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Utilizagao prevista

Para a determinacdo cinética quantitativa de glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD) no sangue a 340 nm. Apenas para utilizagdo em
diagnéstico in vitro. Rx Only

Relevancia clinica’

2.

O reagente R1 reconstituido mantém-se estavel durante 8 horas a
temperatura ambiente (18-26°C) ou durante 5 dias refrigerado (2-8°C).

Colheita e armazenamento de amostras

1.

Recomenda-se que a colheita de amostras seja realizada de acordo com o
documento NCCLS M29-T2.

Os ensaios de G6PD s&@o normalmente realizados para determinar a 2. O sangue total colhido em EDTA, heparina ou &cido citrato dextrose (ACD) &
deficiéncia de G6PD, muito comum em todo o mundo. Foi determinado que satisfatorio.4-8

a deficiéncia de G6PD nos glébulos vermelhos é a base de certas anemias 3. O G6PD dos glébulos vermelhos mantém-se estavel no sangue total durante
hemoliticas induzidas por medicamentos. Este tipo de suscetibilidade a uma semana quando refrigerado (2-8°C), mas é instavel em hemdlises de
hemdlise induzida por medicamentos é muitas vezes chamado glébulos vermelhos.?

“sensibilidade a primaquina”, porque os estudos que levaram a sua 4. Né&o é recomendavel congelar o sangue.

caracterizagdo foram realizados durante as investigagdes das propriedades 5. Uma vez que a atividade é apresentada em termos de gramas de

hemoliticas deste composto antimalarico.

Resumo

A (glicose-6-fosfato  desidrogenase  (G6PD,  D-glicose-6-fosfato:
oxidorredutase, EC 1.1.1.49) catalisa a primeira etapa da derivagdo da
pentose-fosfato, oxidando a glicose-6-fosfato (G-6-P) a 6-fosfogluconato (6-
PG) e reduzindo o NADP a NADPH. Este procedimento € uma modificagdo
dos métodos espectrofotométricos de Kornberg e Horecker? e de Lohr e
Waller3, envolvendo a seguinte reagéo:

G6PD
G-6-P + NADP* —-remmemmeeeeeee —> 6-PG + NADPH + H*
A nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP) é reduzida por G6PD na

presenca de G-6-P. A taxa de formacdo de NADPH é proporcional a
atividade de G6PD e é medida com espectrofotémetro como aumento da

hemoglobina ou numero de gldbulos vermelhos, a concentragdo de
hemoglobina ou a contagem de glébulos vermelhos deve ser determinada
antes de realizar o ensaio de G6PD. A integridade dos eritrécitos colhidos
no ACD é preservada mesmo apds um armazenamento prolongado, de
modo que a obtencdo de contagens precisas de glébulos vermelhos
geralmente ndo representa qualquer problema.? No entanto, as contagens
de globulos vermelhos de amostras colhidas em heparina tornam-se pouco
fidveis apds cerca de 2 dias.® Por esse motivo, relativamente as amostras
heparinizadas, € preferivel apresentar os resultados em termos de
concentragdo de hemoglobina.

Substanmas interferentes

O cobre inibe completamente a G6PD a uma concentragéo de 100 umol/L e
0s ides de1 0sulfato (0,005 mol/L) reduzem os niveis observados de atividade
de G6PD.

absorvancia a 340 nm. A produgdo de um segundo equivalente molar de 2. Sabe-se que determinados medicamentos e outras substancias influenciam
NADPH por 6-fosfogluconato desidrogenase eritrocitaria (6-PGDH) de os niveis de G6PD circulantes. !
acordo com a reagao: 3. Os reticulocitos tém niveis de G6PD mais elevados do que os glébulos
6PGD vermelhos maduros. Recomenda-se que 0s ensaios ndo sejam realizados
6-PG + NADP*  ---ermmememev — Ribulose-5-fosfato + NADPH + H* + CO: apds uma crise hemolitica grave, pois os niveis de G6PD podem aparecer
erradamente elevados. Nestas condicées, a detecdo de uma deficiéncia
¢ evitada através da utilizagdo de maleimida, um inibidor de 6-PGDH. pode exigir estudos familiares. O teste pode ser realizado depois de o nivel
de glébulos vermelhos maduros ter regressado ao normal.
Reagentes 4. Em circunstancias normais, a contribuicdo dos leucocitos, plaquetas e soro

Reagente R1 de G6PD: O reagente reconstituido ira conter NADP, 1,5 mM,
e maleimida, 12 mM. Contém ainda tamp&o, estabilizador e agente lisante.
Reagente R2 de G6PD: Glicose-6-fosfato, 1,05 mM, tampao e sal de
magnésio. Azida de sodio adicionada como conservante.

