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11 deficit di glucosio-6-fosfato deidrogenasi (glucose-6-phosphate dehydrogenase, G6PD) ¢ una malattia genetica
con eredita legata al sesso, dovuta alla presenza di una mutazione nel gene che codifica I’enzima G6PD. La proteina
enzimatica partecipa al metabolismo dei pentosofosfati e ha la funzione di mantenere un adeguato potenziale
riducente nell’eritrocita. La manifestazione clinica del deficit enzimatico ¢ I’anemia emolitica che si sviluppa solo in
conseguenza di un fattore esterno scatenante uno stress ossidativo nell’ambiente intracellulare. I farmaci con
proprieta ossidanti costituiscono uno dei principali fattori di emolisi nei carenti di G6PD. La valutazione del
potenziale emolitico di un farmaco per i soggetti con deficit di G6PD puo risultare complessa sia per la molteplicita
dei fattori che concorrono all’evento emolitico sia per la difficolta di allestire studi clinici mirati. Nel presente lavoro
¢ stato effettuato un aggiornamento dell’elenco dei farmaci potenzialmente rischiosi per i portatori del deficit
enzimatico, precedentemente elaborato nel Rapporto ISTISAN 99/19.
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Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency is a X-linked hereditary disease due to a mutation in the
gene coding the G6PD. The enzyme takes part in the pentose phosphate pathway and his function is to control the
erythrocyte redox potential. The clinical manifestation is the acute haemolytic anaemia triggered by an oxidative
stress. Oxidative drugs are the most important haemolytic factor in G6PD deficient people. The evaluation of the drug
haemolytic potential is complicated because the risk of drug-induced G6PD deficiency-related haemolysis depends
on a number of factors and the clinical trials in G6PD deficient people are very difficult to set up. In this work a
review of previously reported list (Rapporti ISTISAN 99/19) of the potentially haemolytic drugs for G6PD deficient
people has been performed.
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INTRODUZIONE

L’associazione tra la somministrazione dei farmaci antimalarici e 1’insorgenza di crisi
emolitiche acute in alcuni soggetti sensibili era nota fin dagli anni 30 (1), ma le conoscenze
scientifiche dell’epoca non permettevano di spiegarne esattamente 1’eziologia.

Negli anni ’50 i cicli metabolici del globulo rosso erano stati chiariti grazie agli studi di
Warburg, Embden ¢ Meyerhof ed erano stati messi a punto metodi di marcatura delle cellule
con isotopi radioattivi (2). Fu quindi possibile, tramite esperimenti di sopravvivenza eritrocitaria
con globuli rossi marcati, dimostrare che la sensibilita all’effetto emolitico della primachina era
dovuta a un difetto intrinseco agli eritrociti (3).

Successivamente gli studi sui cicli metabolici del globulo rosso di Beutler et al. (4-6)
dimostrarono che gli eritrociti di soggetti sensibili alla primachina avevano livelli di glutatione
piu bassi rispetto agli eritrociti di soggetti normali e che non erano in grado di mantenere
adeguate concentrazioni intracellulari di glutatione dopo stimolazione con sostanze ossidanti.
Queste ricerche focalizzarono 1’attenzione dei ricercatori sui meccanismi metabolici eritrocitari
che mantengono il glutatione nello stato ridotto e portarono nel 1956 Carson (7) alla scoperta
del deficit di glucosio-6-fosfato deidrogenasi (G6PD).
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IL DEFICIT DI GLUCOSIO-6-FOSFATO DEIDROGENASI

Il deficit di G6PD ¢ una malattia metabolica con ereditarieta legata al sesso, dovuta alla
presenza di una mutazione nel gene costitutivo Gd, situato sul cromosoma X.

Il gene ¢ altamente polimorfico, infatti fino ad oggi sono state descritte circa 140 mutazioni
puntiformi, localizzate prevalentemente nella regione codificante. Le varianti enzimatiche che
derivano dalle mutazioni del gene presentano differenti livelli di attivitd da cui conseguono
differenti manifestazioni del difetto a livello clinico.

Sulla base delle caratteristiche biochimiche e cliniche le varianti di G6PD sono state
suddivise in 5 classi. Le varianti di classe I presentano deficit severo (meno del 10-20%
dell’attivita enzimatica normale) e anemia emolitica cronica. Le varianti di classe I presentano
deficit ancora piu severo (<10%) e rischio di episodi di anemia emolitica acuta. Le varianti di
classe III presentano un deficit moderato (10-60%) e rari casi di anemia emolitica acuta. Le
varianti di classe IV non presentano il deficit e sono asintomatiche. Le varianti di classe V,
infine, presentano attivita enzimatica aumentata e sono asintomatiche.

La localizzazione del gene sul cromosoma X comporta che le mutazioni vengano ereditate
secondo le leggi dell’eredita mendeliana per cui i maschi possono ereditare il difetto soltanto
dalla madre e presentano livelli di attivitd enzimatica molto bassi (emizigoti), mentre le
femmine possono ereditare il difetto sia dal padre che dalla madre (omozigoti) o solo da un
genitore (eterozigoti) e presentano livelli di attivita enzimatica ampiamente variabili, da valori
molto bassi (omozigoti, eterozigoti) a valori confrontabili al normale (eterozigoti).

La grande variabilitd nei valori di attivitd enzimatica che si riscontra nelle femmine
eterozigoti dipende dal fenomeno del mosaicismo. Tale fenomeno si manifesta nei primi stadi
dello sviluppo embrionale in tutte le cellule dell’embrione femminile e consiste nella
inattivazione di uno dei due cromosomi X (corpo di Barr). L’inattivazione puo riguardare
indifferentemente e con andamento casuale il cromosoma X di origine paterna o quello di
origine materna e una volta avvenuta, si mantiene nella progenie cellulare. Di conseguenza nelle
donne sono presenti, in proporzioni variabili da soggetto a soggetto, due tipi di cellule
somatiche che differiscono nell’espressione dei rispettivi geni allelici, dunque I’espressione
fenotipica del deficit di G6PD nelle donne eterozigoti ¢ strettamente legata alla proporzione fra
progenitori eritroidi normali e carenti.

