer. A inclusdo na rotina foi realizada conforme demanda da

Agéncia Transfusional (AT).

Apobs assepsia do local da puncdo com alcool 70% a coleta foi realizada com
tubos a vacuo de 2 ou 3 mL e agulhas descartaveis 25mm x 7mm. Foi realizada a
puncao venosa periférica na fossa antecubital das veias antecubital média, cefalica e
basilica. A identificacdo dos tubos foi realizada com etiquetas contendo codigos de
barras e, posteriormente, as amostras foram encaminhadas a Agéncia Transfusional,
onde foram cegadas e posteriormente realizados os testes quantitativos com o novo
método ECO G6PD Point of care em paralelo ao método qualitativo de Brewer, método

ja utilizado pelo servico.
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4.6 DETERMINACAO LABORATORIAL DA DEFICIENCIA DE G6PD

4.6.1 Técnica do Método de Brewer

Foram utilizados 3 tubos de ensaios, identificados como amostra propriamente
dita (A), um de controle negativo (CN), e por ultimo o controle positivo (CP). Em
seguida foi realizada a pipetagem de 200uL de amostra de sangue total em um dos
tubos (A). O controle negativo (CN) recebeu somente a amostra de sangue total, o
controle positivo (CP) recebeu ainda 10 uL de nitrito de sodio-glicose, e o tubo da
amostra propriamente dita (A) recebeu 20uL de nitrito de sédio-glicose, além de 20uL

de azul de metileno (Quadro 3).

Quadro 3 — Distribuicéo das aliquotas de amostras e reagentes no teste de Brewer.

CONTROLE CONTROLE
REAGENTE AM(?AS)T RA NEGATIVO POSITIVO
(CN) (CP)
NITRITO DE SODIO-GLICOSE 20uL - 10pL
AZUL DE METILENO 20uL - -
AMOSTRA DE SANGUE 200pL 200pL 200pL

Fonte: Elaborado pela autora.

Apoés a pipetagem, os tubos foram homogeneizados e incubados em banho
maria por 3 horas a 37°C. Findado este prazo, foram adicionados 10 mL de agua
destilada em cada um dos tubos. Os mesmos foram homogeneizados e as reacoes

comparadas visualmente de acordo com as coloracdes apresentadas.

4.6.1.2 Interpretacdo dos Resultados

O controle negativo apresenta coloragdo avermelhada pela presenca de
hemoglobina, apos reconversdo da metahemoglobina, enquanto o controle positivo

nao reconverte a metahemoglobina por falta de aporte de NADPH apresentando
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coloracdo acastanhada devido a presenca de metahemoglobina na amostra. A

amostra é sempre comparada com a coloracdo dos tubos de controle positivo e

controle negativo (Figura 8).

Figura 8 — Interpretacao visual do método de Brewer de uma amostra com resultado negativo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.6.2 Método ECO G6PD Point of Care

Para o método quantitativo, foi utilizado o teste ECO G6PD Point of care (SD

Biosensor, Suwon, Coreia do Sul). O ECO G6PD Point of Care € um método

guantitativo enzimatico colorimétrico para deteccado da atividade enzimatica de G6PD

e da concentracao total de hemoglobina. E um kit composto por uma tira-teste, tamp&o

de extracao, pipeta capilar de 10uL, chip e o aparelho analisador.

O teste se baseia quantitativamente na producdo de NADPH pela G6PD, com

o BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato) e NBT (nitro azul tetrazélio) sendo reduzidos

na presenca da diaforase e produzindo uma cor violeta que € diretamente proporcional

a concentracdo de G6PD na amostra. A intensidade da cor é medida verificando a

fotometria de refletancia do BCIP e NBT reduzidos. Os resultados sdo expressos em

U/g Hb no leitor do aparelho (Figura 9) em apenas 2 minutos.
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Figura 9 — Representacdo do teste SD Biosensor STANDARD G6PD e principais recursos
apresentados na tela do aparelho apds a finalizacdo do teste: atividade enzimatica da G6PD
normalizada pela hemoglobina, concentracdo da hemoglobina da amostra analisada, data da
execucdo do teste e cédigo numérico que armazena na memoria do disposto os resultados
realizados previamente, permitindo a captura das informacgdes.

cadigo
numerico

G6PD

Data

Hemoglobina
(Hb)

Fonte: Adaptado de GERTH-GUYETTE et al., 2021.

