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RESUMEN.

La deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD)
es una enfermedad hereditaria recesiva ligada al cromosoma X,
por lo que los varones portadores del gen anormal, estan afecta
dos clinicamente y las mujeres heterocigotas son sanas. Esta de
ficiencia puede provocar anemia hemolftica bajo condiciones de
estrés, con la administracién de firmacos oxidantes, en infec -
ciones en e! perfodo neonatal y en ciertos individuos a la in -
gesti6n de habas (Vicia fava).

Por eso es conveniente contar con métodos sensibles para
la identificacién de varones deficientes para prevensitn en --
cuanto a la ingesti6n de drogas que puedan inducir hemblisis en
este tipo de individuos que nunca han presentado anemia hemolf-
tica y para mujeres portadoras con el fin de dar asesoria gené-
tica en relacidn al tipo de herencia.

En este trabajo se utilizaron 3 métodos de laboratorio:
reduccion de metahemoglobina de Brewer, actividad enzimitica de
G6PD en eritrocitos y la citoquimica de actividad de GGPD en --
eritrocitos ligada a MTT-tetrazolium, jumto con el andlisis del
arbol genealdgico, para seleccionar cual de estas detecta al --
100% de varones afectados y al 100% de mujeres heterocigotas de
G6PD.

El estudio se realizb en 6 familias de 6 varones deficien
tes de G6PD (propositus} que habfan sido diagnosticados en el -
Departamento de Hematologfa Pedistrica del Hospital General, --
Centro Médico "La Raza", 1.M.5.5., y que no tenfan estudio fa -
miliar.
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Con las 3 técnicas y el andlisis del &rbol genealégico se
logré hacer la deteccitn de:

a} 10 varones deficientes (6 propesitus y 4 mis sin an-
tecedentes de haber presentado anemia hemolftica).

b) 7 portadoras obligadas.

c) 3 portadoras posibles.

d} 37 familiares femeninos y masculinos normales.

Concluyendo que el diagnéstico de los varones deficientes
de G6PD es factible en el 100% con cualquiera de las 3 técnicas.

Para portadoras con la técnica de reduccién de metahemo -
globina de Brewer s6lo se detect6 el 30%, con actividad enzimd-
tica de G6PD en eritroc{tos el 100% y con la técnica citoquimi-
ca de actividad de G6PD en eritrocitos ligados a MTT-tetrazo --
lium el 90%, mostrando que no todas las portadoras pueden ser
detectadas con un 5610 método de laboratorio, sino que requieren
de la combinacidn de métodos especificos como la de actividad --
enzimdtica y la ligada de MTT-tetrazolium para la determinacién
de 1a enzima de G6PD junto con el andlisis del &rbol genealégico.



I INTRODUCCION.

El significado de los polimorfismos genéticos, clinicos
y bioquimicos de las anemias hemoliticas o enfermedades poten-
clalmente hemoliticas debidas a errores metabSlicos del eritro
cito se han incrementado cada vez con mayor frecuencia.

Estas enfermedades se caracterizan por anemia hemolitica
congénita no esferocitica o por hembisis inducida por drogas
(virgil, et.,al., 1969). Dentro de este grupo la deficiencia -
de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD} representa la enzi-
mopatia mds comin del ciclo de las pentosas, y mejor caracteri
zadas en el humano, de la que hasta el presente se han identi-
ficado a mis de 180 variantes {Beutler y Yoshida, 1973} y cuyo
gen estructural estd localizado en los brazos largos del cromo
soma X (Xq,28) mostrando un patron de transmisidn hereditario
recesivo ligado al cromosoma X, por 1o que la expresidn clini-
ca de la enfermedad se presenta en los varones (hemicigotos)
con transmision del gen anormal a través de mujeres asintomati
cas (heterocigotas o portadoras) y en muy raras ocasiones a --
través de mujeres homocigotas (Mckusik, 1986).

Para la identificacién de los varones afectados, se cuen
ta con mGitiples pruebas de diagn6stico especificas disponibles
y de uso en laporatorios clinicos generales, las que incluyen,
pruebas cualitativas simples de tamizaje, métodos semicuantita-
tivos y los enzimsticos cuantitativos (Herz,et., al., 1970} per
mitiendo la deteccién del 100% de varones afectados, debido a
que en ellos la actividad de la enzima {G6PD) no excede el 15%
del valor medio normal {Yoshida, 1973}. No asf en el caso de --
las mujeres heterocigotas, ya que <cmo se sabe,representan un
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mosaico para el cromosoma X, por lo que Su sangre contiene una
mezcla de eritrocitos normales y deficientes de GEPD, lo que --
dificulta su estudio, debido a que dependiendo del porcentaje
de eritrocitos deficientes, los valores de actividad enzimitica
pueden ser normales,intermedios o bajos (Beutler, et.al., 1962).

La naturaleza y severidad de las manifestaciones clinicas
en los hemicigotos, est4n determinadas en gran parte por el ti-
po de variante enzimatica, aunque en general la hemblisis es --
epis6dica, puede ocurrir bajo condiciones de estrés, con la ad-
ministracién de farmacos, infecciones en el perfodo neonatal y
en ciertos individuos con la ingestién de habas (Beutler, et.
al, 1974).

La anemia hemolftica debida a deficiencia de G6PD puede
ser severa y afin poner en peligro la vida, por Io que es impor-
tante el diagndstico preciso de esta deficlencia, en pacientes
pedidtricos de sexo masculino para diferenciarlo de muchos pa--
decimientos hematolégicos y genéticos que se manifiestan con he
molisis, lo que permitird un manejo adecuado dei paciente y su
familia,



11 METABQLISMO DEL ERITROCITO.
-'A) ORIGEN, ESTRUCTURA Y FUNCION.

En la médula 6sea del individuo adulto el hemocitoblasto
constituye a la célula madre pluripotencial, o “stem cell" a -
partir de la cual derivan las diferentes lineas celulares que
dan origen a la formaci6n de eritrocitos, granulecitos y mono-
citos.

En la célula madre la serie eritropoyética unipotencial
responde al estimulo de la eritropoyetina, diferencidndose a -
pronormoblasto, cé&lula que mide entre 20 a 254 cuyo nfcleo --
ocupa el 80% de su drea y en su citoplasma se desarrollan orga
nelos especializados tales como mitrocondrias, y aparato de --
golgi, asi como polirribosomas, esta célula se caracterfza por
una gran actividad metab6lica, la que se manifiesta en la sin-
tesis de hemoglobina, protoporfirina, receptores de membrana,
antigenos, sistemas enzimiticos, etc. El pronormoblasto entra
en un proceso de maduracién y amplificacién a través de tres
fases arbitrariamente definidas: a) el normoblasto bas6filo --
que mide de 16 a 18 u y caracterizado por la presencia de nu-
merosos polirribosomas citoplasmaticos; b} el normeblasto poli
cromatofilico I y 11 que mide entre 12 y 154 con abundante he
meglobina y siderocina en su citoplasma, esta célula se carac-
teriza porgue pierde sunucleclo,2l mismo tiempo que su nficleo
dismiruye de tamafio y ¢) el normoblasto ortocromdtico que mide
entre 10 y 12u en el que los polirribosomas se han dispersado
en mono y dirribosomas, las mitocondrias disminuyen en nimero
a medida que el nlcleo contin0a disminuyendo de tamafio y el vo
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Yamen citoplasmitico se incrementa a expensas de la hemoglobina
transformindose en retriculocito, célula anucleada que pasa al
torrente circuiatorio donde realiza la Gitima etzpa de su dife-
renciacidn durante el cual sintetiza el 20% restante de la hemg
glogina y por un proceso de autofagia elimina a los componentes
innecesarios come son; mitocondrias, ribosomas y receptores de
transferrina de manera que al transformarse en eritrocito madu-
ro (hematie o normocito) solo conserva las vias metabblicas de
la glucblisis anaertbica. la via de las pentosas fosfato y la
gluconeogénesis (Murphy, 1960).

Todo este proceso de maduracién y amplificacién se reali-
2a a través de cuatro divisiones por mitosis en un perfodo de
72 horas, en el que a partir de un pronormoblasto se desarro -
1lan 16 eritrocitos maduros.

Los eritrocitos maduros son discos bicéncavos con un gia-
metro promedio de 8u , su concentracitn en la sangre periférica
depende del : sexo, edad y la altura sobre el nivel del mar, pe
ro en promedio en el fombre se encuentran 5,200,000 + 300,000/
m® y en la mujer 4,700,000 + 300,000/m° (William, et.al.,
1983]).

La membrana citopldsmica del eritrocito desempefia dos
funciones principales: a) mantiene a la hemoglobina aislada en
un medio interno globular independiente del plasmitico y b) --.
permite el paso del hematfe a través de espacios inferiores a
su didmetro (capilares hiticos). Su ultraestructura bioquimi-
ca esta constituida por una bicapa fosfolipidica casi conti -
nua en la cual se bayan inclufdos los complejos de proteinas
con una disposicién de mosaico (De Robertis y De Robertis,
1980}. En la parte mds externa de la membrana se localizan --
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los ‘mucopolisacéridos integrantes los grupos sanguineos y hacia
la‘parte interna una protefna filamentosa con propiedades con -
tractiles, la espectrina {Wintrobe, et.al., 1974).

La permeabiiidad de la membrana es muy selectiva para cier
tos cationes debido a la bomba de Sadio-ATP-dependiente. El ---
principal constituyente intracorpuscular es una proteina tetra-
mérica; la hemoglobina, copstituida por dos pares idénticos de
cadenas polipeptidicas o dfmeros de globina (grupo protéico)
cada una de tas cuales se une a un grupo heme (grupo prostéti-
co) formado a su vez cor un atomo de hierro y una protoporfi--
rina [X. Cada una d& las cuatro cadenas polipeptidicas se une
& un grupo heme. El &tomo de hierro ocupa le posici6n central
en el plano del anillo de la porfirina y es exacovalente una
de sus valencias que estabiliza la unién con el oxigeno cuando
se encuentra en estado ferroso; la superficie externa de la --
hemoglobina esta recubierta por residuos hidrofilicos, a los -
que se deben en parte su elevada solubilidad en agua. Las zo -
nas internas son ricas en aminodcidos hidréfobos, los que impi
den la penetracitn de agua y por lo tanto evitan la oxidacibn
del atomo de hierro (Lehninger, 1982}.