Le principali manifestazioni cliniche del deficit di G6PD sono: 1’anemia emolitica acuta,
I’anemia emolitica cronica non sferocitica, generalmente associata a varianti enzimatiche rare, e
I’ittero neonatale. L’anemia emolitica acuta, tuttavia, non ¢ una condizione clinica costante
perché si sviluppa solo in conseguenza di un fattore esterno scatenante I’emolisi. I fattori che
possono provocare 1’emolisi nei carenti di G6PD sono di diversa natura: infezioni batteriche,
alcuni alimenti (fave), alcuni farmaci, ma agiscono tutti nello stesso modo: provocano uno stress
ossidativo nell’ambiente intracellulare (8-14).

Ruolo metabolico della G6PD

11 principale substrato metabolico del globulo rosso ¢ il glucosio che viene metabolizzato
attraverso due vie: la glicolisi (ciclo di Embden Mayerhof) che produce energia sotto forma di
adenosintrifosfato (ATP) e lo shunt dell’esoso monofosfato (o via dei pentoso fosfati) che
converte il glucosio in pentosi e produce il nicotinadenindinucleotidefosfato (NADPH) (Figura 1).
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Figura 1. Cicli metabolici del globulo rosso
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La G6PD catalizza la prima reazione dello shunt dell’esoso monofosfato trasformando il
NADP in NADPH; questo metabolita ¢ indispensabile sia per la funzione della catalasi sia per la
rigenerazione del glutatione ridotto (GSH) mediante la glutatione perossidasi. Dal momento che
catalasi e glutatione perossidasi sono 1 principali sistemi enzimatici preposti alla
detossificazione dei perossidi, ¢ quindi alla difesa delle cellule dagli ossidanti, appare chiara
I’importanza della G6PD nei globuli rossi che, come trasportatori di ossigeno, sono
particolarmente esposti al danno ossidativo. E poi necessario considerare che I’eritrocita ¢
sprovvisto dei sistemi enzimatici mitocondriali e, quindi, lo shunt dell’esoso monofosfato
rappresenta 1’unica fonte di produzione di NADPH.

La via dei pentoso fosfati ¢ un ciclo metabolico alternativo alla glicolisi anaerobia e la sua
regolazione dipende dal rapporto fra le concentrazioni di NADP ¢ NADPH; un aumento di tale
rapporto corrisponde alla stimolazione del ciclo.

Negli individui normali, in condizioni stazionarie, I’attivita della G6PD, e quindi il flusso
metabolico dei pentoso fosfati, sono fortemente limitati poiché la concentrazione del NADPH,
che si comporta come inibitore parzialmente competitivo della G6PD rispetto al NADP, ¢ quasi
il doppio della concentrazione saturante. Di conseguenza, 1’enzima espleta circa il 2% della sua
potenziale attivita e meno del 1% del glucosio che attraversa la membrana cellulare viene
metabolizzato attraverso il ciclo dei pentosi.

In condizioni di stress ossidativo, in seguito alla diminuzione del NADPH, viene meno
I’inibizione della G6PD e la velocita del ciclo dei pentosi pud essere incrementata fino a 20
volte. Questa enorme flessibilita corrisponde ad una particolare esigenza del globulo rosso di
resistere al danno ossidativo e d’altra parte spiega un aspetto caratteristico molto comune nel
difetto di G6PD a livello clinico: 1’assenza di sintomi in condizioni fisiologiche stazionarie e lo
sviluppo di crisi emolitiche, di gravita variabile, in seguito a stress provocato da agenti esogeni
con azione ossidante (8, 9, 11, 12).
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MECCANISMI DI EMOLISI

All’interno del globulo rosso 1’alta tensione di ossigeno ¢ la concentrazione dell’emoglobina
favoriscono la formazione di specie attive dell’ossigeno, quali ’anione superossido (O), il
perossido di idrogeno (H,0,), e il radicale ossidrilico (OH"). Infatti durante il processo di
ossigenazione-desossigenazione, a seguito del trasferimento di un elettrone dal ferro
emoglobinico all’ossigeno, una piccola quota (1,2%) di emoglobina Fe++ si trasforma in
metemoglobina Fe+++ con generazione di superossido(O2-) (Figura 2).
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G6PD = glucosio-6-fosfato deidrogenasi; 6PGD = 6-fosfogluconato deidrogenasi;
GR = glutatione reduttasi; GSH-Px = glutatione perossidasi; SOD = superossidodismutasi;
GSH = glutatione ridotto; GSSG = glutatione ossidato

Figura 2. Sistemi ossidoriduttivi dei globuli rossi

L’anione superossido, per azione della superossido dismutasi (SOD), origina il perossido di
idrogeno che viene eliminato attraverso 2 vie alternative: i) la degradazione in ossigeno e acqua
ad opera della catalasi e della glutatione perossidasi; ii) il ciclo di Haber-Weiss nel quale il
perossido di idrogeno si trasforma in ione ossidrile e radicale ossidrilico, mentre lo ione
superossido ¢ trasformato in ossigeno. Il radicale ossidrilico ¢ altamente tossico e pud attaccare i
lipidi di membrana, innescando la produzione di altri radicali liberi ed idroperossidi in un
processo di propagazione delle reazioni ossidative che danneggiano la cellula sia a livello
metabolico che strutturale.