4.6.2.1 Técnica do método ECO G6PD Point of Care

Para o teste (Figura 10), apGs os procedimentos de biosseguranca e verificacao

da temperatura ideal para o teste (15 a 40°C), adotaram-se 0s seguintes passos:

1) Certificar que o aparelho analisador esta ligado e inserir no local indicado o

chip de codigo especifico do lote para calibrar o instrumento;

2) Abrir a embalagem de aluminio, retirar a tira-teste e inserir na parte inferior
do analisador;
3) Homogeneizar a amostra de sangue total previamente coletada (para testes

com puncao venosa ou capilar) e pipetar 10 pL da amostra teste com auxilio da pipeta

capilar na solugcao tampéo de extracao;
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4) Homogeneizar a suspensao de 8 a 10 vezes e retirar 10 pL da solucdo
(sangue total + solugdo tampdao de extragdo) com o auxilio de uma nova pipeta capilar

e inserir no strip-teste;

5) Por fim, fechar a tampa da camara de medi¢cdo imediatamente apos
aplicacdo da amostra e aguardar 2 minutos até que o resultado apareca no visor do

analisador.

Figura 10 — Demonstracédo do Método ECO G6PD Point of Care
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3. Misture o sangue e a solugédo
tampao por 8 a 10 vezes.

6. Feche a aba do analisador e
aguarde 2 minutos.

Fonte: Adaptado de GERTH-GUYETTE et al., 2021.

A interpretacdo dos resultados foi realizada conforme os valores recomendados

pelas instrucdes do fabricante, apresentada no quadro 4.

Quadro 4: Caracterizacdo da deficiéncia de G6PD conforme valor de U/g Hb encontrado no teste.

Homens
Deficientes <3.9 U/g Hb
Normal 24.0 U/g Hb
Mulheres
Deficientes <3.9 U/g Hb
Intermediario* 4.0-6.0U/g Hb
Normal >6.0 U/g Hb

* Heterozigotas.
Fonte: Elaborado pela autora.
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4.6.3 Andlise dos dados

Foi organizado um banco de dados no programa Statistical Package for Social
Sciences versdo 20 (SPSS® 20) que também foi utilizado para as anélises estatisticas.
Foram coletados dados demograficos e socioeconémicos sempre que disponiveis.

Foram descritas as frequéncias simples das variaveis categoricas.

A comparacdo das variaveis categoricas, segundo os diferentes grupos, foi feita
por teste qui-quadrado de Pearson com correcao de Yates ou tabelas formadas por
duas linhas e duas colunas (2x2). Para avaliar a concordancia entre os dois métodos
diagnosticos foi utilizado o coeficiente Kappa. Os valores de Kappa foram

interpretados de acordo com a proposicao de Landis e Koch (tabela 1).

Tabela 1 — Graus de intensidade do indice Kappa.

K Interpretacdo
<0 pobre
0.00-<0,20 discreta
0.20-<0.40 regular
0.40 —< 0.60 moderada
0.60 —<0.80 substancial
0.8 —<1.00 gquase perfeita
1.00 perfeita

Fonte: Adaptado de LANDIS e KOCH, 1977.

Caracteristicas inerentes aos testes empregados como sensibilidade,
especificidade, eficiéncia (acuracia total), valores preditivos positivo e negativo foram

calculados, considerando o método de Brewer como método de referéncia.

4.7 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa em seres humanos do
INI/FIOCRUZ sob o CAAE 04867118.8.0000.5262 e parecer n° 3.989.125 (ANEXO

A).
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5 RESULTADOS

O estudo incluiu um total de 125 participantes, todos pacientes atendidos pelo
INI/Fiocruz no periodo de maio de 2020 a dezembro de 2021. Os testes foram
executados mediante solicitacdo médica para investigacdo da deficiéncia de G6PD.
Os ensaios foram realizados pelo laboratorio da Agéncia Transfusional do INI-

FIOCRUZ.

5.1 DADOS DEMOGRAFICOS

Foram obedecidos os critérios de inclusdo e exclusdo, e os individuos
apresentaram idades compreendidas entre 18 e 78 anos com média de idade de 43,9
+ 14,1 anos. A maioria dos participantes do estudo (69,6%) era do sexo masculino e
30,4% pertenciam ao sexo feminino (Tabela 2). Os pacientes pertencentes a faixa
etaria entre 33 e 43 anos apresentaram menor frequéncia (n=29; 23,2%) na

participacdo do estudo, embora, muito proxima das demais faixa etarias (25,6%).