Reagente de lise de G6PD: Triton X-100, 0,05% v/v. Para utilizagdo com
aplicaces de analisador discreto.

Precaugoes
Estes reagentes destinam-se apenas a diagnastico in vitro.

2. Devem ser seguidas as precaugbes normais de manuseamento de
reagentes de laboratério. Elimine os residuos em conformidade com
todas as leis locais, estatais e federais.

3. O Reagente R1 é NOCIVO. Pode causar sensibilizagdo pela inalagéo
e pelo contacto com a pele. Use vestuario de protegdo adequado.

4. O Reagente R2 contém azida de sodio, que pode reagir com
canalizagéo de chumbo e cobre e formar azidas de metal altamente
explosivas. Evite a acumulagdo de azidas.

para a atividade é relativamente pequena. No entanto, em casos de anemia
extrema, contagem de globulos brancos muito elevada ou niveis muito
baixos de atividade de G6PD nos glébulos vermelhos, a contribui¢ao para o
total obtido nestas condigdes pode ser significativa. Consulte a secgéo
“Utilizag&o de amostras sem camada leucocitaria”.

Aplicagdes de analisadores automatizados
Estdo disponiveis procedimentos de aplicagdo para diversos instrumentos

automatizados.

Contacte o Departamento de Assisténcia Técnica da Pointe

Scientific (1-800-445-9853) para mais informagdes.

Materiais fornecidos
Consulte a secgdo “Reagentes”

Materlals necessarios, mas nao fornecidos

Espectrofotémetro com capacidade de medicdo a 340 nm com
compartimento de cuvete com temperatura controlada (pode ser utilizado um
banho-maria ou uma incubadora em alternativa).

Preparagao dos reagentes 2. Dispositivos de pipetagem para distribuicdo dos volumes necessarios para o
O reagente R1 é preparado através da reconstituicdo com o volume de ensaio
agua desionizada indicado no rétulo do frasco ou na folha da 3. Cuvetes com propriedades 6ticas adequadas para utilizagao a 340 nm
aplicagdo. Agite cuidadosamente e inverta varias vezes para dissolver 4. Equipamento e reagentes para determinar a concentragdo de hemoglobina

os contelidos. Aguarde 2-3 minutos e misture novamente. NOTA: Para
a utilizagdo manual, consulte as instrucdes de preparagdo do reagente
indicadas na secgéo “PROCEDIMENTO MANUAL”.
O reagente R2 é fornecido pronto a utilizar.

Armazenamento e estabilidade

1. Por abrir, os frascos de reagente R1 e o reagente R2 s&o
armazenados a 2-8°C. Mantém-se estaveis até & data de validade
indicada nos rotulos.
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ou realizar uma contagem de glébulos vermelhos. A Pointe Scientific
disponibiliza o nimero de catalogo H7504 para a determinagdo de
hemoglobina.
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Procedimento manual

Prepare o reagente de trabalho R1 adicionando lise como diluente em vez
de DH20. Adicione o volume indicado no frasco de R1. Este reagente pode
agora ser utilizado conforme indicado a seguir. NOTA: N&o utilize DH20
para reconstituir o frasco de R1 para o procedimento manual.

A temperatura da reagdo deve ser mantida a 37°C ou outra temperatura

constante (consulte a secgédo “Corregéo da temperatura”).

1. Prepare a mistura de reagéo:

a.  Adicione 1,0 mL de Reagente R1 a uma cuvete rotulada.

b.  Adicione 0,01 mL de sangue e misture bem para suspender
completamente os eritrécitos. Deixe repousar a temperatura
ambiente (18-26°C) durante 5-10 minutos.

c. Adicione 2,0 mL de Reagente R2 e misture cuidadosamente
invertendo o frasco varias vezes. Prossiga para 0 passo 2.

2. Coloque a cuvete num compartimento de cuvete com temperatura
constante ou em banho-maria e incube durante aproximadamente 5
minutos.

3. Leia e registe a absorvancia (A1) do TESTE a 340 nm vs. agua. (Se for
utilizado banho-maria ou uma incubadora, coloque novamente a
cuvete nos mesmos.)