A livello metabolico, 1 principali enzimi citoplasmatici sono inibiti a causa dell’ossidazione
dei gruppi sulfidrilici nei siti attivi; a livello strutturale diminuiscono i gruppi —SH della
fenomeni di denaturazione della spettrina e di altre proteine scheletriche e transmembranarie
con accumulo di prodotti di degradazione proteolitica e di polimeri ad alto peso molecolare,
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dovuti alla formazione di legami crociati fra le proteine denaturate. Il sito attivo
dell’emoglobina si ossida con formazione di metemoglobina, i gruppi SH della globina formano
disolfuri misti con il glutatione libero citoplasmatico o ponti disolfuro con altre molecole
proteiche (8, 9, 10, 12, 13).

In condizioni normali questi fenomeni sono completamente reversibili perché la
metemoglobina ¢ continuamente ridotta dall’azione congiunta di nicotinadenindinicleotide
ridotto (NADH), proveniente dalla glicolisii, e NADH-metemoglobina reduttasi;
contemporaneamente i gruppi —SH si rigenerano a spese del GSH formato dalla glutatione
reduttasi (GSSGR) -NADPH dipendente (Figura 2).

Quando le riserve di GSH sono insufficienti e 1’ossidazione raggiunge i gruppi sulfidrilici
sommersi, le strutture terziaria e quaternaria della molecola emoglobinica si destabilizzano
innescando un processo di denaturazione caratterizzato dalla formazione di emicromi e di
precipitati, in alcuni casi visibili al microscopio (corpi di Heinz, Figura 3), che si legano alle
proteine di membrana, specialmente alla proteina transmembranaria Banda 3 (13, 15-23).

Questi fenomeni di denaturazione ossidativa si presentano, almeno in parte, anche durante
I’invecchiamento degli eritrociti normali e sono la causa delle alterazioni reologiche,
immunologiche e morfologiche della cellula che precedono il sequestro splenico e la lisi
cellulare (16, 19, 21, 23).

I globuli rossi carenti di G6PD non sono in grado di rispondere adeguatamente allo stress
ossidativo rigenerando i livelli normali di NADPH e GSH. Di conseguenza il processo di
denaturazione ossidativa ¢ amplificato rispetto alle cellule normali e, specialmente in presenza
di ossidanti esogeni, si verifica la lisi precoce degli eritrociti in circolo come si osserva in
seguito all’ingestione di fave,alle infezioni acute e dopo somministrazione di alcuni farmaci ed
altre sostanze chimiche con azione ossidante (10, 12, 15, 23).

Figura 3. Formazione di corpi di Heinz in eritrociti umani con deficit di G6PD
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Favismo

Il favismo ¢ una malattia emolitica provocata dall’ingestione di fave, gia conosciuta in tempi
molto antichi; in un aforisma di Ippocrate si raccomandava di evitare le fave, e gia un secolo
prima, Pitagora sconsigliava ai suoi discepoli I’attraversamento dei campi di fave in fiore.
Tuttavia i primi riferimenti al favismo come vera e propria patologia risalgono al XIX secolo.

La possibilitd che si scateni una crisi emolitica dopo il contatto con le piante di fave o
I’inalazione del polline ¢ molto controversa ma I’ingestione del legume ¢ certamente una causa
di emolisi acuta, tradizionalmente denominata favismo ittero-emoglobinurico.

Una caratteristica peculiare del favismo ¢ I’erraticita, non tutti gli individui carenti di G6PD
vanno incontro a crisi emolitiche dopo un pasto a base di fave, probabilmente solo il 25-30%,
inoltre uno stesso individuo puo dimostrare sensibilita alle fave solo in certi periodi della sua
vita, ad esempio durante 1’infanzia oppure in tarda eta. Il deficit di G6PD, dunque, ¢ una causa
necessaria ma non sufficiente delle crisi fabiche.

E verosimile che le crisi emolitiche siano scatenate dalle sostanze ossidanti contenute nelle
fave, quali vicina, convicina, ascorbato, L-DOPA. Le molecole maggiormente coinvolte sono
probabilmente vicina e convicina, beta-glucosidi delle pirimidine, che nell’intestino vengono
convertite da una beta-glicosidasi nei rispettivi agliconi vicina e isouramile; questi composti
vanno incontro ad autossidazione e formano radicali liberi che a loro volta provocano la
formazione di specie attive dell’ossigeno e 1’ossidazione del GSH, attivando, negli eritrociti
carenti di G6PD, la catena di reazioni che porta alla emolisi (11).

Le reazioni che intervengono sono complesse e diversificate, quindi difficilmente
prevedibili. Le beta-glicosidasi, presenti in quantita variabile sia nelle fave che nella mucosa
intestinale del consumatore, possono giocare un ruolo importante nel determinare la quantita e
la velocita di produzione degli agliconi attivi. Da queste considerazioni si fa strada 1’ipotesi che
nel favismo oltre alla presenza del deficit siano implicati altri fattori genetici e/o acquisiti,
coinvolti nel catabolismo delle sostanze ossidanti presenti nella fave.

Generalmente il favismo si associa alle varianti di G6PD di classe II che provocano deficit
severo, come la G6PD Mediterranea, ma sono descritti casi di favismo anche con la variante
GO6PD A- di classe III (8-14).

Infezioni

Le malattie infettive che piu spesso hanno indotto attacchi emolitici acuti nei pazienti carenti
di G6PD sono state la polmonite, 1’epatite ¢ la febbre tifoide, ma anche le infezioni virali delle
vie respiratorie superiori o quelle gastrointestinali. L’emolisi indotta da agenti infettivi ¢
probabilmente dovuta al rilascio di perossidi durante il processo di fagocitosi da parte dei
granulociti (8-14).

Emolisi da farmaci

La causa primaria dello stress ossidativo provocato dall’assunzione di alcuni farmaci ¢ la
reazione del farmaco, o piu probabilmente di un suo metabolita, con 1’ossiemoglobina da cui si
originano le molecole con forte potere ossidante che innescano i fenomeni descritti (10, 13).
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Le crisi emolitiche si manifestano dopo alcuni giorni dall’ingestione del farmaco. Rispetto
alle crisi dovute all’ assunzione di fave, I’incipit € piu lento ma la sintomatologia ¢ il decorso
clinico sono molto simili. La gravita delle manifestazioni cliniche, come per il favismo, ¢ molto
variabile e dipende sia da caratteristiche individuali (tipo di variante molecolare, metabolismo,
presenza di altre malattie) che del farmaco (potere ossidante, dose, farmacocinetica).