La fisiologfa del eritrocito maduro es mis simple que la
de sus precursores nucleados permitiendo varias funciones; man-
tenimiento de la forma, estructura y funcién de la membrana, re
gulacidn del transporte de ox{genc y la producci6n de un poten-
cial de reduccitn adecuado para que la hemoglobina se mantenga
en estado funcional durante el tiempo en que el eritrocito se
encuentra en la circulacién.

Su carencia de mitocondrias, limita la fosforilacidn oxida
tiva a través del ciclo de Krebs ¢ sistema citocromo.
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En el eritrocito recién formade se encuentran muchas enzi-

-mas las que permiten alcanzar los 120 dfas que permanece en 12

circulacién: 1a deficiencia inicial o la prematura degradacion

“de algan componente de su sotacién enzimética puede dar como -

resultados el acortamiento de su sobrevivencia (Wintrobe,et.al.
1974).

B)  VIAS METABOLICAS.

La glucosa es la fuente de energia para el eritrocito. Des -
pués de su fosforilacién hacia glucosa-6-fosfate (G6F) catali-
zada por la hexoquinasa, dos vias gitrnativas son posibles:
a).La glic6lisis anaerobia o ciclo de Embden Meyerhof y b) La
glic6lisis aerébica o ciclo de las pentosas fosfato (Brewer,
1969}).

a) Glicblisis anaer6bia o ciclo de Embden Meyerhof: es -
la via principal en la que el 90% de la glucosa es --
consumida por el eritrocito, obteniéndose como produc
10 neto a partir de una molécula de glucosa, dos mo -
léculas de lactato y dos moléculas de Adenaosin-trifos
fato (ATP), este proceso se realiza a través de varios
pasos intermediarios catalizados por sus enzimas co -
rrespondientes, 1as que se encuentran adheridas en la
nembrana del eritrocito y como cofactores (H§), Mico-
tinadenin-dinuciéotidc {NAD) como aceptor de hidrége-
no y Nicotin-adenin-dinuciéotido reducido (NADH) como
donador de hidrfgeno. El aporte de ATP de la glic6ii-
sis anaerSbica es utilizada por el eritrocito pars el
transporte activo de iones para li fosforilacién de -
las prnteinas; el NADH tembién formado es el cofactor
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principal de la metahemoglobina-reductasa, enzima -

' encargada de mantener el atomo de hierro de la hemo
globina en estado reducido; también se forma .2,3-
difosfoglicerato {(2,3-DPG) importante modulador que
va unido a ia hemoglobina {Murphy, 1960).

b} Glic6lisis aertbica o ciclo de las pentosas fosfato:
Fig. 1, en el eritroc{to madurc aproximadamente el 10%
de la glucosa -6-fosfato (G6P) es metabolizada por es-
ta via. La G6P es oxidada a &-fosfoglucolactona, la que
se hidroliza expontineamente a 6-fosfogluconato, reac-
citn catalizada por la glucosa-6-fosfato deshidrogena-
sa (66PD) y como factor el NADP reduciéndoio a NADPH,
posteriormente el 5-fosfogluconato se transforma a ri-
bulosa-5-fosfato con participaci6n de la 6-fosfogluco-
nato deshidrogenasa y como cofactor NADP, reduciéndo--
1o a HADPH: las reacciones incluyen la insomerizacién
de ribulosa-5-fosfato y Xilulosa-5-fosfato en una se--
rie de arreglos intermoleculares catalizados por tran-
cetolasas y transaldolasas, formdndose finalmente, - -
fructuosa-6-fosfato y gliceraldehido-3-fosfato, para
formar glucosamida y NADP necesario en la biosfntesis
de Scidos grasos y esteroles (Kirkman, 1962).

En la glic6lisis aerfbica, la G6PD es la enzima clave
debido a que constituye el sistema generador del poten
cial reductor eritrocitario en el que participan va --
rios mecanismos para mantener al glutati6n en estado
reducido (GSH).
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Cambios en los niveles de GSH, inducen anemia hemoliti
ca, asociada a la deficiencia de G6PD, debido a esto -
es importante considerar con detalle el metabolismg --
del glutation en los eritrocitos {Szeinberg y Marks,
1961).

El glutatién es un tripéptide formado por &cido glutémico
cistefna y glicina, en la uni6n de los dos primeros aminodcidos
participa el grupo orcarboxilo del Gcido glutémico. Dos funcio-
nes se le han asignado al glutatién en el eritrocito: la fun --
cién relacionada con sus grupos sulfidrilos libres y la otra --
con la unibn deglutamil (Niv, et. al., 1966). a) los grupos sul
fidrilo {SH) no protéicos de los eritrocitos estén en forma de
GSH en un 99.8% y solamente com glutati6n oxidado (GSSG) el --
0.2%. El centro activo de GSH es el grupo -SH del residuo de
cisteina y su funci6n principal es la proteccién de los grupos
- SH de las proteinas contra la oxidacién, asf como del grupo -
sulfidrilo expuesto en la cadena Beta de la hemoglobina en la -
posicién B-93 contra agentes oxidantes: esto se realiza por ac-
ci6én directa de disulfuros mixtos (protefna-5-SG} o por ia re--
duccibn de los -SH oxidados. En cualquiera de los dos eventos
el GSH es convertido a GSSG, dimero que répidamenie por accibn
de la glutati6n reductasa (GR) y utilizando come cofactor el
NADH se convierte a GSH:

GSSG  wmmmmmmmmnd 2 GSH

Glutatibn-reductasa (GR)
NADPH =—~—==w=3 NADP
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Probablemente esta sea 1a funcidn més importante del NADPH
en los eritrocites, aunque también se ha descrito gue participa
en la reduccion de disulfuros mixtos de glutatién y protefnas
(Pr) particularmente de la hemoglobina:

Pr5-56 w———p GSH
Glutation reductasa (GR}
NADPH  ~ = NADP + Pr

"De la manera inversa el GS5G y los disulfuros de protefmas
-$-SG son los principales oxidantes de NADPH en los eritrocitos =
importantes reguladores del ciclo de las pentosas fosfato. El --
GSH de los eritrocitos es constantemente oxidado por la accifn-
de la glutation peroxidasa {GSH-Pr): :

2 GSH ") G556
Glutati6n-peroxidasa {GSH-Pr)
R=0-0H - =~ ™~ R-0H + H,0

muchas drogas oxidantes son capaces de dafiar el eritrocito al

producir Hzo2 libres y algunos otros peréxidos orgdnicos como

la peroxihemoglobina formada por la reacci6n de la hemoglobina
con las drogas.

El GSH puede descomponer el Hy0,  por accion de la gluta-
ti6n peroxidasa: e



L2 asH oy 0,
- Glutatisn-peroxidasa (GSH-Px)
CBSSE T M0

_ * Estudias in vitro han demostrado que la primaquina, fe-
nilhidracina y el 4cido ascérbico en los eritrocitos normales
estimulan el ciclo de las pentosas fosfato, aumentando la con
versifn de GSH o 655G, probablemente generando perdxidos (Har
disty y Weatherall, 1974},

La disponibilidad de GSSG como sutrate y con la accidn
de la glutatibn reductasa se forma NADP.

Al disminufr e} NADP e incrementar el NADPH, la G6PD se
estimula, por lo que zumenta la oxidacibn de la glucosa-6-fos
fato (G6P). En la oxidacién del NAOPH en los eritrocitos tam-
bién participa otra enzima. la NADP-diaforasa cuando se dispo
ne de algunas sales receptores como el azil de metileno; la -
oxidacién del NADPH reduce a estas sales, las que a su vez --
reducen la metahemoglobina a hemoglobina, proceso que se en-
cuentra disminu{do en las personas <on deficiencia de GGPD --
{Cahen y Hochstein, 1961).

En la sangre venosa normal solamente el 1% de !a hemo--
globing se encuentra en forme de metahemoglobina la que es re
ducida por accién del ascorbato o del GSH y por aceibn enzi--
matica de HADPH y NADPH-ligasa a metahemoglobina-reductasa, a
este sistema se le he llamado de la “diaforasa". Durante la
reduccién de la metahemoglobina por esta via, se acumula piru-
vato debido a que el NADP es la coenzima en las dos reaccionss
alternativas siguientes:
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H
Fe NADH PRIRUVATO
: Fe NAD LACTATO
Todas estas vias de 6xido-reduccibn en el eritrocito se
resumen en la Fig. 2
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Il CLASIFICACION DE ANEMIAS,

Desde un punto de vista fisiopatologico, la anemia se de-
fine como: una reduccibn en la capacidad normal de la sangre
para transportar oxigeno (William, et. al., 1983).

Las manifestaciones clinicas de la anemia hasta cierto -
punto estan determinadas por la etiologia especifica, algunos
signos y sintomas son comunes coma: disminucién en Ios niveles
de hemoglobina, hematocrito y eritrocitos, aunque el mecanismo
de su etiologfa puede ser Gnico o mGltiple siempre existe una
pategenia preferente.la anemia aparecerd siempre gue exista
un  desequilibrio entre las necesidades periféricasdel eritro
cita {destruccién y/o pérdidas al exterior) y su formacién -
a nivel medular, la cual en definitiva depende de la funcibn
de la propia médula y del estimulo eritropoyético (Keitt,1982).

En base a 1a masa eritrocitaria, las anemias se ciasifj--
can en:

A) Anemias relativas: a este tipo no se les considers --
como transtorno hematolégico, sino comdo un defecto en
1a regulacién del volumen plasmético.

B

—~—

Anemias absolutas: en estetipo el volumen eritrocita-
rio se encuentra disminuido y se clasifican de acuer-
do a criterios morfolégicos y fisiopatolégicos; en es
te trabajo se utilizard este (ltimo criterio, ya que
se basa en aspectos bioquimicos y dindmicos en rela--
cibn a su etiologfa.