A raga parda teve maior prevaléncia (55,2%) entre os participantes do estudo,
embora ndo apresentasse significancia estatistica quando comparada com o
diagndstico da deficiéncia de G6PD realizada pelo ECO Point of care (p=0,132) ou

pelo teste de Brewer (p=0,099).

Em relacdo ao nivel de escolaridade dos participantes do estudo, observou-se
uma maior predominéancia de individuos com ensino fundamental (n= 67; 53,6%) e
ensino meédio (n= 42; 33,6%), respectivamente. Quanto a naturalidade dos pacientes,
a regiao Sudeste apresentou maior frequéncia (n=106; 83,2%), sendo mais prevalente
0 numero de participantes com naturalidade no estado do Rio de Janeiro (n= 94;

75,2%), Sao Paulo (n=7; 5,6%) e Minas Gerais (n=3; 2,4%).



Tabela 2 — Analise descritiva dos participantes do estudo.

Variavel G.GI.DD G6PD p valor
deficiente normal

Género n (%) n (%) n (%)
Masculino 87 (69,6) 9 (56,3) 78 (71,6)
Feminino 38 (30,4) 7 (43,2) 31 (28,4) 0,214
Total 125 (100,0) 16 (100,0) 109 (100,0)

Faixa etaria
18-32 32 (25,6) 4 (25,0) 28 (25,7)
33-43 29 (23,2) 4 (25,0) 25 (22,9)
44-53 32 (25,6) 5 (31,3) 27 (24,8) 0,898
54-78 32 925,6) 3(18,7) 29 (26,6)
Total 125 (100,0) 16 (100) 109 (100,0)
Raca
Branca 36 (28,8) 8 (50,0) 28 (25,7)
Negra 20 (16,0) 2 (12,5) 18 (16,5)
Parda 69 (55,2) 6 (37,5) 63 (57,8) 0,132
Total 125 (100,0) 16 (100,0) 109 (100,0)
Escolaridade

Analfabeto 1(0,8) 0 (0) 1 (100)
Fundamental 67 (53,6) 9 (56,3) 58 (86,6)
Ensino médio 42 (33,6) 3(18,8) 39 (92,9) 0,266
Ensino superior 15 (12,0) 4 (25,0) 11(10,1)
Total 125 (100,0) 16 (100,0) 109 (100,0)

Fonte: Elaborado pela autora.
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Diversas indicagfes clinicas foram evidenciadas na solicitacdo do exame da
deficiéncia de G6PD (Figura 11), sendo a infeccdo pelo HIV (n=44; 35,2%) e a
suspeita de malaria (n=29; 23,2%) as mais frequentes. A paracoccidiomicose (n=18;
14,4%), anemia hemolitica autoimune (AHAI) (n=14; 11,2%) e tuberculose (n=8; 6,4%)
também motivaram o diagnéstico da deficiéncia de G6PD. Outras patologias como a
Histoplasmose, hanseniase, HTLV, aspergilose e COVID-19 também foram
identificadas no estudo como patologias de base do paciente durante a solicitagao do
teste para deficiéncia de G6PD, embora ndo apresentassem frequéncia maior que

2,0%.

Figura 11: Principais indicagdes clinicas para solicitagdo do teste de deficiéncia de
G6PD
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Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2 TESTES LABORATORIAIS

Dos 125 pacientes analisados para o método quantitativo de Brewer, 15
amostras (12%) foram consideradas positivas para deficiéncia de G6PD, das quais 8
amostras pertenciam ao sexo masculino e 7 ao sexo feminino. De forma muito
semelhante, das amostras analisadas pelo método ECO G6PD Point of care, 16
(12,8%) foram positivas para deficiéncia de G6PD, sendo 9 do sexo masculino e 7 do
sexo feminino. Nao foi encontrada diferencga estatisticamente significante em relacao

ao sexo e aos métodos utilizados (Tabela 3).

Tabela 3 — Desempenho diagnéstico do método para deficiéncia de G6PD entre os
Sexos.

Variavel G6PD (Brewer) G6PD Point of Care
p valor p valor
Género Deficiente Normal Deficiente Normal
Masculino 8 79 9 78
Feminino 7 31 0,144 7 31 0214
Total 15 110 16 109

Fonte: Elaborado pela autora.

Para avaliar as caracteristicas inerentes ao método ECO G6PD Point of Care,
0 ensaio de Brewer foi utilizado como padrao de referéncia.