Nel caso di varianti di classe III, come la A-, ’emolisi indotta da farmaci ¢ generalmente
autolimitante (24). Questo perché nelle cellule piu giovani I’attivita della G6PD ¢ maggiore,
quindi man mano che la popolazione eritrocitaria, in risposta all’evento emolitico, si
ricostituisce, 1’attivitd enzimatica aumenta e 1’emolisi rallenta. In presenza di varianti
enzimatiche di classe II, come la G6PD Mediterranea, 1’emolisi continua senza effetto
compensatorio perché D’attivita enzimatica ¢ molto compromessa anche negli eritrociti piu
giovani.

Un altro fattore importante ¢ il destino metabolico del farmaco nell’organismo, ¢ infatti
possibile che 1’azione ossidante sia dovuta ai metaboliti del farmaco. Anche in questo caso sono
coinvolti fattori genetici che regolano i cicli metabolici individuali, per cui le conseguenze della
somministrazione di uno stesso farmaco su individui diversi possono non essere sempre le
stesse.

Altri fattori costituzionali in grado di influenzare la sensibilita ai farmaci sono ’efficacia dei
sistemi di escrezione e 1’attivita del midollo osseo nel ricostituire la popolazione eritrocitaria, o
ancora la concomitante presenza di altre patologie.

Per quanto riguarda ’effetto della dose del farmaco, benché sia difficile ad oggi stabilire un
effetto dose-risposta per i diversi genotipi della G6PD e per diversi farmaci, tuttavia si puo
affermare che la severita dell’emolisi non dipende solo dalla tipologia del farmaco e dal relativo
potere ossidante, ma anche dalla dose e dal periodo di tempo in cui la dose totale viene
somministrata. Ad esempio due pazienti con deficit di G6PD severo hanno ben tollerato una dose
pari a 12,7 gr di chinina e 405 mg di primachina somministrate in un periodo di 8 settimane,
mentre in un gruppo di carenti in Thailandia, dove ¢ prevalente la variante Mahidol, di classe III,
si sono verificate manifestazioni emolitiche con dosi minori degli stessi farmaci (1,5g di chinina e
270 mg di primachina) somministrate in un tempo piu breve (15 giorni) (24-26).
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VALUTAZIONE DEL POTENZIALE EMOLITICO
DI UN FARMACO

Studi preclinici: test in vitro

Da quanto finora esposto risulta evidente che stabilire in modo certo e inequivocabile il
potenziale emolitico di un farmaco in soggetti con deficit di G6PD puo risultare molto difficile.

Attualmente sono disponibili diversi metodi in vitro per la valutazione del potenziale
emolitico dei farmaci che possono essere applicati durante gli studi preclinici effettuati per
testare efficacia e sicurezza del farmaco prima della immissione in commercio.

Il pit immediato ¢ sicuramente il test di lisi degli eritrociti nel quale diluizioni seriali del
farmaco in esame sono aggiunte a una sospensione di eritrociti al 2% in soluzione salina
tamponata. La percentuale di emolisi si valuta mediante la rilevazione spettrofotometrica
dell’emoglobina liberata. I controlli negativi sono costituiti da eritrociti senza solvente e
farmaco o eritrociti con il solo solvente, e i controlli positivi da eritrociti con sodio
dodecilsolfato (SDS) che provoca il 100% di emolisi. Questo test, benché sia utilizzato
nell’industria per la valutazione del potenziale emolitico dei farmaci antimalarici (26), risulta
aspecifico, infatti ¢ stato dimostrato che gli eritrociti carenti di G6PD e gli eritrociti normali
incubati con un farmaco emolitico come la primachina sono indistinguibili gli uni dagli altri
relativamente a percentuale di emolisi, fragilita osmotica, antigenicita e fragilita meccanica (27).

Risposte differenziate al farmaco sono apprezzabili in vitro applicando altre metodiche quali
I’esame microscopico, il test di stabilita del glutatione (4, 5) e 1’ossidazione del primo carbonio
del glucosio (28).

L’esame microscopico di eritrociti stimolati con un ossidante permette di valutare la diversa
localizzazione dell’emoglobina denaturata e precipitata sotto forma di corpi di Heinz. Negli
eritrociti carenti I’emoglobina precipita sulla membrana distorcendola, mentre negli eritrociti
normali i corpi di Heinz appaiono come inclusioni citoplasmatiche (27).

I test di stabilita del glutatione si effettua confrontando la concentrazione del glutatione
ridotto in campioni di sangue prelevati da volontari, sia normali che portatori del deficit di
G6PD, prima e dopo incubazione a 37 °C degli eritrociti con differenti concentrazioni del
farmaco in esame (4, 5, 29).

Con questo metodo ¢ stato testato il potenziale emolitico di farmaci quali la primachina, il
cloramfenicolo, la sulfanilamide 1’acido acetilsalicilico (30), alcuni farmaci antiinfiammatori
non steroidei (FANS) (31) e il Lawsone (32).

Infine con il metodo dell’ossidazione del carbonio 1 del glucosio si puo rilevare 1’attivita
metabolica del ciclo dei pentoso-fosfati in eritrociti normali trattati con il farmaco (28).

Benché i test in vitro siano stati e siano tuttora uno strumento utile per studiare il rischio di
emolisi associato ai farmaci, tuttavia spesso hanno dato luogo a risultati sia falsamente positivi
che falsamente negativi. Questo potrebbe derivare dal fatto che gli eritrociti vengono messi a
diretto contatto con il farmaco, ma non con i suoi metaboliti diversamente da quanto avviene in
vivo.