La clasificacibn fisiopatoldgica divide a las anemias en:
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1.- Anemias por disminucién en la produccién eritrucitaria ma=

dular,

[.1- Anemias por alteraci6n en la proliferacién y diferen-
ciaci6n de la "stem cell® (célula madre).

1.1A Altracion de la “"stem cell" multipotencial {Ane
mia apléstica).

1.18 Alteraci6n de la “"stem Cell" unipotencial (eri-
troblastopenia selectiva, endocrinopatfas e in-
suficiencia renal crénica).

[.2- Anemias por alteracién en la proliferacion y diferen-
ciacién de elementos medulares ya diferenciados en la
serie eritroide.

1.2A Alteraciones en la multiplicacién celular {sin-
tesis adecuada de ADN, anemia megalobléstica --
por dificiencia de &cido f6lico o BIZ)'

1.2B  Alteraciones en la maduracién citoplasmitica --
{sintesis inadecuada del heme o de la globina
como las hemoglobinopatfas y talasemias).

I1.- Aenmias por disminuci6n en la vida eritrocitaria.
11.1 Anemias por pérdida aguda de sangre.

11.2 Anemias por aumento en la destruccién periférica --
de eritrocftos: anemias hemolfiticas.

I1.2A Anemias por anomalias intrinsecas de eritro
cito.

I1.2Ra Por defectos de membrana del eritrocito {mi
croesferocitosis hereditaria, eliptocitosis
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hereditaria, acantocitosis, estematositosis, hema
blobinuria paroxistica nocturna).

11.28b Por defectos en los sistemas generadores de ener-
gfa y de cuerpos reductores intraeritrocitario.

- Anemias hemoliticas por alteraciones enziméti--
cas del ciclo de Embden Meyerhof.

- Anemias hemoliticas por alteraciones enzimdticas
del ciclo de las pentosas y del glutatién.

- Anemias hemoliticas por alteraciones enziméati -
cas del metabolismo de nuclebtidos, ver Fig.3

11.2Ac Por defectos estructurales en la molécula de hemo-
globina (anemia de células falciformes, hemoglobi-
nopatias inestables}.

11.2B  Anemias por anomalfas extrinsecas del eritrocite
{infecciones, mecanicas, quimicas, inmunolégicas
o por secuestro recitulo endotelial) (Matthay and
Mentzer, 1981),



Fig 3. DEFICIENCIAS ENZIMATICAS EN ERITROC!TOS

PRPECTO ABREVIACION I*REPORTE HEMOLISIS TiPO DE
COMUN AUTOREMOLI8IS
VIA EBOEN BIYERKOF
MEROUINS A HX iee7 + I
GWCIEA ¢ POIFATO ISOMERASA orl L L 14 + b3
FOOFOFRUCTOKINABA PFX (111} + -
TRMOSAFOSFATO ISOMERASA ™ 1985 + 1
8.3 DIPOSFOSLICLRONMUTASA 2.3 DPQase ing® + 1
POOFOSLICERATS KINASA PeKX 1989 4 u
PERYVATO — RINASA [ <3 [11] + USYALMENTE 1T
VIA DE LA PENTOSA
SLUCOSA 8 FOSFATO DESHIDROGENAIA eePD 111} i NORMAL O T
¢ —FOSFOSLNCONATO DEIHIBROAINASA L1 14 1984 b4 -
GUTATION REDUCTASA L L 11} + n
SLUTATION SINTETASA (] 1] 1 11]] +
SLUTATION PEROXIDASA 98H-P2 Ine7 +
MISCELANED
NADH = LISADO A METAHENGILOBINA REDUCTASA DIAFORASA or MR is40 - NORMAL,
NADPN=LIGADO A METANNMOSLOBINA REDUCTABA - 1 1%4 - -
CATALASA - isaz -
ADENOSIN TRIFOBFATASA ATPase ine4 3 1

02



21
IV BIOQUIMICA DE LA DEFICIENCIA DE G6PD.

La importancia de GEPD en el metabolismo normal de los eri
trocitos fue resultado de las investigaciones acerca del efecto
hemolitico de un f&rmaco antipalGdico, la primaguina, llevadas
a cabo a principios de los afios cincuenta {Beutler, 1958). Por
primera vez se repori6 anemia hemolitica, como resultado de la
administracién de 8-aminoquinoleina otro antipalddico, en'cier-
tos individuos suceptibles en Panamé. Durante la guerra de Co--
rea, con el desarrollo de un antipalGdico mas efectivo la 8-ami
noguinoleina-primaquina, fué posible estudiar la reacci6n hemo-
1ftica bajo condiciones mis controladas marcando a los eritro -
citos como cromo radioactivo (51Cr) demostrande que la sensibi-
lidad al efecto hemol{tico del férmaco se debfa a una anomalia
intrinseca del eritrocito (Dern, et.al., 1954). Al mismo tiempo
se observé que la anemia hemolftica inducfida por la primaquina
era autolimitada: después de un episodio hemolitico inicial a -
nivel de hemoglobina volvia a la normalidad a pesar de seguir -
administrando 1a misma dosis del medicamento (Sears, et.al.,
1969). Beutler y colaboradores marcando hemzties con hierro ra
dioactivo (nge) demostraron que la sensibilidad hemolitica --
del férmaco estaba en funci6n a la edad del eritrocito, este
hallazgo orienté la atenci6n hacia el metabolismo de esta célu
la,ya que se sabia que la actividad de ciertas enzimas y proce
sos metab6licos declinaban a medida que los eritrocitos enve--
jecian (Beutler, et.al. 1954).

También se encontré que el nivel de glutatién reducido -
(GSH) en los eritrocitos sensibles a la primaguina estaba dis
minuido y que eran incapaces de proteger al GSH existente con
tra el estrés oxidativo (Cohen y Hochstein, 1364).
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Carson y colabeoradores estudiando las vias de reduccién de
GSH en eritrocitos sensibles a la primaquina demostraron que ---
eran deficientes de una enzima de la via metab6lica del ciclo --
de las pentosas, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD)
(Carson, et.al., 1956).

Posteriormente se observé que la deficiencia de G6PD era
muy heterogénea, Marks y colaboradores, encontraron que los epi
sodios hemoliticos eran mds severos entre pacientes de la cuen-
ca mediterrénea, que entre 105 negros americanos y que esto era
resultado de deficlencias significativas en las propiedades bic
quimicas de la enzima (Marks y Gross, 1959). Ademds se encontrd
que algunos individuos con anemia hemolitica congénita no esfe-
rocitica, también eran deficientes de G6PD(Kirkman, et.al.1960).

El gen estructural que codifica para G6PD estd localizado
en el cromosoma X, con una secuencia de 1650 nucléotidos (Pér--
sico,et,a].,1981). La heterogeneidad genetica de GG6PD en huma -
nos es muy extensa: en la actualidad se hen reportado més de --
180 variantes debidas a mutaciones en diferentes loci, los que
afectan la estructura molecular de la enzima y con manifesta--
ciones clinicas variables (Kirkman y Hendrickson, 1963).

La G6PD ha sido purificada y caracterizada de diferentes
origenes, la G6P0 de mamiferos estd formada por un homodimero
o un homotetramero, con subunidades o monémeros constituidos --
por una cadena de 450 amino&cidos, con un peso molecular de
58,000 daltons. Se ha reportado que un resfduo de histidina es
la que participa en la actividad catalftica de la enzima (Yo -
shida, 1968). La forma funcional predominante es dimérica aso-
ciada a NADP o NADPH, con 18 grupos sulfidrilo, de los que al-
gunos se encuentran en forma expuesta y participan en la acti-
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vidad de GGPD (Yoshida, 1973b). o
Las variantes de G6PU se han establecido en base'a:'

a) la actividad de la enzima en los eritroc!tos.
b) movilidad electroforética.
c) constante de Michaelis para sus sustratos GBP y NADP
d) estabilidad al calor. o :
e) pH optimo.
f) movilidad cromatogré&fica.
g) sensibilidad a &cidos en cultivo de tEJldOS.
(De Mars, 1968).

La deficiencia en la actividad de G6PD puedé ocurrir por
alguna de las siguientes causas:

a) produccién disminufda en moléculas de la enzima.

b} formacibn de moléculas con actividad catalftica dis-
minufda.

¢) produccién de moléculas con estabilidad reducida.

La Organizacién Mundial de la Salud {OMS) ha propuesto la
estandarizacién en la nomenclatura y en los estudios de labora
torio de la enzima, asignando el simbolo G6PD para ia enzima -
completa y &d para su genotipo, la enzima normal se designa
6a% 0 6e®* el signo {+) indica actividad enzimdtica normai -
(65 a 150%) esta es la enzima mds comGn encontrada en todos -
los grupos de poblacién estudiados.

Otra variante normal comln es la GdA+ con alta prevalen-
cia en negros. La variante GdA' es la forma anormal mis fre--
cuentemente encontrada en negros, el signo {-) indica activi--
dad enzim&tica disminuida en menos del 25% (Porter, et.al.1964).

El resto de las variantes se designan por el drea geogrd-
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fica o por nombres tribiales, por ejemplo: entre los caucési--
cos la variante Gd mediterfanea es la mds com(n;entre los chi-
nos la Gd Cantén, otras variantes comunes son la Gd markham
en Nueva Guinea, Gd unién en Filipinas, la Gd Campelbur en
Pakistan, la Gd Debrouse en Arabia, etc. En México se han -~
descrito cuatre nuevas variantes, la 6d México con movilidad
electroforética anormal y ausencia de hem6lisis (Vaca, et.
al, 1981), la Gd Guadalajara {Vaca, 1982), la Gd Jalisco y
Gd Morelia con Km aumentada (Vaca, 1985).