A tabela 4 expressa os resultados comparativos entre o método de Brewer e a
metodologia G6PD Point of Care. A partir dela, foi possivel calcular resultados gerados
para especificidade, sensibilidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo

negativo (VPN) e acuracia diagndstica.
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Tabela 4 — Tabela de contingéncia da andlise comparativa entre o método de Brewer e
0 G6PD Point of Care no diagndstico da deficiéncia de G6PD.

Brewer
G6PD Point of Care Deficiente Normal Total P valor
Deficiente 12 (a) 4 (b) 16 (at+b)
Normal 3(c) 106 (d) 109 (c+d) <0,001
Total 15 (a+c) 110 (b+d) 125 (a+b+c+d)

Fonte: Elaborado pela autora.

O valor da sensibilidade (S) foi obtido através da razéo entre o total de amostras
positivas para ambos os testes (a) pelo total de amostras positivas encontradas no
estudo (a+c); (S=a/atc), garantindo ao teste ECO G6PD Point of Care uma
sensibilidade de 80,0% (IC 51,9% — 95,6%). A especificidade (E) encontrada foi de
96,4% (IC 90,9% — 99,0%), tendo sido determinada pela razdo entre o total de
amostras negativas para ambos os testes (d) e o total de amostras negativas
encontradas no estudo (b+d); (E= d/b+d).

O valor preditivo positivo foi determinado através da razéo de doentes (a) entre
todos os individuos com teste positivo (atb); (VPP= al/a+b). Ele expressa a
probabilidade de um paciente com teste positivo ter a doenca, cujo resultado
encontrado foi de 75,0% (IC 52,59% — 89,03%). De forma semelhante, o valor preditivo
negativo foi determinado pela proporcéo de individuos saudaveis (d) entre todos os
individuos com teste negativo (c+d); (VPN= d/c+d). Ele expressa a probabilidade de
um paciente com teste negativo ndo ter a doenca, tendo sido encontrado um resultado
igual @ 97,2% (IC 92,7% — 98,9%).

A acuracia (A) foi determinada através da probabilidade de o teste fornecer
resultados corretos, ou seja, ser positivo nos doentes e negativo nos ndo doentes.

Expresso de outra forma € a probabilidade dos verdadeiros positivos e verdadeiros
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negativos (a+d) como uma proporc¢éo de todos os resultados (a+b+c+d) e foi calculado
como A =(a+d)/ (a+b+c+d). Diante dos resultados obtidos, o método ECO G6PD Point
of Care apresentou uma acuracia total de 94,4% (IC 92,7% — 98,9%).

Para avaliar a concordancia observada entre o0 método de Brewer e 0 ECO
G6PD Point of Care foi calculado o indice kappa, que apresentou uma concordancia
substancial com indice de 0,742.

A prevaléncia da deficiéncia de G6PD em pacientes portadores de doencas
infecciosas no INI-FIOCRUZ no periodo de maio de 2020 a dezembro de 2021,
determinada pelo teste ECO G6PD Point of Care foi de 12,8% (IC 6,8% — 19,2%).

O Procedimento operacional padrédo (POP.AT.039) teve sua emissdo em
28/12/2021 com o titulo “ECO G6PD Point of care” e, apds aprovacao da chefia
imediata do servico passou a vigorar, estabelecendo a técnica do método quantitativo

para deficiéncia da G6PD como padréo de referéncia no INI-FIOCRUZ.
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6 DISCUSSAO

A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase é uma deficiéncia enzimatica
comum, prevalente em muitos paises onde a malaria é endémica.

Primaquina e tafenoquina (drogas 8-aminoquinolinas) sao usadas para eliminar
hipnozoitas latentes em estagio hepatico e prevenir infec¢cdes recorrentes
por malaria por Plasmodium vivax (P. vivax). Pacientes com deficiéncia de G6PD
apresentam risco aumentado de eventos hemoliticos agudos apds a exposicdo a
esses medicamentos, o0 que limita seu uso clinico mais amplo (HOWES et al.,
2013b). Como tal, a disponibilidade de testes para deficiéncia de G6PD no local de
atendimento aos pacientes beneficia muito o aumento do acesso seguro as 8-
aminoquinolinas (BAIRD, 2015). As diretrizes atuais da OMS para o tratamento da
maléria recomendam que o teste de G6PD seja realizado antes da prescricdo de
primaquina (WHO, 2016).

No entanto, na pratica, o status G6PD dos pacientes é muitas vezes
desconhecido no momento do diagndstico da malaria devido ao preco e complexidade
dos produtos de diagndstico disponiveis - especialmente no contexto de ambientes
remotos e endémicos de malaria e de poucos recursos. Assim, 0 acesso ao teste
G6PD Point of Care pode constituir uma ferramenta diagnéstica fundamental para o
tratamento seguro de malaria por P. vivax (ZOBRIST et al., 2021).