Nell’intento di simulare il piu possibile le condizioni fisiologiche, Welt ha messo a punto nel
1971 un metodo che ¢ in grado di testare il potenziale emolitico dei metaboliti del farmaco. Si
puod definire un metodo “semi in vitro” in quanto consiste nel mettere a contatto eritrociti
normali con plasma di volontari sani cui ¢ stato somministrato il farmaco e valutare la capacita
del plasma di stimolare la via dei pentoso fosfati degli eritrociti (33).
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Questo metodo ¢ stato validato da Gaetani e Salvidio nel 1976 (34) confrontando il plasma
prelevato da persone che avevano assunto Sulfonamide, un farmaco emolitico, con il plasma di
persone cui era stato somministrato un farmaco non emolitico; solo il primo plasma stimolava il
ciclo dei pentosi in eritrociti normali.

Un metodo analogo, ideato da Bloom e Brewer nel 1983 (35), utilizza gli animali da
laboratorio per generare i metaboliti del farmaco. Quest’ultimo ¢ incubato con microsomi
epatici di topo. Il prodotto di tale processo si mette a contatto con eritrociti carenti e si
determina in essi la concentrazione di glutatione ridotto . Il metodo ha dimostrato un buon
potere predittivo con molti farmaci, ma in alcuni casi non ¢ stato efficace. Per esempio la 3,4 di-
idrossi—L-fenilalanina L-DOPA, ¢ stata classificata come farmaco con potere emolizzante
mentre precedenti studi in vivo avevano dimostrato il contrario (24).

Benché alcuni di questi test, come il test di Welt, siano stati validati mediante ’analisi di
farmaci di cui € noto il potenziale emolitico in Vivo, il loro impiego nella fase preclinica della
valutazione di nuovi farmaci non ¢ molto diffuso.

Tuttavia queste metodiche potrebbero essere proficuamente applicate allo studio di farmaci il
cui bacino di utenza ¢ costituito da una popolazione con prevalenza del deficit di glucosio-6-
fosfato deidrogenasi.

Studi clinici

I dati piu validi per accertare i rapporti di causa-effetto fra la somministrazione di un
farmaco e I’emolisi sono stati ottenuti negli anni 50-60 con gli esperimenti di sopravviveza
eritrocitaria. Eritrociti di soggetti sensibili alla primachina marcati con Cromo (*'Cr) sono stati
trasfusi in soggetti sani; dopo la somministrazione del farmaco in esame ¢ stata rilevata
I’emolisi delle sole cellule marcate. Al contrario nei soggetti sensibili a cui erano state trasfuse
cellule marcate di soggetti normali, dopo la somministrazione del farmaco, si notava la
sopravvivenza delle cellule marcate mentre le cellule dell’ospite andavano incontro a lisi.

Questo metodo ¢ stato determinante per individuare la causa prima dell’emolisi da farmaci
nei soggetti sensibili, cio¢ il deficit di G6PD ed ¢ stato utilizzato per definire il potenziale
emolitico di molte sostanze: 8-amminochinoline antimalariche, sulfonamidi, acetanilide, alcuni
sulfoni e il cloramfenicolo (13). Tuttavia anche i risultati di questi studi possono essere di
dubbia interpretazione perché una riduzione modesta della vita media eritrocitaria, sebbene
apprezzabile con °'Cr, pud non avere rilevanza clinica. Attualmente, comunque, studi di tal
genere non otterrebbero I’approvazione dei comitati etici per la rilevante quota di rischio dovuta
alle trasfusioni allogeniche, mentre & applicabile e valida la valutazione del rischio emolitico
mediante il monitoraggio dei livelli di emoglobina in gruppi di volontari che assumono il
farmaco.

La maggior parte degli studi clinici con valutazione del rischio emolitico per i carenti di
G6PD riguardano i farmaci antimalarici. I motivi sono facilmente intuibili, gli antimalarici,
sono necessari in zone con prevalenza del deficit (Asia, Africa), dove spesso effettuare il test di
screening, prima di somministrare il farmaco, puod essere impraticabile. Inoltre la terapia con
primachina ¢ spesso [’unica utile per la profilassi in quanto ¢ efficace anche nelle forme latenti
della malattia dovute alla presenza di ipnozoiti nel fegato.

Per questi farmaci ¢ necessario, dunque, che la sperimentazione clinica non precluda
I’arruolamento di volontari portatori del difetto. Tuttavia negli studi clinici per lo studio della
efficacia e sicurezza di nuovi farmaci o nuove terapie antimalariche non vengono appositamente
arruolati gruppi di carenti. La ricerca del deficit enzimatico si effettua generalmente a posteriori
verificando con un test biochimico o biochimico molecolare la presenza del difetto solo sui
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soggetti che, dopo i primi trattamenti, mostrano una significativa riduzione dei livelli di
emoglobina (> 20g/L). In questo modo perd spesso non si raggiunge un numero di casi
statisticamente valido per trarre conclusioni sui reali rischi per i carenti di G6PD. E il caso di
due recenti studi clinici condotti nel sud est asiatico (Afganistan e Pakistan) per valutare
I’efficacia e la sicurezza di terapie innovative contro il Plasmodium vivax che prevedono
I’associazione di diversi farmaci e modalita di somministrazione diverse dal consueto (36, 37).

Dal momento che 1’obiettivo principale di questi studi ¢ testare I’efficacia del farmaco sulla
malattia bersaglio, vengono arruolate persone affette da malaria, ma bisogna mettere in evidenza
che tra questi pazienti puo essere difficile trovare soggetti carenti di G6PD in quanto, come &
noto, il difetto enzimatico costituisce un fattore di protezione contro l’infestazione da
plasmodio.