4, Passados exatamente 5 minutos, leia e registe a absorvancia (A2).

5. Para determinar a atividade de G6PD, consulte a secg&o “Calculos”.

Calibragao

O procedimento é padronizado com base na capacidade de absorgdo
milimolar de NADPH, que é de 6,22 a 340 nm. A medicdo da taxa de
aumento da absorvancia (AA) a 340 nm serve para quantificar a atividade
enzimatica.

Controlo da qualidade

A fiabilidade dos resultados do teste deve ser monitorizada utilizando
materiais de controlo com valores conhecidos em cada ensaio. Recomenda-
se que cada laboratério estabeleca a sua propria frequéncia de
determinagao de controlo.

Calculos
AA por min = A2 - A1
5
A atividade de G6PD pode ser expressa em U/g de hemoglobina (Hb) ou em
U/102 de eritrécitos (RBC).

G6PD (U/g Hb) = AA por min x 100 x 3,01

0,01 x 6,22 x Hb (g/dL)

x FCT

=AAporminx _ 4839 xFCT
Hb (g/dL)
Em que: 100 = Fator para converter a atividade para 100 mL
3,01 = Volume de reagéo total (mL)
0,01 = Volume de amostra (mL)
6,22 = Capacidade de absorcao milimolar de NADPH a 340 nm
Hb (g/dL) = Concentragdo de hemoglobina de cada amostra
FCT = Fator de correcdo de temperatura (1 a 37°C)
ou G6PD (U/10"2RBC) = AA por min x 3,01 x 10'2x FCT
0,01 x 6,22 x (N x 106) x 1000

Em que: 3,01 = Volume de reagéo total (mL)

102 = Fator para expressar a atividade em 102 células

0,01 = Volume de amostra (mL)

6,22 = Capacidade de absorgao milimolar de NADPH a 340 nm
N x 108 = Contagem de glébulos vermelhos (glébulos
vermelhos/mm?) determinada para cada amostra
1000 = Conversao da contagem de globulos vermelhos de mm?
para mL

FCT = Fator de correcdo de temperatura (1 a 37°C)

Esta equagao reduz-se a:
G6PD (U/10'2RBC) = AA por min x 48390 x FCT

N
N = Contagem de glébulos vermelhos dividida por 108
FCT = Fator de corregao de temperatura (1 a 37°C)

Em que:

Exemplo:
O ensaio de uma amostra que tinha uma contagem de globulos vermelhos de 4,6
x 108/mmé e uma concentragdo de hemoglobina de 15,2 g/dL resultou numa AA
por min a 37°C de 0,028.

G6PD (U/g Hb) = 0,028 x 4839 = 8,9

G6PD (U/10'2RBC) = 0,028 x 48390 = 295

46
Se a AA por min for superior a 0,060, repita a determinagéo utilizando
5 ulL de sangue e multiplique os resultados por 2.

NOTA:

Utilizagdo de amostras sem camada leucocitaria

Em circunstancias normais, a contribuicdo dos leucécitos, plaquetas e soro para a
atividade de G6PD é relativamente pequena. No entanto, conforme descrito por
Echler'2 e outros'3, & possivel conseguir uma medigdo mais precisa da atividade de
G6PD nos glébulos vermelhos, especialmente na presenga de anemia efou
leucocitose, utilizando amostras sem camada leucocitaria para o ensaio. Deste modo,
em caso de obtengao de um valor “borderline” com sangue total, pode ser necessario
repetir o ensaio numa amostra sem camada leucocitaria.

Corregdo de temperatura

Quando a temperatura é de 37°C, ndo é necessario qualquer fator de corregdo de
temperatura (FCT) nos calculos. Se o ensaio for realizado a outra temperatura, &
necessario utilizar um FCT.1

Temperatura da cuvete FCT
25°C 1,98
30°C 1,37

Defini¢ao de unidade

Uma Unidade Internacional (U) é a quantidade de atividade de G6PD que
converte 1 micromole de substrato por minuto nas condigdes especificadas neste
folheto.

Valores esperados’
Um intervalo de referéncia recomendado para G6PD medida a 37°C é:
12,1+ 2,09 U/g Hb
351+ 60,6 U/10'2RBC
Os valores de recém-nascidos podem ser um pouco mais elevados. Recomenda-
se vivamente que cada laboratério estabeleca o seu préprio intervalo esperado.