O diagnéstico de deficiéncia em G6PD é realizado através do teste de Brewer
na agéncia transfusional do INI. Em caso de necessidade, este teste € requisitado,
porém, o mesmo sO revela se a enzima esta ou ndo ativa e conta com algumas
limitacbes. Embora a metodologia seja bastante eficiente, alguns problemas podem
ocorrer quando o teste é realizado apés episddio de hemolise aguda, em alta

contagem de reticulécitos no sangue, e em mulheres que sejam heterozigotas e
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podem apresentar enzimas ativas ou inativas. Essa populagao especificamente pode
ter reacdo hemolitica tdo grave quanto as de mulheres homozigotas ou homens
hemizigotos para a deficiéncia.

Em estudo realizado em Bangladesh por Alam e colaboradores (2018), a
determinacao da deficiéncia de G6PD em 108 pacientes pelo teste ECO G6PD Point
of Care (atividade enziméatica de 70% calculada previamente por método colorimétrico
foi utilizada como ponto de corte) demonstrou uma sensibilidade de 89% (IC 77% -
96%) e especifidade de 93% (IC 83% - 98%).

Bancone e colaboradores (2018) descreveram a comparacao de dois testes
para investigagéo da deficiéncia de G6PD realizada na fronteira entre a Tailandia e
Mianmar com 150 participantes, sendo a espectrofotometria considerada o padréo de
referéncia e o aparelho CareStart biosensor Point of care como teste a ser validado,
onde reportaram uma sensibilidade de 79% (IC 67% - 86) e especificidade 98% (IC
92% - 100%) com niveis de atividade enzimatica de 70% como ponto de corte.

Estudo realizado na Fundacdo de Medicina Tropical em Manaus com 674
participantes (BRITO et al.,2016), sendo 320 diagnosticados com malaria, avaliou a
precisdo de um teste rapido para determinacdo da G6PD (CareStart biosensor Point
of care). Os resultados demonstraram uma sensibilidade de 61,5% (IC 35,5% -
82,3%), especificidade de 98,3% (IC 97,0% - 99,1%), VPP de 42,1% (IC 23,1% -
63,73%) e VPN de 99,2% (IC 98,2% - 99,7%).

Estudo realizado por Djigo e colaboradores (2019) na Mauritania, incluiu 443
participantes para comparacdo da deficiéncia de G6PD pela técnica molecular
(utiizada como padréo de referéncia) e o teste CareStart Point of Care. Os dados

reportam a prevaléncia de deficiéncia de G6PD por grupos étnicos, onde negros



52

africanos e mouros negros apresentaram frequéncias semelhantes de deficiéncia de
G6PD, 15% e 14,4% (p=0,89), respectivamente.

Os resultados do presente estudo demonstraram que a prevaléncia de
deficiéncia fenotipica de G6PD usando o teste de diagndstico rapido ECO G6PD é de
12,8% em pacientes portadores de doengas infecciosas. A prevaléncia média de
deficiéncia de G6PD entre paises com transmissédo continua de malaria é estimada
em 8% (GOMEZ-MANZO et al., 2016; HOWES et al., 2012). A prevaléncia de
deficiéncia de G6PD relatada é também semelhante a observada em outros paises
da Africa Ocidental, como Senegal (12%) e Serra Leoa (11,3%) (DE ARAUJO et al.,
2006; JALLOH et al., 2008).

Neste trabalho, um total de 87 pacientes (69,6%) foram do sexo masculino.
Destes, 9 (10,3%) apresentaram deficiéncia de G6PD no teste ECO G6PD Point of
Care enquanto 8 (9,1%) apresentaram resultado positivo para o teste de Brewer. Das
38 mulheres testadas (30,4%), 7 (18,4%) apresentaram resultado positivo para o teste
de Brewer e deficiéncia de G6PD para o teste ECO G6PD Point of Care. Estes achados
sugerem que nao ha diferencas na identificacdo da deficiéncia de G6PD por ambos
os testes em decorréncia do sexo dos participantes.