Gli studi clinici mirati alla valutazione degli effetti emolitici di nuovi farmaci nei soggetti
portatori del deficit di G6PD sono di difficile attuazione, sia per la quota di rischio dovuta
all’esposizione, seppur volontaria, dei carenti al trattamento farmacologico, sia per la difficolta
di reclutare un numero statisticamente valido di soggetti rappresentativi delle varianti di G6PD
predominanti nel bacino di utenza del farmaco.

Un buon compromesso ¢ rappresentato da un protocollo per i trial clinici descritto da Beutler
(24) per i1 farmaci antimalarici nelle zone a rischio, che si articola in diverse fasi.

Il protocollo propone nella fase iniziale della sperimentazione clinica di un farmaco, da
diffondere in popolazioni con prevalenza del deficit di G6PD, la valutazione del potenziale
emolitico mediante il test di Welt (33), che, come gia detto, presenta un buon potere predittivo.
Successivamente si passa alla sperimentazione clinica propriamente detta (studi clinici di fase II
o III) saggiando il farmaco su gruppi di soggetti portatori . Per limitare la gravita degli eventuali
eventi emolitici, Beutler propone di arruolare nel trial clinico donne eterozigoti per il deficit di
G6PD di tipo A- (classe III), nelle quali sia presente una frazione di cellule carenti superiore al
50%, stabilito sulla base di test biochimici o citochimici, per poi passare a successivi trial su
gruppi di soggetti maschi emizigoti e/o femmine omozigoti ¢ quindi a carenti portatori di
varianti maggiormente emolitiche per confermare o meno i risultati negativi.

Questo tipo di trial clinico ha avuto 1’approvazione dei comitati etici, ma ¢ difficilmente
realizzabile per la difficolta di reclutare un numero statisticamente valido di volontari.

Attualmente ¢ in corso in Tailandia un trial di questo genere, con la supervisione della Food
and Drug Administration (FDA) americana e del Ministero di Salute Pubblica Tailandese, per
valutare il potenziale emolitico di un nuovo antimalarico la Tafenoquina, un 8-amminochinolina
prodotta dall’industria in collaborazione con un gruppo di ricerca dell’esercito americano. I
risultati di tale studio saranno disponibili entro il 2011 (38).

In alcuni casi i risultati degli studi clinici hanno avuto riscontri positivi per la categoria dei
carenti di G6PD evidenziando la pericolosita dei alcuni farmaci e la sicurezza di altri (39-42).

Uno dei possibili strumenti utili per ulteriori conoscenze sull’effetto dei farmaci nei portatori
di deficit enzimatico ¢ I’attivita di farmacovigilanza. Molti dei dati in letteratura sono infatti
report di segnalazioni di reazioni avverse e, recentemente, sono stati effettuati anche trial clinici
di fase IV mirati alla definizione della nocivita di formulazioni particolari di alcuni farmaci,
notoriamente rischiosi (43, 44).

Sarebbe auspicabile nelle zone in cui il deficit ¢ prevalente, come ad esempio in alcune
regioni italiane, incrementare 1’attivita di farmacovigilanza istituendo un database dedicato in
modo specifico ai casi di emolisi in presenza di deficit di G6PD, corredato di informazioni sulla
caratterizzazione molecolare del difetto e sulle probabili cause che hanno scatenato I’evento
emolitico. Il database potrebbe fornire una corrispondenza diretta tra causa scatenante (farmaci,
fave, infezioni) ed effetto (crisi emolitica) e nel tempo permettere un aggiornamento continuo
delle liste dei farmaci potenzialmente emolitici per i portatori del deficit enzimatico.
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FARMACI POTENZIALMENTE EMOLITICI
PER | PORTATORI DI DEFICIT DI G6PD

Dopo 1 primi studi sulle proprieta emolitiche della primachina, per anni i farmaci con
proprieta ossidanti sono stati considerati la causa principale delle crisi emolitiche nei pazienti
con deficit di G6PD, da cio ¢ nata I’esigenza di elencare tutte le sostanze che potevano
rappresentare un rischio di emolisi. Il primo elenco dei farmaci segnalati come emolitici ¢ stato
pubblicato sul bollettino dell’Organizzazione Mondiale della Sanita (45 ). Da allora sulla base di
dati clinici e di laboratorio disponibili sono state proposte dalla letteratura scientifica liste di
farmaci classificati secondo diverse categorie di rischio negli anni sottoposte a frequenti
revisioni (8-13).

In questo lavoro ¢ stato effettuata una revisione dell’elenco dei farmaci precedentemente
elaborato (46), prendendo in considerazione la letteratura scientifica piu recente, eventuali
effetti emolitici di nuove specialita medicinali e gli elenchi di farmaci potenzialmente emolitici
elaborati in altri paesi europei (47).

L’elenco si articola in due tabelle: nella prima sono contenuti i principi attivi che presentano
inconfutabilmente attivita emolitica, altamente rischiosi per tutti i soggetti con deficit di G6PD;
nella seconda sono elencate, invece, sostanze la cui attivita emolitica € considerata solo
possibile o dubbia. Alcune sostanze per le quali diversi autori danno valutazioni discordanti
sono inserite in ambedue le tabelle indicando i riferimenti bibliografici specifici.

Per quanto riguarda in particolare i riferimenti relativi all’elenco elaborato dall’Agenzia del
Farmaco Francese (Afssaps) si deve precisare che in Tabella 1 sono state inserite le sostanze
definite dall’Agenzia francese come controindicate, le sostanze sconsigliate sulla base di eventi
emolitici documentati e quelle sconsigliate perché appartenenti a una classe farmacologica
rischiosa; mentre nella Tabella 2 sono state inserite le sostanze di cui 1I’Afssaps sconsiglia
I’utilizzo solo a posologie elevate e quelle di cui ¢ consentito 'uso dopo un esame dei dati
disponibili in letteratura e delle eventuali segnalazioni di reazioni avverse (farmacovigilanza).