La deficiencia de G6PD se ha reportadoc en el 13% de los
negros americanos, el 8.3% en los negros brasilefios y el 3%
en los hombres de BantG. Probablemente el 20% de las mujeres
negras americanas sean heterocigetas. En Sardinia se encon-
tré una incidencia de 14.5% en contraste con una frecuencia
baja de 0.5% en la Peninsula Italiana. En el norte de Europa
la frecuencia de G6PD es muy elevada, siendo entre los judios
curdos el 50%, manifestdndose también en los sefaraditas
y en los orientales (Wintrobe, et.al., 1974).

La deficiencia de G6PD también se ha observado en éra--
bes, chinos y tailandeses, En México se ha reportado pringi-
palmente en las zonas costeras del sureste hacia donde los -
negros han emigrado (Lisker, 1976).

Algunas de las principales variantes su origen, propie-
dades y frecuencia se muestran en la Fig. 4.

Algunas variantes estdn aspciadas con anemia hemolftica
no esferocitica, otras requieren de alqunos compuestos qufmi-
cos oxidantes o de infeccicnes por virus o bacterias que de-
sencadenen episodios hemolfticos agudos, otras més presentan
niveles bajos de actividad enzimdtica sin manifestaciones --
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clinicas, por ejemplo: en la deficiencia de G6PDA™, la produccién
- de la enzima en las células parece ser normal sin embargo, con es
tudios electroforéticos de la enzima purificada, estudios de fluo
rescencia utilizando NADPH e investigaciones inmunol6gicas, se ha
establecido que el nGmero de moléculas formadas en la enzima es -
tan disminuidas y que estas son mis sensibles a la oxidacitn que
las normales. En ausencia de estrés, la sobrevida de los eritro--
citos en esta variante es normal o cerca de lo normal, aunque los
eritrocitos viejos contengan niveles bajos de la enzima.

En la variante mediterrénea el defecto enzimdtico se debe a
una cantidad disminuida con actividad catalftica también disminuf_
da-en los eritrocitos. En esta variante se ha descrito disminucién
en la Km para NADP y G6P con una sobrevida de los eritrocftos ca--
si normal, en esta variante la hem6lisis es muy severa.

Algunas variantes por ejemplo la Manchester es anormalmente
sensible a los efectos inhibidores de NADPH, algunas otras como -
la Oklahoma muestra acentuada disminucitn en la afinidad para los
sustratos G6P y NADP. Pueden ocurrir varias combinaciones de es -
tas propiedades, por lo que ya se han descrito més de 180 varian-
tes (Beutler y Yoshida, 1973).

Con el desarrollo de nuevos mé&todos de purificaci6n de G6PD
ha sido posible la caracterizacibn de algunas variantes, por ejem
plo: comparando la huella de las variantes normales GdB y GdA'
se ha encontrado solamente la sustitucién del aminodcido asparagi
na por acido aspértico (Yoshida, 1967) y en la variante Hektoen,
la sustitucion del aminoacido es histidina por tirosina {Yoshida,
1670).

La incubacion de los eritrocitos deficientes de GG6PD con --
primaquina, fenilhidracina, acetilfenilhidracina, nitrofurantoina
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acido ascdrbico, alfa y beta naftoquinona, producen pérdida de
GSH 2 incrementa el GSSG, debido a que estos agentes oxidan al
GSH en presencia de oxihemoglobina formando radicales libres o
peréxido de hidr6genc. Cuando se administra primaquina, habas
0 sulfamidas a individuos deficientes de G6PD A” solamente --
los eritrocitos viejos y los mas severos deficientes de la en.
zima son destruidos y el nivel de GSH disminuye rapidamente, -
posteriormente la hemblisis es acompaiiada de la recuperacién
de los niveles normales de GSH cuando las células destruidas
son eliminadas de la circulacién.

Los eritrocitos normales reducen GSSG por medio del --
NADPH con participacion de la enzima glutati6n reductasa, --
mientras que 1os eritrocitos deficientes de G6PD carecen de -
esta capacidad.

La reduccién de metahemoglobina en presencia de az@l de
metileno como un proceso ligado a MADPH esta disminuido en --
los eritrocitos deficientes de G6PD. En ausencia de estas sa-
les, el rango de reduccién de metahemoglobina es nermal, Los
eritrocitos deficientes en la variante A” son capaces de oxi-
dar la glucosa en un rango normal, cuando el nivel de oxida -
cién de NADPH se incrementa por adicitn de aztl de metileno -
o por oxidaci6n de NADPH, los eritrocitos son incapaces de in
crementar 1a produccién de glucosa y 002.

Se han postulado diversos mecanismosdedestruccion de -~
los eritrocitos deficientes de G6PD, por ejemplo: la hem6li -
sis inducida por primaquina se inicia con la formacién de - -
cuerpos de Heinz, que son hemicromos derivados de la desnatu-
ralizacién de la hemoglobina, verdoglobina y coleoglobina, en
este mecanismo 1a desnaturalizaci6n oxidativa de la hemoglobi
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na es consecuancia de la oxidacitn de 1a Cistefna 8-83, con el
subsecuente desdoblamiento de la molécula de hemoglabina y la -
oxidacitn de los grupos sulfidriig {Stanbury, et.al., 1972).

Los mecanismos de hemlisis después de la ingestitn de ha
bas, se ha postulado una interferencia en la glicolisis con dis
minucién de la enzima directamente por la droga, un segundo de-
fecto gendtico adicional y otro mds relacionado con el conteni-
do de L-dopa de las habas (Beutler, 1970).

En el caso de infecciones el mecanismo de hem6lisis, es -
desconocido, se ha propuesto que la generaci6n de peréxidos de
hidrégeno en leucocitos que han fagocitado bacterias sean la --
causa de dafio en los eritrocitos deficientes de GEPD.

La causa de ictericia y anemia neonatal en deficlientes de
GEPD es desconocida. Las actividades de algunas enzimas como
NADH diaforasa, calalass yglutatién peroxidasa se encuentran --
disminuidas en los eritrocitos del recién nacido, estas enzimas
pratectoras probablemente transtornen a los eritrocftos més vul
nerables a la influencia destructiva del per6xido de hidrégena
el cual se genera exponténeamente in vivo {Rass, 1963).
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v GENETICA DE LA DEFICIENCIA DE G6PD.

En 1956 Tjic y Levan, con el desarrollo de técnicas ade-
cuadas para el estudio de los cromosomas, comprobaron que el -
nomero de estos en la especie humana es de 46, a partir de este
momento 1a genética se ha desarrollado con gran rapidez (Tjio
y Levan, 1956).

Los cromosomas de las células humanas forman 23 pares, --
cada progenitor proporciona a su descendencia 23 cromosomés. Q
sea un miembro de cada par. La célula formada de la fertiliza-
cion del 6vulo por el espermatozoide (cigoto) posee 23 pares -
de cromosomas a} que se denomina nemero diploide (2n=46) (de
diplos=doble}, en contraposicién cada célula sexual sea 6vulo
o espermatozoide (gametos) los cuales como resultado de la --
meiosis presentan una cifra cromosémica haploide (n=23) (de
haplos=sencillo).

Los miembros de cada par de cromosomas homblogos coinci-
den en cuanto a 1a informacibn genética que cada uno contiene;
es decir, presentan la misma secuencia de locus (lugar que ocu
pa cada gen en un cromosoma) y cada locus puede portar el mis-
mo o diferente alelo (forma altermativa de un gen localizado -
en el mismo locus de cromosomas homélogos).

Cuando ambos miembros de un par de alelos o genes son --
idénticos se les denomina “homocigotos" y si son diferentes --
"heterocigotos" (Thompson y Thompson 1975).

Se denomina alelo dominante cuando este se expresa en el
fenotfpo {manifestacifn de un rasgo fisico, bioquimico o fisio
16gico en el individuo) en dosis simple o sea un heterocigoto
y es recesivo cuando un alelo se manifiesta en el fenot{po so-
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lamente en condicién “homocigota®.

De acuerdo con el tipo de genes que porten los cromoso--
mas, se han dividido en autosomas (22 pares) y cromosomas se -
xuales o gonosomas (XX en la mujer y XY en el hombre} por lo -
tanto el complemento cromosémico normal en la mujer es 46XX y
en el hombre 46XY, de agul que existan dos tipos de herencia:
la ligada a los cromosomas sexvales (ligadas al %) y la ligada
a los autosomas {autosémica) (Hamertom, 1971).

Los patrones seguidos por los caracteres genéticos here~
dados dentro de las familias dependen de si el caracter es do-
minante o recesivo, si el gen es autostmico o ligado al sexo.
De acuerdo con estos criterios los tipos de herencia en los --
que intervienen un solo par de genes puede ser:

a) autosomica dominante.

b) auvtos6mica recesiva.

c) Ligada al cromosoma X dominante.
d) tigada al cromosoma X recesivo.

Debido a que el gen estructural que codifica para la mo-~
1écula de GEPD estd localizado en los brazos largos del cromoso
ma X (Xq,28} Fig. 5, con patrén de transmisién hereditaria re--
cesiva ligada a este cromosema, Solamente se tratardn los crite
rios relacicnados a este tipo de herencia.

Las enfermedades recesivas ligadas al cromosoma X se ca--
racterizan porgue:

a) Los varones portadores de este gen estdn afectados
ciinicamente y las mujeres heterocigotas son sanas.

b) No hay transmisién de la enfermedad directamente -
de varbn a varén.
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¢) En promedio, el 50% de los hijos varones de mujeras
portadoras (heterocigotas) estén afectadas, y el 50% de las hi-
jas serén portadoras. Fig. 6.

La razén por la que los varones manifiestan la enfermedad
a pesar de que tengan un solo gen anormal, es que por estar si-
tuado en el cromosoma X, se encuentra en estado hemicigoto y no
tiene su alelo hom6logo que lo equilibre fenémeno conocido como
hemicigocidad.

Las mujeres pueden padecer este tipo de erermedad sola--
mente cuando sean homocigotas para el gen recesivo ancrmal, lo
més frecuente es que sean portadoras del gen en condicién hete-
rocigota, o sea que del par de alelos, solo uno sea normai.