Embora ndo tenha sido evidenciado no estudo, era esperado um nudmero
superior de individuos do sexo masculino identificados como portadores da doenca,
corroborando com a afirmacéo de que esta enzimopatia € mais comum em individuos
do sexo masculino, considerando que estes possuem apenas um gene para G6PD,
localizado no Unico cromossomo X, sendo hemizigotos para este gene (LUZZATO,
2006). E possivel que esse achado seja decorrente da qualidade do teste quantitativo

empregado, classificando corretamente homens e mulheres com deficiéncia da G6PD,
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ou que, o teste qualitativo, por ser de visualizagdo macroscopica e por um anico
observador, possa ter inferido um viés de observacao nos resultados do teste.

A disponibilidade de testes Point of care G6PD representa uma oportunidade
para o gerenciamento de casos de maléaria se alinhar melhor as melhores praticas
clinicas recomendadas e fornecer tratamentos mais ageis, seguros e eficazes a todos
0s pacientes. Esses instrumentos devem ser adaptaveis a varios contextos diferentes
de prestacdo de servicos aos pacientes portadores de doengas infecciosas, em
especial os pacientes com suspeita de malaria, permitindo sua distribuicdo e

administracao de forma descentralizada.
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7 LIMITACOES DO ESTUDO

A amostragem do presente estudo representou uma limitacdo em termos de
sua aplicacdo a comparacdo com uma metodologia qualitativa e ao grau em que o0s
participantes incluidos neste estudo sao representativos de pacientes portadores de
doencas infecciosas, em especial, de casos de malaria.

Geralmente, a sensibilidade e a especificidade séo caracteristicas inerentes
aos testes diagnaosticos dificeis de conciliar. A comparacao entre um teste quantitativo
(ECO G6PD Point of Care) com um padrédo de referéncia qualitativo (Brewer) nao
permitiu uma estatistica mais elaborada que pudesse descrever uma melhor
correlacao entre eles.

Uma limitacdo importante do estudo € que diferencas importantes entre os
diversos tons de cor num teste qualitativo como o Brewer, podem classificar
erroneamente o diagnéstico do paciente, principalmente, do sexo feminino
(heterozigota). Sendo o teste de Brewer o padrédo de referéncia, é possivel que as
caracteristicas do teste ECO G6PD como sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e
acuracia do possam ter sido minimizadas.

Pesquisas adicionais, com um tamanho amostral maior e a utilizagdo de um
outro teste quantitativo para comparacdo com o ECO G6PD sdo necessarias para
entender melhor o impacto no diagnéstico laboratorial da deficiéncia de G6PD em

pacientes portadores de doencgas infecciosas.
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8 CONCLUSAO

e A concordéancia entre o teste ECO G6PD Point of Care e o método qualitativo
da reducao de meta-hemoglobina (Teste de Brewer) na deteccao da deficiéncia

de G6PD foi considerada substancial (kappa= 0,742; p<0,005);

e A acuracia do método quantitativo ECO G6PD Point of Care na deteccédo da

deficiéncia de G6PD foi de 94,4%;

e A prevaléncia da deficiéncia de G6PD, determinada pelo método ECO G6PD
Point of Care, foi de 12,8% nos pacientes portadores de doencas infecciosas
atendidos no Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas no periodo de

maio de 2020 a dezembro de 2021.

e O procedimento operacional padrdo (POP) do teste da deficiéncia de G6PD
pelo método ECO G6PD Point of Care foi elaborado, tendo sido revisto e

aprovado para uso imediato pela chefia do servico.
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Um membro da equipe do estudo e o pesquisador responsavel também rubricardo todas
as paginas e assinardo no final dessas duas vias. Uma dessas vias originais ficara com
vocé e a outra no centro de pesquisa, a fim de evitar que o descumprimento dessa
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APENDICE B - Procedimento Operacional Padronizado - POP

PROCEDIMENTO OPERACIONAL
[h 'j\ ooz PADRONIZADO

Cruz

Titulo: ECO G6PD Point of Care

POP. AT. 039

Emisséo 28 /12 /2021 Revisdo N° , de

/

1. OBJETIVO

Este POP tem como objetivo descrever a técnica do método quantitativo ECO G6PD
Point of Care para identificacdo de portadores de deficiéncia de glicose 6 fosfato
desidrogenase (G6PD), em pacientes atendidos pelo Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas, fornecendo um diagnéstico rapido, permitindo assim decisdes imediatas

ao tratamento, especialmente em pacientes com suspeita de malaria.

2. CAMPO DE APLICAGAO

Aplicavel aos colaboradores da Agéncia Transfusional do INI/Fiocruz.