Caracteristicas de desempenho
Intervalo do ensaio: A atividade de G6PD maxima que pode ser medida por este
procedimento é aproximadamente 21,0 U/g Hb ou 609 U/10'2 RBC.
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Dados observados Resultado teérico Percentagem de 9.  Stiene, E.A.: Red Cell Enzyme Deficiencies: A Review: Am J Med Tech38:454,
recuperagéo 1972.

2,78 Ulg Hb 2,78 Ulg Hb 100,0% 10. Boulard M, Blume KG, Beutler E. The effects of copper on red cell enzyme
529 U/q Hb 5.56 Ula Hb 9519 activities. J. Clin Invest, 51, 459 (1972)

' J : g ; o/o 11. Young, D.S., Pestaner, L.C., Gibberman, V.. Effects of drugs on clinical
10,80 U/g Hb 11,12 Ulg Hb 97,1% : :
20.69 Ula Hb 22 24 Ula Hb 93.0% laboratory tests. Clin Chem 21: 302D, 1975.

: 9 : g el 12.  Echler, G.: Determination of glucose-6-phosphate dehydrogenase. Am J Med

Technol 49:259, 1983.

Precisao: Foram realizados estudos de precisdo num Roche Cobas Mira
seguindo as diretrizes constantes do documento NCCLS EP5-T2.'5 Os
dados sdo apresentados em unidades que um analisador automatizado
produzird para a atividade de G6PD (U/L). Recomenda-se vivamente que a
precisdo do ensaio seja verificada em cada analisador antes da utilizagao.

Morelli, A., Benatti, U., Lenzerini, L., Sparatore, B. et al: The interference of
leukocytes and platelets with measurement of glucose-6-phosphate
dehydrogenase activity of erythrocytes with low activity variants of the enzyme.
Blood 58: 642, 1981.

14. Beutler, E., et al, International Committee for Standardization in Haematology:

No mesmo dia (n=20) Recommended methods for red-cell enzyme analysis. Br. J. Haematol., 35:331-
D.P

Média DP. C\. 340, 1977.
257 23,7 9,2% 15.  NCCLS document “Evaluation of Precision Performance of Clinical Chemistry
658 18,3 2,8% Devices”, 2nd Edition, 1992.
1939 48,0 2,5% .
Legenda dos simbolos

Entre dias (n=20)
Média D.p. CV. & Utiizar até (AAAA-MM-DD) Lote e codigo
269 30,8 11,4%
700 28,7 4,1% Numero de catalogo sl Fabricante
2014 43,0 2,1%

Dispositivo médico de diagnéstico in vitro /ﬂf Limite de temperatura
Sensibilidade: Assumindo que o limite de sensibilidade representa uma
alterag@o na absorbancia a 340 nm de 0,001 por minuto, é possivel detetar
uma atividade de G6PD de 0,4 U/g Hb ou 11 U/10'2 RBC utilizando este
procedimento (assumindo uma concentragéo de hemoglobina de 12,0 g/dL e
uma contagem de glébulos vermelhos de 4,5 x 108/mm3).

EE} Consulte as instrugdes de utilizagao Rx Only: Utilizagdo apenas

mediante receita médica

€ ) . . .
Especificidade: A oxidagio do glicose-6-fosfato pela G6PD é especifica. ‘ Marcagéo CE Represe”ta"te autorizado na Comunidade Europeia

Qualquer formag&o ndo especifica de NADPH devido a oxidag&o de outros
substratos por enzimas enddgenas ocorre durante o periodo de pré-
incubagdo. A 6-fosfogluconato desidrogenase é completamente inibida pela
maleimida no sistema de reagente.

Fabricado por

G7583 M HORIBA Instruments Incorporated-Pointe Brand

5449 Research Drive Canton, MI 48188

W L[

Correlagdo: Um estudo de comparagéo entre o método da Pointe Scientific
e 0 da Sigma Diagnostics resultou numa equagéo de regressao linear com y

= 0,97x + 0,07 e um coeficiente de correlagao de 0,994. Fabricado por HORIBA Instruments Incorporated — Pointe Brand

5449 Research Drive, Canton, M| 48188

e-mail: mail@obelis.net
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Certificada para executar reagentes

Os reagentes Pointe séo certificados para serem fabricados de acordo com
pardmetros especificados. Qualquer produto de reagente Pointe que ndo cumpra
as especificagdes até a data de validade indicada sera regularizado
imediatamente sem quaisquer custos.
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