Durante mucho tiempo la accidn de los genes ligados al --
sex0 represent6é una inctgnita para los genetistas, de como era
posible que las hembras, con 2 representantes de cada gen del -
cromosoma X, formaran igual cantidad del producto de estos ge--
nes {enzima), que los varones hemicigotos con un solo cromosoma
X, ¥ porgue las hembras homocigotas para un gen mutante ligade
al cromosoma X no estaban mds gravemente afectadas que los va-
rones hemicigotos, Parecia existir cierto mecanismo de compen-
saci6n de dosis, basadas en las observaciones de Ohno y Haschuka
(Ohno, 1967).

Grupos de investigadores, llegaron independientemente & -
una hipb6tesis que explicaba la compensacién de dosis a base de
un Gnico cromosoma X activo, ahora conocida como "hipbtesis de
Lyon", la que establece que:

a) en las células sométicas de las hembras de mamiferos
s6lo un cromosoma X es activo. El segundo cromosoma
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X es heteropicn6tico y permanece condensado, observén
dose en las células en interfase como cromatina sexual,

b

—

La condensacibn se origina al comienzo de la vida em-
brionaria (décimo sexto dfa de gestacién).

~

c) el cromosoma condensado puede ser indistintamente un
X paterno o materno, en células diferentes de un mis
mo individuo; en algunos casos mas de los cromosomas
X, de derivaci6n materna bueden inactivarse y en - -

otros casos de origen paterno.
La hipétesis de Lyon se traduce en tres consecuencias ge-
néticas principales:

A} Compensaci6n de dosis: el volGmen del croducto de ge
nes ligados al cromosoma X, como la G6PD es equiva--
lente en ambos sexos, la condensacién al azar del --
cromosoma X, explica satisfactoriamente el fenbmeno.

B

—

Variabilidad de expresi6n de heterocigotas: dado que
la condensaci6n es al azar, las hembras heterocigo -
tas para genes ligados al cromosoma X, deberfan pre-
sentar proporciones varjables de las células con acti
vidad de un alelo particular, es decir, entre estas
mujeras deberfa haber una considerable variabilidad
fenotipica.

Nance demostré este fenémeno en hembras humanas en -
relacibn a la deficiencia de GGPD en 30 mujeres hete
rocigotas en las que demostr6 una amplia variacién
en la actividad enzimdtica {Nance, 1964).

c

-—

Mosaicismo: Las mujeres heterocigotas para genes li-
gados al cromosoma X, poseen efectivamente 2 pobla--
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ciones de células; una con el X activo y la otra con

el X inactivo. Davison y col., en estudios realizados
en cultivo de fibroblastos de mujeres heterocigotas
para dos alelos distintos de GGPD demostraron mosai-
cismo en el que consisti6 en dos poblaciones clona--
les distintos, las que variaban en relacitn al alelo
de GBPD funcionante (Thompson, 1965}.

Los procesos de inactivacién del cromosoma X son amplia--
mente aplicables al locus de G6PD en eritrocftos humanos de he-
terocigotas, encontréndose una amplia variaci6n en la actividad
enzimética de las heterocigotas, dependiendo de la proporcién -
de precursores de la serie eritroide en las que el cromosoma --
X normal o portador de la mutaci6n es inactivo, por lo tanto --
los niveles enzimiticos en las heterocigotas pueden ser norma--
les, intermedios o bajos.

En el primer caso, la proporci6n de cromosomas Xanormales
o portadores de la deficiencia debe ser cercano al 20%, en las
heterocigotas con niveles intermedios o bajos, una proporcifn -
mayor de cromosomas X normales se habrén inactivado en la se --
rie eritroide. Este fenémeno ha sido confirmado con diferentes
técnicas de laboratorio, como la técnica de reduccifn de meta-
hemoglobina, elucitn de metahemoglobina, microespectrofotome -
tria, con la técnica citoquimica de MTT-tetrazolium que miden ac
tividad enzimética de GEPD en eritrocitos individuales (Piomelli
et,al., 1972).
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Bl MANIFESTACIONES CLINICAS.

La Gnica manifestacion clinica de 1a deficiencia de GAPD
es la anemia hemolitica. Generalmente la anemia hemolf{tica es
epidodica, pero en algunas de las variantes poco frecuentes -
de GOPD pueden causar anemia hemolitica congénita no esferc--
citica. En condiciones normales los individuos no presentan -
anemia, aunque en ellos puede demostrarse acortamiento de la
vida media de los eritrocitos compensada por la hiperregenera-
cifn medular.

En general, la hemflisis estd asociada con el estrés muy
particularmente con la administracién de férmacos, las infec--
ciones, en el perfodo neonatal y en ciertos individuos a la --
exposici6n a las habas (Beutler, 1966).

ANEMIA HEMGLITICA INDUCIDA POR FARMACOS.

£n relaci6n & férmacos y productos quimicos que tienen
capacidad de desencadenar reacciones hemolfticas en individuos
deficientes de G6PD se muestran en la siguiente tabla:

Analgésicos:
Acetanilida +
Acido acetilsalicflico +
Acetofenetidina (fenacitidina) +

Sulfamidas y sulfonas:

Sulfaniianida

Sulfagiridina
Biafenilsulfona
H-acetitsulfanilamida
Sulfisoxasol (Ganirinsin) +
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Tiazulfona ' ~
Salicilazosulfapiridina {Azulfadina)

Sulfoxons
Sulfametoxipiridina (Kynex)

AntipalGdicos:

Primaquina
Pamaquina
Pentaquina
Quinicidina
Quinacrina

Agentes antimicrobianos no sulfamidicos:

Furazolidina
Nitrofurantofna (Furadantina)
Cloramfenicol

Diversos:

Naftaleno
Trinitrotuluenc
AzGl de metileno +
Fenilhidracina
Quinina +
Quinidina +
Acido ascérbico +++
+ Ligeramente hemolftico en deficientes de GEPD A™ en
dosis elevadas.
++ Hemolitico en deficientes de G6PD mediterraneo pero
no en deficientes de GG6PD A~
++ En dosis elevadas.
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Las manifestaciones clinicas de la hemélisis inducfda por
primaquina han sido bien estudiadas en la variante A" observan
dose que la hemolisis afecta en general a los eritrocitos vie -
jos {mayores de 50 dias), por el contrario en la variante medi-
terranea, algunas dregas o después de la ingestidn de habas, la
hemélisis afecta a los eritrocitos de todas las edades (Sears,
et.al., 1969). Algunos investigadores han demostrado variacio -
nes importantes en el grado de hemblisis y el tipo de droga --
potencialmente hemolitica, en general, un episodio de hemdlisis
inducido por férmacos en individuos deficientes de G6PD, comien
za de I a 3 dias después del inicio de su administraci6n. Apa -
recen cuerpos de heinz en los eritrocitos y la hemoglobina de -
clina rédpidamente, a medida que la hemblisis avanza, los cuer -
pos de heinz desaparecen de la circutacign, probabiemente por--
que los eritrocitos que los forman son eliminados de la circula
cién por el bazo. En casos graves puede haber dolor abdominal
o lumbar, la orina puede volverse obscura y en un lapso de 4 a
6 dfas hay un incremento importante de reticulocitos.

En los deficientes de G6PD A~ la anemia hemolftica es --
autolimitada debido a que los eritrocitos jévenes producfdos --
en respuesta a la hemélisis tienen niveles practicamente norma-
les de G6PD, y son relativamente resistentes a la hem6lisis. En
la variante G6PD mediterranea, la deficiencia es mas severa y -
la hemblisis no es autolimitada, ya que se destruyen eritrocf--
tos viejos y jbvenes. '

ANEMIA HEMOLITICA EN EL CURSC DE UNA INFECCION.

En los individuos con deficiencia de G6PD se ha encontra-
do con bastante frecuencia anemia hemolftica a los pocos dias -
de haberse iniciado una enfermedad febril, con descenso en la -
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: ~ ---concentracién de hemoglobina hasta de 3 a 4a/100 ml: la
fctericia no es frecuente excepto cuando se asocia a la hepa--
titis infecciosa. )

FAVISMO,

El favismo es una de las consecuencias més grives en la
variante mediterrénea, el comienzo de ia hem6élisis suele ser
brusco y se ha descrito que puede surgir en las primeras horas
después de 1a ingesti6n de habas (Vicia fava) la orina se tor-
na obscura y en casos mis graves se puede presentar shock.

ICTERICIA NEONATAL.

La ictericia neonatal se puede presentar sin ningtn sig-
no de incompatibilidad inmunolégica en algunos nifios con defi-
ciencia de G6PD. Frecuentemente en las variantes mediterfénea,
orientales y en algunos nifios con G6PD A™, la ictericia puede
----- ~ ser muy intensa y si no se trata adecuadamente pue-
de conducir a un Kernictero.

ANEMIA HEMOLITICA NO ESFERQCITICA.

Algunas variantes como la mediterrdnea ocasionalmente -
se han aseciado con anemia hemolitica congénita no esferociti
ca, aunque no se ha esclarecido el mecanismo por el cual esta
variante, presenta hemslisis crénica. Inicialmente se manifies
ta en la primera y segunda infancia, y en algunos casos se ha
asociado a ictericia neonatal. Frecuentemente la hemSlisis se
exacerva en enfermedades febriles o con administraci6n de fér
macos oxidantes. En 1a mayorfa de los casos la aneimia hemolf-
tica no es grave, pero en algunos se ha requerido de transfu-
ciones frecuentes (Beutler, et.al., 1968).
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VIiI METODOS DE DIAGNGSTICO DE LA DEFICIENCIA DE G6PD.

Para propésitos clinicos cuando se requiere del diagnfs-
ticao preciso de la deficiencia de G6PD se cuenta con mOltiples
procedimientos de laboratorio confiables, los que incluyen ---
pruebas de tamizaje y cuantitativas.

Las dificultades surgen en establacer el diagnéstico de
un afectado con la variante GEPD A” inmediatamente después --
de un episodio hemolitico, ya que al ser eliminados los eri--
trocitos viejos de la circulacidén, los niveles enzimiticos --
pueden ser normales. En este caso es conveniente realizar es-
tudios familiares y esperar a que Jos eritrocitos circulantes
envejezcan lo suficiente, para que la deficiencia enzimdtica
se pueda hacer evidente.