3. DEFINIGOES/SIGLAS

AT: Agéncia Transfusional

BCIP: 5- bromo-4-cloro-3-indolilfosfato

dL: Decilitros

EDTA: Acido Etilenoaminotetracético

G6PD: Glicose 6 fosfato desidrogenase

Hb: Hemoglobina

ML: Microlitros

NA: Nao se Aplica

NADP: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
NBT: Nitro azul tetrazdlio

POP: Procedimento Operacional Padrao

U/g: Unidade por grama

4. RESPONSABILIDADES

Funcionarios da Agéncia Transfusional do INI.
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Titulo: G6PD ECO Point of Care POP. AT. 039
Emisséao 28 /12 /2021 Revisao N° ,de / /

5. FLUXOGRAMAS

N&o se aplica.

6. DESCRIGAO DAS ATIVIDADES

6.1. Principio:

A G6PD é uma enzima citoplasmatica presente em todas as células do organismo,
cuja funcdo é proteger as células do estresse oxidativo causada pelas espécies reativas de
oxigénio e radicais livres, evitando danos oxidativos a lipideos, proteinas e DNA,
preservando assim a integridade das células. O problema médico mais comum associado a
deficiéncia de G6PD é a anemia hemolitica que causa palidez, amarelamento da pele, do
branco dos olhos, urina escura, fadiga, falta de ar e taquicardia.

A deficiéncia de G6PD acomete mais de 400 milhdes de pessoas em todo o mundo,
tendo frequéncia variaveis de acordo com regido e etnia, € uma enzimopatia ligada ao
cromossomo X, acomete geralmente o sexo masculino por possuirem apenas um gene para
G6PD. No Brasil a prevaléncia ¢ de 1 a 10%, sendo mais afetados individuos com
ancestralidades africanas.

A maioria dos portadores da deficiéncia de G6PD sao assintomaticos até exposicao
de gatilhos hemoliticos, como ingestao de fava, infecgées e determinados medicamentos
oxidantes, entre eles a primaquina.

A exposicao dos eritrdcitos deficientes de G6PD a certas drogas como a primaquina,
resulta em producédo de perdxido de hidrogénio (H202) que oxidam a glutationa, formando
um complexo misto, que altera a forma das hemacias, que entdo sdo reconhecidas pelo
organismo como estranhas e assim retiradas da circulacdo pelos macréfagos. A primaquina
estd associada a hemdlise grave.

O ECO G6PD Point of Care & um teste quantitativo que se baseia na calorimetria, a

G6PD catalisa a primeira etapa da vias das pentoses, oxidando a glicose-6-fosfato a 6-
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fosfogluconolactona e reduzindo NADP a NADPH. Com a formagédo do NADPH, o BCIP e o
NBT sao reduzidos pela acdo da diaforase, resultando na coloragdo violeta, que é

diretamente proporcional a quantidade de G6PD presente na amostra. O resultado do teste

é exibido na tela do analisador em apenas 2 minutos.

6.2. Amostra utilizada

e Sangue total — tubo com anticoagulante EDTA — Tampa roxa

6.3. Volume minimo

e 1ml

6.4. Estabilidade

e 1dia (24 horas)

6.5. Armazenamento

¢ 1 dia (24 horas) se refrigerado de 2 a 8 °C.

6.6. Critérios de rejeicao

- Sem identificacao correta

- Material coagulado
- Hemodlise intensa

6.7. PASSO A PASSO:

e Checar a data de validade impressa no saché de aluminio;

Pagina 3 de 9




68

N PROCEDIMENTO OPERACIONAL T
Pﬁf\ PADRONIZADO
:'f:::;n Oawaldo Cruz Evandro hasﬂs
Titulo: G6PD ECO Point of Care POP. AT. 039
Emisséao 28 /12 /2021 Revisao N° ,de / /

Checar o cddigo impresso no saché de aluminio (certifique-se que o nimero do cédigo
impresso no saché de aluminio seja o mesmo numero do chip);

« Inserir o chip no local indicado;

e Colocar as luvas;

e Abrir a embalagem de aluminio e retirar a tira teste;

e Ligar o aparelho;

e Segure a tira teste com o dedo polegar e o dedo indicador. Certifica-se que o orificio
da aplicacao da amostra esteja na parte superior;

« Inserir a strip teste no aparelho até o encaixe final;

e Abrir a tampa da camara de medicdo no analisador;

* Homogeneizar a amostra de sangue total coletada em EDTA;

e Abrir o tubo e retirar o equivalente de sangue total assinalado na pipeta;

e Introduza a pipeta capilar com a amostra de sangue no frasco do tampao de extracao;

e Homogeneize a amostra e a solucao de extracao por 8 a 10 vezes;

e Descarte a pipeta no Descarpack;

e Retire uma nova pipeta, segure a pipeta capilar horizontalmente e toque a ponta da
pipeta na solucdo amostra+tampao;

e Por acao capilar, a solucado vai subir pela pipeta até a linha preta;

e Aplique a solugdo amostra+tampao no orificio de aplicacdo da amostra no dispositivo

teste;
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¢ Fechar a tampa da cdmara de medicao do analisador imediatamente apds aplicacao
da amostra;

s Descarte a pipeta capilar no Descarpack;

¢ Aguardar 2 minutos para o resultado aparecer no visor.