Tutte le sostanze elencate nelle Tabelle 1 e 2 vengono identificate con il numero di
registrazione del Chemical Abstract Service (N. CAS) e con le denominazioni riconosciute
dall’OMS (International Nonproprietary Names, INN) e dalla Commissione delle Comunita
Europee (European Inventory of Existing Chemical Substances, EINECS).

Note aggiuntive su alcune categorie di farmaci
e su medicinali di origine vegetale

Diverse sono le categorie di farmaci potenzialmente emolitici per i portatori di deficit di
G6PD come si evince dalle Tabelle 1 e 2. Tra queste c¢i sono alcune categorie sulle quali puo
risultare utile qualche dettaglio in piu derivato dalla letteratura recente. In queste note
aggiuntive sono stati presi in considerazione i farmaci antinfiammatori, analgesici e antipiretici
in quanto di uso comune, spesso anche senza indicazione del medico, la vitamina K rilevante
per il periodo neonatale, le terapie antivirali per le infezioni da HCV e HIV e gli anestetici.
Inoltre, dal momento che in questi ultimi anni 1’'uso delle erbe medicinali ¢ considerevolmente
aumentato, sono state riportate alcune osservazioni su prodotti, anche cosmetici, che sono stati
riconosciuti come nocivi ai portatori di deficit di G6PD.
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Antinfiammatori

Per quanto riguarda aspirina e paracetamolo le opinioni sono controverse, diversi autori
ritengono che questi farmaci, se assunti a dosi terapeutiche, possano essere ben tollerati dai
soggetti con deficit di G6PD (9, 10, 13, 47, 48). Tuttavia va segnalato che: i) 1’assunzione di
aspirina ha comportato episodi emolitici in alcuni soggetti con deficit enzimatico (49-52); ii) in
una casistica italiana su circa 500 carenti, il 3% ha sofferto una crisi emolitica attribuita alla
terapia con aspirina (53); iii) uno studio in vitro e alcuni case report dimostrano I’effetto
emolizzante del paracetamolo (54-56).

Altri farmaci antinfiammatori non steroidei (FANS) il cui principio attivo € costituito da
ketoprofene o ibuprofene, sembrano ben tollerati (57-59).

Una menzione a parte merita il nimesulide, farmaco di vasto impiego, appartenente alla
famiglia delle sulfonamidi, sostanze considerate emolitiche per tutti i carenti di G6PD e
recentemente messo in discussione per la sua epatotossicitd. Gli studi clinici, non mirati a
soggetti carenti, ne hanno dimostrato 1’ efficacia come analgesico e antipiretico, ma non
menzionano 1’emolisi come effetto collaterale o avverso. Il farmaco ¢ commercializzato dal
1985 in Europa, Stati Uniti e Giappone; in India, dove ¢ in commercio dal 1996, sono stati
segnalati due casi di emolisi in bambini conseguenti alla sua somministrazione. (60).

Analgesici e antipiretici

L’attribuzione di un effetto emolitico certo a questa classe di farmaci puo essere difficoltoso
perché la febbre, oltre a provocare di per se uno stress ossidativo, ¢ spesso dovuta alle infezioni,
altra importante causa di attacchi emolitici nei soggetti con deficit di G6PD. Tuttavia sono stati
segnalati alcuni casi di emolisi in seguito a somministrazione di farmaci pirazolonici (61, 62) e
uno studio, in vivo su animali da laboratorio e in vitro sull’enzima purificato, ha dimostrato che
la novalgina ¢ in grado di inibire I’attivita della G6PD (63).

Vitamina K e analoghi

Un rischio ben noto del periodo neonatale ¢ rappresentato dalla malattia emorragica del
neonato, dovuta al deficit congenito di vitamina K. Come misura cautelativa, fin dagli anni ’50,
in molti paesi ¢ stata introdotta e fortemente raccomandata per tutti i neonati la profilassi con
vitamina K (64, 65). Questa vitamina € presente in natura principalmente come fillochinone o
vitamina K1, di origine vegetale, ¢ menachione o vitamina K2, di origine batterica. Esiste poi
una vitamina K di origine sintetica, il menadione o vitamina K3 e i suoi derivati idrosolubili:
menadione sodio bisolfito e menadiolo sodio difosfato. I derivati idrosolubili del menadione,
genericamente denominati analoghi della vitamina K, sono sostanze ossidanti e la loro
somministrazione per via parenterale a dosi elevate, ha provocato crisi emolitiche anche severe
in neonati ¢ donne in gravidanza non affetti da deficit di G6PD (64, 66). La vitamina K1,
somministrata in dosi opportune, non sembra comportare simili problemi, come ¢ stato
dimostrato da alcuni studi in vitro e, indirettamente, dall’uso pluriennale di vitamina K1 per la
profilassi neonatale anche in paesi ad alta incidenza di deficit di G6PD, senza che siano stati
denunciati casi di emolisi grave (64, 66, 67).

Inoltre uno studio in vitro effettuato per verificare se la terapia con vitamina K potesse avere
un ruolo nell’ittero che si sviluppa in alcuni neonati con deficit di G6PD, ha dimostrato che i
campioni di sangue di cordone ombelicale con deficit di G6PD, incubati con dosi elevate di
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vitamina K1, non mostrano un rischio di danno ossidativo maggiore rispetto ai campioni di
sangue ombelicale normale (64).