La deteccifn de heterocigbtas presenta serios problemas
por la presencia de una poblacién de eritroc{tos normales co-
existiendo con otra de deficientes, por lo que cuando se em--
plean pruebas exploradoras, la deficiencia puede pasar desa--
percibida, incluso los ensayos enzimdticos se pueden encon --
trar dentro de los valores normales, si 1a proporcién de eri-
trocitos deficientes es pequefia. tos métodos histoquimicos --
que tienen capacidad de medir actividad enzimitica en eritro-
citos individuales son de mayor utilidad para estos propési--
tos.

1.- Prusbas exploradoras o de tamizaje.

a) formacién de cuerpos de heinz:cuando los eritroci-
tos deficientes de G6PD se incuban con agentes --
reductores {&cido ascébrbico, fenilhidrazina, pri--
maquina, etc.) el patrén de formacibén de cuerpos -
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de heinz observados difiere de las células normales
bajo las mismas condiciones. Esta técnica tiene el
inconveniente de ser poco especifica.

Prueba del glutati6n reducido (GSH); La incubacién de
eritrocitos con acetilfenilhidracina y la medicién de
la estabilidad de GSH, es un método de ayuda en la de
teccidn de las células deficientes de G6PD sensibles
a las drogas. Este método permite la deteccion de los
varones hemicigotos, pero no a las portadoras; se han
obtenido falsos positivos en los casos de hemoglobina
B-Talasemia, probablemente por la participacion de --
la hemoglobina en la destrucci6n de GSH, por lo que
es poco especifica.

Métodos de tamizaje ligados a sales: la reduccidn de
NADP, se mide indirectamente por la reducci6n de una
sal, 1a cual absorve en el especto visible la deco -
loraci6n de azGl brillante de cresilo, la mis amplia
mente utilizada; otras sales que se utilizan como --
agentes reductores son el dicloroindofenol y el MIT-
tetrazolium (3-(4,5-dimetiltiazol-1-2)-2,5-difenil -
tetrazolium bromo) estos métodos de tinci6én citoqui-
mica son especfficos para la identificaci6n de va --
riaciones cuantitativas de G6PD en eritrocitos indi-
viduales, por lo que son de utilidad en la deteccién
de poriadoras.

d} Prueba de reducci6n de metahemoglobina de Brewer;

esta prueba tiene 1a ventaja de que la hemoglobi-
na en presencia de az(l de metilenoc, estimula la
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via de las pentosas fosfato cuando los eritrocitos
deficientes de GE6PD son tratados por este método,
e} rango de reduccién de metahemoglobina disminuye
y puede ser medido por espectrofotometria. Este mé-
todo es econbmico pero requiere de muestras fres --
cas.

Método de cianuro-ascorbato: en los eritrocitos de-
ficientes de G6PD, la incubacién con ascorbato pro-
duce una desnaturalizacién de la hemoglobina cuando
la catdlasa es inhibida por el cianuro, los resulta
dos pueden interpretarse por un cambio de color, es
econbmica, requiere de sangre fresca, pero se han
reportado resultados falsos positivos.

Prueba fluorescente de Beutler: se basa en el hecho
de que los nucléotidos de piridina reducidos fluo--
rescen y los oxidados no, al observarse las mues --
tras bajo luz ultravioleta de onda larga. Esta prue
ba es ampliamente recomendada para la deteccitn de
hemicigotos ya que requiere de un pequefic vol(men
de sangre y se realiza en muestras impregnadas en -
papel filtro las que pueden guardarse incluso por
varios meses. La ventaja que presenta es que tiene
un alto grado de precision.

I1.- Métodos enzimdticos cuantitativos.

La actividad de G6PD se mide en un lisado de eritrocitos
cuantificando el rango de reducci6n de MADP en presencia de glu
cosa-6-fosfato en espectrofotémetro a 340nm, éste método no mi-
de solamente la actividad de G6PD, sino también el &cido-6-fos-
foglucénico, por lo que se resta la actividad de esta enzima --
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para dar el valor exacto de la actividad de GGPD.

I11.- Para la caracterizacitn de las variantes por subti-
pos (A, mediterranea, cant6n, etc.) se requiere de técnicas bio
quimicas complicadas, donde la enzima pueda ser parcialmente --
purificada y posteriormente determinar su Km para NADP y G6P
asi comp la utilizacién de métodos electroforéticos, cromotogra
fia y curvas de actividad a pH diferentes (Stanbury, et.al.1972} .
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viu OBJETIVOS.

- Provar, evaluar y seleccionar entre ias técnicas: re--
duccién de metahemoglobina de Brewer, actividad enzi--
matica de G6PD en eritrocitos y la citoquimica de acti
vidad de G6PD en eritrocitos ligada a MTT-tetrazolium,
la que detecte al 100% de afectados (hemicigotos) de
G6PD.

Provar, evaluar y seleccionar entre las técnicas: re--
duccién de metahemoglobina de Brewer, actividad enzi -
matica de G6PD en eritrocitos y la citoquimica de acti
vidad de GG6PD en eritrocitos ligada a MIT-tetrazolium
las que junto con el andlisis del &fbol genealégico,
detecte al 100% de portadoras de la deficiencia de --
G6PD.
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IX  MATERIAL Y METODOS

Para alcanzar los objetivos planteades en este trabajo en
relacién al diagngstico preciso de varones deficientes y portado-
ras de G6PD, los estudios bioquimicos se realizaron en dos eta --
pas:

PRIMERA ETAPA: Estandarizaci6n de ia metdologia utilizan-
do muestras obtenidas de 16 donadores del Banco Central de Sangre
del Hospital General, Centro Médico "La Raza", 1.M.5.5., de sexo
masculino sin antecedentes de anemias hemolfticas y con edad pro-
medio de 32.7 + 9.0 afios.

De cada individuo se obtuvo 7.0 ml de sangre amticoagula-
da con 0.7 ml de ACD (&cido cftrico, citrato de sodio, dextrosa)
como anticoagulante. Las muestras se mantuvieron en refrigeracitn
a2 4% ¢ hasta su praocesamiento, el que se realizé durante las 48
horas posteriores, desechdndose las muestras con evidencia de --
hemolisis y/o hematocrito bajo.

Las muestras de sangre se distribuyeron de la siguiente -
manera;

1.- Se llenaron dos capilares heparinizades para hemato-
crito.

2.- 4,0 ml para la prueba de reduccién de metahemoglobina.

3.- 2.0 ml para la prueba citoquia, de MTT-tetrazolium.

4.- 0.1 ml para la técnica de actividad enzimitica de G6PD

SEGUNDA ETAPA. Estudio de la poblacion muestra.

6 propositus (varones afectados) de la clinica de anemias
hempliticas del Departamento de Hematologia Pediétrica del Hospi-
tal General, Centro Médico " La Raza", I.M.5.%5., los que clini-
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camente y con la técnica de reducci6n de metahemoglobina de Bre-
wer habfan sido diagnosticados como deficientes de G6PD se deri-
varon a ia seccién de Bioguimica del Departamento de Genética pa
ra estudio familiar.

El procedimiento genético y bioquimico de las 6 familias -
de los propositus fue el siguiente:

1.~ Elaboracién del &rbol genealégico, el cual se analizé
con los criterios genéticos establecidos para porta--
doras (Thompson y Thompson, 1975).

A) Portadora obligada:
- Madre con hijo afectado y otro familiar masculino
por rama materna,
- Madre con dos hijos afectados.

B)} Portadora posible:

- Madre con hijo afectado.
- Familiar femenino, hija de un varfn deficiente.
- Hija de una mujer homocigata y padre normal,

Se tom6 como grupo contrel a 14 varones con las mismas ca
racter{sticas a los utilizados por la estandarizacién de la me-
todologia y el procesamiento de las muestras fue la misma que -~
la descrita en la Etapa I y las técnicas se describen a conti--
nuacidn.
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REDUCCION DE METAMEMOGLOBINA DE BREWER (Brewer, et.al., 1962).

PRINCIPIO.

Los glébulos rojos se tratan con nitrito de sodio para --
convertir su oxihemoglobina a metahemoglobina, la cudl en pre -
sencia de G6PD y az0l de metileno es transformada nuevamente a
oxihemoglobina, esto ocurre por la estimulacién del ciclo de -
las pentosas y activacién de la metahemoglobina-TPNH reductasa.
Si existe deficiencia de G6PD al nivel de la metahemogiobina --
_permanece elevado.

REACTIVOS.

1.- Cloruro de sodio 0.85%

2.- Nitrito de sodio 0.18 %

3,- Glucosa 0.28 M.

4.- Az0l de metileno cloruro 4X107° M

5.- Solucion de fosfatos M/15 pH6.6: 4.26 g. de fosfato --
de sodio dibdsico anhidro con 5.44 g de fosfato de po-
tasio monobdsico en 1000 ml de agua desionizada.

4

6.- Soluci6n reguladora de fosfatos M/60 pH 6.6: de la so-
lucién de fosfatos M/15, se toman 2.5 ml con 7.5m1 de
agua desionizada.

7.- Soluci6én de ferricianuro de potasio 20%
8.- Soluci6n de cianuro de sodio al 10%
9.- Solucibn de &cido acético al 12%

PROCEDIMIENTO.

1.~ Tomar 5 ml de sangre, dejar reposar a 4° C, 30 min.
2.- Rotular 5 tubos de 13 x 100 en la forma siguiente:
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PS problema sin reactivos.
PC problema con reactivos.
N¢ normal sim reactivos.
NC normal con reactivos
TP testigo positivo.