6.8. INTERFERENTES

Substancias Interferentes

Bilirrubina 5 mg/dL
Triglicerideos 500 mg/dL
Colesterol 250 mg/dL

Até a concentracdo acima, nao interferem nos resultados dos testes.

6.9. VALORES RECOMENDADOS

HOMEM

G6PD Deficiente

<39 Uig Hb

G6PD Mormal

> 4.0 Ulg Hb

MULHER

GBPD Deficiente

< 3.0 Ulg Hb

G6PD Intermediario

40 -6.0U/gHDb

G6PD Mormal

> 6.0 Ulg Hb
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Se o teste indicar resultado deficiente ou intermediario, o teste devera ser repetido.

7. ANEXOS

* Anexo 1: Lista de agentes capazes de desencadear hemolise em eritrocitos com
deficiéncia de G6PD.

8. FORMULARIOS UTILIZADOS

« Controle de exames imunohematoldgicos (INI-AT-001).
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ANEXO 1

AGENTES CAPAZES DE DESENCADEAR HEMOLISE EM ERITROCITOS COM

DEFICIENCIA DE G6PD

CATEGORIA

CUIDADO

PODEM SER USADOS COM

DEVEM SER EVITADOS

ANALGESICOS E
ANTIPIRETICOS

Acetaminofen,
(fenacetina), acido
acetilsalicilico, aminopirina,
antipirina, fenacetina,
paracetamol

acetofenatiding

Acetanilida, metamizol, fluotane,
acido para aminosalicilico

ANTIARRITMICOS

Procainamida

Quinidina

ANTI-HELMINTICOS

Piperazina

ANTI-HIPERTENSIVOS

Captopril, enalapril (maleato),
hidralazina (cloridrato)

ANTI-MALARICOS

Cloroquina, pirimetamina,
quinacrina, quinino

Hidroxicloroquina, mefloquina,
pamaquina, pentaquina, primaquina,
quinocida

ANTI-ANGINOSOS

Mononitrato de Isossorbida, dinitrato
de
isossorbida, nitroglicerina (trinitrina)

ANTIBACTERIANOS

Acido p-aminobenzoico,
Isoniazida, trimetropina
Estreptomicina

Acido Nalidixico, cloranfenicol,
ciprofloxacino, dapsona,
fenazopiridina, furaltodona,
furmetonol, nitrofurantoina,
nitrofurazona, norfloxacino,
ofloxacino, Co-trimoxazol, furmetonol,
neoarsfenamina

ANTIEPILETICOS

Fenitoina

ANTIPARKINSONIANO

L-Dopa

ANTIPROTOZOARIOS

Furazolidona

ANTI-SEPTICOS

Azul de Metileno

ANTITOXICOS

Dimercaprol (BAL)

ANTINFLAMATORIO

Probenicide

ANTI-HISTAMINICOS

Astemizol, azatadina,
bronfeniramina, cetirizina,
clorfeniramina, ciproeptadina,
difenidramina,
dexclorfeniramina,
difenidramina, elastina,
hidroxizina, loratadina,
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mequitazina, oxatomida,
terfenadina

CITOSTATICOS Doxorrubicina (cloridrato)

CONTRASTES Azul de Toluidina

ESTROGENIO Mestranol

SULFONAMIDAS E Sulfisoxazole Sulfacetamida, Sulfametoxazol,

SULFONAS Sulfadiazina Sulfametoxipirimidina, Sulfapiridina,

Sulfametoxipiridazina Sulfassalazina, Diaminodifenilsufona

(DDS), Dapsona, Sulfanilamida,
sulfamerazina, sulfatiazole, sulfoxone,
tiazolsufona, Nacetilsufanilamida,
sulfatiazole

VITAMINAS Vitamina C (Acido Ascorbico) Vitamina K1 Vitamina K3

ALIMENTOS e
USO DOMESTICO

corantes, grao de fava, Naftaleno
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