Antivirali

L’uso della terapia standard per 1’infezione da HCV (combinazione di interferon e
ribavirina) comporta come grave effetto collaterale 1’anemia, dovuta principalmente alla emolisi
intravascolare indotta dalla ribavirina e all’azione dell’interferone sul midollo osseo. I dati di
alcune casistiche sul rischio aggiuntivo di emolisi dovuto al deficit di G6PD sono contraddittori.
In particolare, alcuni studi prospettici effettuati tutti con lo stesso metodo, misurazione del
livello di emoglobina prima, durante e dopo il trattamento a dosi terapeutiche di ribavirina e
interferon, giungono a conclusioni opposte. In un primo studio su 112 pazienti con epatite
cronica da HCV fra cui 26 carenti di G6PD (23%) non ¢ stata dimostrata nei pazienti carenti
un’anemia piu grave rispetto ai non carenti (68). Invece in un secondo studio su 383 pazienti fra
cui 33 carenti (7,8%) il deficit di G6PD ¢ stato associato allo sviluppo di uno anemia emolitica
piu severa durante la terapia (69). Infine un recente studio effettuato in Sardegna su 68 pazienti,
fra cui 26 carenti con la variante Mediterranea, conferma la possibilita di trattare con ribavirina i
pazienti con deficit di G6PD senza gravi conseguenze (70).

Altre terapie utilizzate nella cura dell’immunodeficienza acquisita da HIV comprendono
farmaci con forte potere ossidante come il dapsone, la primachina, le sulfonamidi, fortemente
rischiosi per i carenti di G6PD, quindi sarebbe opportuno verificare con un dosaggio enzimatico
I’eventuale presenza del deficit prima di iniziare le terapie farmacologiche (71).

Gli inibitori delle proteasi (amprenavir, fosamprenavir, tipranavir, darunavir, brecanavir),
potrebbero essere controindicati nei pazienti carenti in quanto contengono sulfonamide,
sostanza potenzialmente emolitica. Tuttavia uno studio retrospettivo su 137 pazienti, fra cui 11
carenti, trattati con fosamprenovir non ha evidenziato casi di anemia emolitica (72).

Anestetici

L’anestesia di un paziente affetto da deficit di G6PD richiede particolare attenzione nella
scelta degli anestetici piu adatti perché, almeno in teoria, I’impiego di farmaci che inibiscono
I’attivita della G6PD potrebbe peggiorare le condizioni del paziente sottoposto a un intervento
chirurgico. Tuttavia gli studi specifici sull’argomento non sono molti (73-78).

Gli anestetici di uso piu comune sono: i composti alogenati halothano, isosoflurano e
sevoflurano, usati per I’anestesia generale come anestetici da inalazione; la ketamina,
somministrata endovena per interventi di breve durata; la prilocaina, usata come anestetico
locale e infine le benzodiazepine diazepam e midazolam impiegate come sedativi e ipnotici
nella pre-anestesia.

Studi in vitro sull’attivita della G6PD purificata da emolisati e messa in contatto con diversi
farmaci anestetici hanno dimostrato che 1’halotano non esercita alcun effetto inibitorio
sull’attivita della G6PD, cosi come ketamina e prilocaina, mentre isoflurano e sevoflurano sono
in grado di inibire I’enzima in vitro. Anche le benzodiazepine (diazepam, midazolam) hanno
dimostrato un effetto inibitorio, per questo motivo gli autori dello studio ne sconsigliano
I’associazione con isoflurano o sevoflurano (73).

Tuttavia in alcuni casi ’anestesia di pazienti carenti di G6PD ¢ stata effettuata con successo
somministrando le sostanze oggetto dello studio in vitro in opportune dosi e associazioni (74-77).

Per quanto riguarda gli anestetici locali come la benzocaina e la prilocaina si deve
aggiungere che questi farmaci possono indurre metemoglobinemia (78). In questo caso nei
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pazienti con deficit di G6PD non puo essere utilizzato il consueto trattamento con blu di
metilene, sostanza fortemente emolitica.

Medicinali di origine vegetale

L’uso di medicinali a base di erbe ¢ molto diffuso in Cina dove questi prodotti
rappresentano piu del 70% dei rimedi inclusi nella farmacopea tradizionale, ma anche negli Stati
Uniti e in Europa si fa largo uso di prodotti erboristici (79, 80). Negli ultimi anni la Comunita
Europea ha emesso una direttiva, recepita in Italia (DL.vo n. 219 del 2006), che prevede una
procedura di registrazione semplificata per i medicinali vegetali tradizionali per i quali spesso
non esistono dati sufficienti, ad esempio studi clinici, per essere autorizzati con le procedure che
attualmente regolano I’immissione in commercio dei farmaci. La direttiva si basa sul
presupposto che 1’uso tradizionale, pluriennale del medicinale possa in qualche modo sostituire
la sperimentazione clinica (80).

I dati disponibili in letteratura sull’eventuale effetto emolitico di queste sostanze nei soggetti
con deficit di G6PD sono scarsi e riguardano poche sostanze rispetto alla varieta dei prodotti
erboristici esistenti.

In un recente studio sono stati analizzati, con metodi in vitro e in vivo su animali di
laboratorio, diciotto rimedi a base di erbe usati nella medicina tradizionale cinese; sei di questi
(Rhizoma Coptidis, Cortex Mountain, Radix Rehmanniae, Rhizoma Polygoni Cuspidati, Radix
Bupleuri e Flos Chimonanthi) hanno dimostrato un forte potere ossidante su eritrociti carenti di
G6PD (79). In particolare il Rhizoma Captidis ha provocato gravi episodi emolitici fra i neonati
in Cina dove ¢ usato nella terapia dell’ittero neonatale (79, 81).

Va segnalato, inoltre, almeno un caso in cui anche ’uso topico di un prodotto erboristico
contenente una elevata percentuale di mentolo ha provocato una crisi emolitica in un paziente
con deficit di G6PD (83).

Altra sostanza di origine vegetale fortemente rischioso per le persone con deficit di G6PD ¢
il Lawsone usato piu come cosmetico che come farmaco e comunemente noto con il nome di
henné. I popoli di cultura araba usano 1’henné sin da tempi antichissimi per decorare alcune
parti del corpo, soprattutto piante dei piedi, palme delle mani e volto in occasioni importanti
della vita sociale o religiosa, ma da alcuni anni 1’'uso dell’henn¢ si ¢ diffuso anche nei popoli
occidentali come colorante per capelli o per i tatuaggi (32, 84-86).
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