Agregar a cada uno de los tubos 2 mi. de sangre corres
pondiente. :
Agregar a cada vno de los tubos PC, NC en el orden si-
guiente:

2) 0.2 ml de solucién de glucosa al 5%

b) 0.1 ml. de solucién de nitrito de sodioc 0.18 M

¢) 0.1 ml de solucién de azGl de metileno en NaCl.
Agregar a los tubos PS, NS:

a) 0.4 mi de cloruro de sodio 0.85%
Agregar al tubo TP:

a) 0.1 ml de nitrito de sodio 0.18 M

b) 0.3 ml de cloruro de sodio 0.85 %
Mezclar los tubos por inversién.
Agitar suavemente con una pipeta a los 60 y 120 min.
de incubacifn.
Incubar en bafio de agua a 37° ¢
Congelar después de los 180 min. de incubacitn en --
hielo seco. i
Descongelar los tubos y en el hemolizado determinar
12 metahemoglobina residual en forma colorimétrica.

Escoger 12 tubos de 18 x 20 de la misma densidad Gp-
tica para usarlos como celdillas en la forma siguien
te:

SERIE I BK PS pC NS NC TP
SERIE 11 8K PS PC NS NC TP
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1

16.-

\7.-

18.

CALCULAR.

0.0, (L-1) - (L-2)

a9

Colocar 10 ml de regulador de fosfatos M/60 en cada -
uno de los tubos de la serie I y 8 ml de regulador de
fosfatos M/15 a los tubos de la serie II.

Agregar a los tubos de la serie I, 0.2 ml del hemoli-
zado problema y normal a los tubos correspondientes.

Mezclar todos los tubos y leer en D.0. a 635 nm, uti-
1izando el blanco de reactivos para ajustar a cero. -
Estas lecturas se designarédn L-1

Agregar a estos mismos tubos, incluyendo al blanco, -
una gota de cianuro de sodio, mezclar y dejar reposar
2 min y leer en D.0. a 635 nm. Estas lecturas se de--
signaran L-2

Pasar 2 ml de cada uno de los tubos de la serie l a -
cada uno de los tubos de la serie Il y una gota de --
ferricianuro de potasio, mezclar y dejar reposar 2 min

Agregar a cada tubo una gota de cianurc de sodio para
convertir la metahemoglobina a cianometahemoglobina y
asi poder determinar la cantidad total de hemoglobina
Mezclar y dejar reposar 2 min y leer en D.0. a 540 mm
ajustando a cero con el blanco de reactivos. Estas lec
turas se asignarin L-3.

D.

F =

X100 = % bi
0. (L3) X F 1 de metahemoglobina

factor de diluci6n.

Valores normales: Sin reactivos = menos de 2 %

Con reactivos = menos de 5 %
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DETERMINACION DE ACTIVIDAD DE GLUCOSA-6=FOSFATO DESHIDROGENASA.

PRINCIPIO.

El nivel de la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogena
sa.en eritrocitos lizados, se calculan al medir el incremento -
en absorci6n a 340 nm D.0. por la reducci6bn de NADPH, &sta coen-
2ima contiene una absorcibn especifica a 340 nm D.0.

REACTIVOS.
1.- Buffer TRIS-HCL 0.3™M pH 8.0
2.- 6-fosfogluconato 18 nM
3.~ Glucosa-6-fosfato 18 nM
4.- Cloruro de magnesio 0.1 M
5.- NADP 6 nM

PROCEDIMIENTO.

1.- Preparar el hemolizado 1:50 en aguaz destilada.

2.- Mezclar y dejar reposar 10 min.

3.- Centrifugar a 2000 rpm 10 min.

4.- Usar el sobrenadante claro.

5.- Preparar la mezcla de reaccidn de la siguiente manera:

CUBA 1 CUBA 2 CUBA 3
TRIS-HCL pH 8.0  e-eeceees 1.0 ml 1.0 ml
Mg€l 0.1 M eeeeeeees 03t . 0.3 ml
6-PG 18 nd  mmemeeeeo 0.5-ml 0.1 ml
GEP [ Tt L mmmmomees 0.1 ml
agua destilada 1.5m- - 1.0m 0.9 ml
Hemol i zadc 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml
Mezclar por inversion R
NADP B M eeeeen -0 m 0.1 ml

mezclar por inversién y dejar rep&sar 2 minutos.
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6.~ Medir en espectrofométro a 340 nm de D.0. a interva -
10s de un minuto en un lapso de 5 a 10 min.

7.- Medir 1a hemoglobina a 540 nm de D.0. empleando agua
destilada como blanco.

8.- Graficar los resultados del coeficiente de extensitn
de las dos celdillas.

9.~ Los valores de G6PD y 6GP se obtienen multiplicando --
138 que es un factor de correcci6n por el valor de la-
pendiente obtenida de la gréfica entre el valor en --
gramos de la hemoglobina.

INTERPRETACION.

Valores normales: G6PD 5.13 + 1.3 Ul/g Hb.
6PG 5.10 + 2.4-Ul/g Hb
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PRUEBA CITOQUIMICA DE ACTIVIDAD DE GEPD EN ERITROCITOS,
{Virgil, et.al.. 1968).

PRINCIPIO.

La precipitacién de grarulos de formazén en eritrocites --
se realizar crardc la hemoglobina es expuesta a las sales reduc-
toras de tetrazolium, lo que indica Ia presencia o ausencia de -
las enzimas que participan en el ciclo de las pentosas.

La metahemoglobina formada por oxidaciér con nitrato de --
sodio se reduce a hemeglobina formada por la incubacién de los -
eritrocitos que contienen la enzima, glucosa, NADP, y las sales
indicadoras de MTT, la actividad se calcula por el n@mero de - -
granulos de formazan formados.

REACTIVOS.

1.~ Nitrito de sodio 0.18 M
2.~ Mezcla de incubacion: combinar;
4 ml de 0.85% de cloruro de sodio
1 ml de glucosa al 5%
2 ml de buffer fosfato 0.3 M pH 7.0
1 ml de az6l de nilo "A" 11 mg/100 ml
2 ml de agua desionizada

3.- Soluci6én salina (NaCl) al 0.85 %
4.- MTT-tetrazolium 5 nmg/1 m! de soluci6n salina 0.85%
5.- Soluci6n salina {NaCl) al 0.6%

PROCEDIMIENTQ.
1.- Tomar 2 ml de sangre, se refrigera a 4% ¢ hasta que -~
la prueba se realice {no mas de una semana).

2.- Centrifugar la muestra durante 10 min a 2000 rpm y --
eliminar el sobrenadante.
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3.- 0.5 ml del paquete de eritrocitos son transferidos a -
9.0 ml de soluci6n salina isot6nica y 0.5 ml de nitri
to de sodio 0.18 M, incubar sin mover a 37° € por -~

20 min.

4.- Centrifugar a 4° ¢ por 15 min a 2000 rpm, desechar el
sobrenadante.

5.- Lavar el paquete 3 veces con 9.0 ml de soluci6n salina
isoténica.

6.~ Transferir 0.05 ml del paquete de eritrocftos a un mi-
lilitro de la mez¢la de incubaci6n, e incubar durante
30 minutos a 37° ¢.

7.- Adicionar 0.2 ml de MTT-tetrazolium a la mezcla, e --
incubar 60 minutos a 37° ¢ con agutacion peritdica.

8.- Resuspender las cé&lulas y colocar sobre un portagbje--
tos una gota de la mezcla y una gota de soluci6n sali-
na 0.6% colocar un cubreobjetos y observar al micros -
copio con el objetivo de inmersi6n.

9.- Contar los gradnulos en 100 células de la siguiente --

manera:
células sin granulos ‘ 4
células con 1-3 grénulos 1+
células con 4-6 grénulos 2+

c&lulas con mas de 7 grénulos 3+

10,- Multiplicar el nimero de células de cada rango por su
valor asignado, sumar el total de los productos dé las
100 células.

INTERPETACION.

La cuenta total de granulos en 100 células en personas nor-
males es de 265 a 300, en portadoras de 200 a 225 y en afectados
menos de 50,
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X RESULTADOS.

Los valores obtenidos para la estandarizacién de las téc-
nicas de reduccitn de metahemoglobina de Brewer, actividad en-
zimdtica de G6PD y la citoquimica de actividad de G6PD ligada
a MTT-tetrazolium, utilizando para esto la prueba estadistica
de t-student y su compgracion con los reportados en la litera-
tura se muestran en la Tabla I, observéndose que no hubo dife-
rencia estadisticamenie significativa.

Los valores de hematocr{to obtenidos, variaron de 42 a 51%
siendo los valores reportados en la literatura de 45 a 60%.

La medida aritmética (X) y la desviaci6n estandar (S) de
los valores obtenidos can las tres técnicas, reduccién de me-
tahemoglobina de Brewer, actividad enzimética de G6PD en eri-
trocitos y la citoquimica de actividad de G6PD en eritrocitos
ligada a MIT-tetrazolium, se establecié para los controles, de
ficientes, protadoras obligadas, portadoras posibles y norma -
las.

-El anélisis estadistico se realizé aplicanto t-student -
entre el grupo contrel y los cuatro restantes de las familias
cont cada una de las tres técnicas.

Con los resultados del estudio de 57 miembros entre las 6
familias y el anédlisis de &rbol genealdgico se logré realizar
el diagnéstico de:

1.- 10 varones deficientes.

2.- 7 mujeres pottadoras obligadas.

3.- 3 mujeres portadoras posibles.

4.- 37 familiares femeninos y masculinos normales.



TABLA I

COMPARACION DE LOS VALORES DE REFERENCIA

METODO

REDUGCION

METAHEMOGLOBINA DE BAEWER

ACTIVIDAD ENZIMATICA
6-8 - PD EN ERITROGITOS

PRUEBA CITOQUIMICA
ACTIVIDAD DE G-8-PD
M. T.T. TETRAZOLIUM

VALORES DE REFERENCIA
EN LA LITERATURA

<85%

4.18%0.92
Ul / g Hb

266 o 300
GRANULOS/ 100 CELULAS

VALORES DE REFERENCIA
EN ESTE ESTUDIO

<85%

5.7 % 1.3
Ut / g Hb

270 a 300
BRANULOS /100 CELULAS

§s
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En la Tabla I{ se muestra la comparaci6n del grupo control
con los 37 individuos normales de la 6 familias con las tres téc-
nicas, donde se observa que no hubo diferencia estadfsticamente -
significativa.

En la Tabla IIl se muestra la comparacién del grupo control
con los 10 varones deficientes, como puede observarse en las tres
técnicas hubo diferencia estad{sticamente significativa, con valor
de p < 0.001.

En la Tabla IV se muestra la comparacién del grupo control
con las portadoras obligadas observandose que con la técnica de --
reduccién de metahemogiobina de Brewer, no hubo diferencia esta --
disticamente significativa, mientras que con la de actividad enzi-
matica (t=5,36 y p<0.001) y la citoquimica de MIT-tetrazlolium
{t=6.44 y p £ 0.001) si hubo diferencias significativas.

Por otro lado en la Tabla V se comparé al grupo control --
con las portadoras posibles, observéndose que con la técnica de re
duccién de metahemoglobina no hubo diferencia en los resultados,no
asf al aplicar la metodologia para actividad enzimdtica (6=4.46 y
p < 0.00]1) y la citoquimica de MTT-tetrazolium (t=5.28 y p<0.001).

En la Fig.7 se muestran los resultados de la técnica de re-
duccibn de metahemoglobina de Brewer, observéndose ia diferencia que
existe entre los valeres obtenidos para deficientes,portadoras obli
gadas, portaderas posibles, familiares normales y controles y losfa
miliares de las 6 famili{as, encontréndose que los controles y los
familiares normales cayeron en el rango designado para normales de
0.00 25.0% de metahemoglcbina, mientras que las portadoras obliga -
das y posibles presentaron valores normales altos guedando 3 de --
estas en el rango para deficientes, aungue como...
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se observa no alcanzan los valores de mds de 15% de metahemoglo-
bina, como la mayoria de los varones deficientes.

En la Fig. 8 se muestran los resultados de la técnica de
actividad enzimdticea de GEPD en eritrocitos, donde se observa
la diferencia que existe entre los deficientes, portadoras o --
bligadas, portadoras posibles, familiares normales y controles
de las 6 familias, donde debido a que la actividad enzimdtica
de G6PD de los varones afectados no excede el 15%, todos los --
deficientes quedaron en el rango designado de 0.0 a 2.0% de ac-
tividad enzimdtica, las portadoras obligadas y posibles cayeron
en el rango de los valores intermedios de 1.3 a 4.0%, los fami-
tiares y controles quedaron en el rango normal mayor de 4.0%
de actividad enzimdtica de G6PD.

£n 1a Fig. 9 se myestran los resultados de la prueba ci--
toquimica de actividad de GBGPD en eritrocitos ligadus a MTT-te-
trazolium, para deficientes, portadoras obligadas, portadoras
pasibles, familiares normales y controles de las 6 familias, --
los deficientes quedaron en un rango de 6.0 a 30 grinulos de for
mazén/100 células, las protadoras obligadas y posibles quedaron
en el rango de valores intermedios de 100a 260 grdnulos de for--
mazdn/100 células a excepcibn de una portadora posible y una - -
obligada que cayeron en el rango de valores normales, mientras -
que los controles y los familiares normales quedaron en el rango
normal de 265 a 300 células de formazan/100 células.

Al aplicar esta metodologia se logrd estabiecer el diagnbs
tico de:

1.- 10 varones deficientes:
~ en la familia 1, el varén 1{1-10 y 111-7
- En la familis 2, el varon IV-2 y 1V-3
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en la familia 3, el var6n I[II-3 y 1I1I-7
en ia familia 4, el var6n [I-1 y IIi-4
en la familia 5, el var6n III-3

en la familia 6, el varén LII-7

2,- 7 portadoras obligadas:

én la familia 1, la mujer II-6

en la familia 2, la mujer III-1y I1-2
en 13 familia 3, la mujer [I-12 y I1-10
en la familia 4, la mujer 1I-2 y I-2

t

3.~ 3 portadoras posibles:

en la familia 1, la mujer 1I-5
en la familia 4, la mujer III-1
- en ja familia 5, la mujer 11-4

'

37 familiares femeninos y masculinos normales en las 6 fami
lias.

En el &rbol geneal6gico y los resultados individuales para
cada una de las familias se muestran a continuacién. (Fig. 10 a
15).




TABLA II

COMPARAGION DEL GRUPO CONTROL

CON EL NORMAL EN LAS TRES TECNICAS

REDUCCION

NETA ACTIVIDAD CITOQUIMICA
HEMOBLOBINA ENZIMATICA | TETRAZOLIUM
A B8 c
X 3.004 5.043 esl. 7i
CONTROLES
-] 1.219 1.316 10. 61
- a b c
X 4.02 5. 787 287. 13
NORMALES
L] 1.878 2.17 2l. 74
t STUDENT 0.88 0.197 0.868
P —_— RS,

# NG EXISTE DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA
EN LAS TRES TECWIGAS.

68



TABLA III COMPARACION DEL GRUPO CONTROL
CON Ei. DEFICIENTE

REBDUCCION

NETA ACTIVIDAD CITOQUIMICA
HEMOGLOBINA ENZIMATICA TETRAZOLIWUM
X 3.864 5.643 2el. 71
CONTROLES
8 1.219 1. 318 10. 81
17. 48 0.888 43,
DEFICIENTES
8.19 0. 8676 20.0
t STUDENT 8.94 (0. 68 37. 34
P < 0.001# | < o0.001% [< o0.00I%

#* EXISTE DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA CON
" LAS TRES TEGNICAS.

F.09



" TABLAIV COMPARACGION DEL GRUPO GONTROL
CON LAS PORTADORAS OBLIGADAS

RE‘;‘;ﬁ"’" ACTIVIDAD | ciToQuIMICA
HEMDOLOBINA | ENZIMATICA | TETRAZOLIUM
- A c
x| 3584 5.643 281, 7)
CONTROLES
s i.219 I.318 (0. gt
- a c
PORTADORAS X| 5.0 2.64 197. 86
OBLIGADAS S| 2.24 0.93 47.634
t STUDENT 1.80 5. 36 6.44
P —_— < 0.001 % < 0.00i%

3% EXISTE DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA EN
ACTIVIDAD ENZIMATICA ¥ CITOQUIMICA - TETRAZOLIUM.

19



TABLA V  COMFARACION DEL GRUPO CONTROL
CON LAS PORTADORAS POSIBLES

REDUCCION

META ACTIVIDAD | CITOQUIMICA
HEMOGLOBINA | ENZIMATICA | TETRAZOLIUM
T AL 8 T e
X 3,584 5.643 281.71
GCONTROL
1. 219 1.316 10. 6t
- q b []
PORTADORAS X 4.58 2.18 210.0
pOSIBLES s| 2.19 Q.15 51.73
[ - D A
t STUDENT 0.95 4.46 5.28
P _— < 0.001 #* < 0.00t *

# EXISTE DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SI8NIFICATIVA EN
ACTIVIDND ENZIMATICA ¥ CITOQUIMICA - TETRAZOLIUM.

29



TABLA VI

PORCIENTO (%) DE RESUL TADOS
ANORMALES REPORTADOS

PORCIENTO (%} DE RESULTADOS
ANORMALES EN ESTE

MTT - TETRAZOLIUM

EN LA BIBLIOSBRAFIA ESTUDIO
VARONES MUJERES VARONMES MUJERES
METODO DEFICIENTES PORTADORAS | DEFICIENTES  PORTADORAS
HEMICI90TOS HETEROCIOOTAS| HEMICIQOTOS HETEROCIG0TAS
REDUCCION DE
METAHEMOSLOBINA 100 - 100 30
DE BREWER
ACTIVIDAD
ENZIMATICA 100 80 100 100
EN ERITROCITOS
PRUEBA CiTOQUMNICA
EN ERITROCITOS 100 80-100 100 -1
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Fig, 7 REDUCCION DE METANEMOGL OBNA DE BREWER
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ACTIVIDAD ENZIMATICA DE G8PD Ul / ¢.Hb

Fig. 8 ACTIVIDAD ENZIMATICA DE 96PD EN ERITROCITOS
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En la Tabla VI se muestra la comparaci6n del prociento -
de los resultados en las tres técnicas utilizadas en el estudio
para deficientes y portadoras, con los reportados en la biblio-
grafia. Encontrdndose que la deteccién de los. varones deficientes
{hemicigotos) en el estudio y los reportados fué del 100%; mien
tras que para la detecciOn de portadoras, enlatécnica de reduc
cibn de metahemoglobina, en el estudio se logrd determinar el -
30% de estas, bibliogréficamente no hay dato. Con la técnica --
de actividad enzimdtica de GGPD en eritrocitos en el estudio,
se logré hacer la deteccién del 100% y bibliogréficamente se --
reporta el 80%, de esto puede deberse a que la poblaci6én de por
tadoras con la que se trabajd fue muy baja. Con la técnica ci--
toquimica de G6PD en eritrocitos ligada a MTT-tetrazolium en el
estudio coincidi6 con el porciento reportado en la iiteratura -
que es del 80 al 100%.
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XL DISCUSION.

La aplicacién de los estudios bioquimicos y el anélisis -
del &rbol geneal6gico es importante para establecer el diagnés-
tico de afectados y portadoras de la deficiencia de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PD), recesiva ligads al cromosoma X.

Con los resultados de los estudios de laboratorio y el -
an§lisis del &rbol genealdgico para posibilidades de heteroci-
gosidad se confirma una vez més la utilidad de dichos procedi-
mientos en & familias en las que fue posible estudiar a 57 in-
dividuos donde se logro identificar a:

1.~ 10 varones deficientes: un varbén en cada familia con
antecedentes de anemia hemolitica inducida por farma
cos y a 4 varones mds, sin antecedentes de haber pre
sentado anemia hemolftica (en la familia I, el indi-
viduo I11-7; en la famia 2, el IV-3 y al III-3; en la
familia 4, al I1-1}.

Con la técnica de reducci6n de metahemoglobina de Brewer,
en los 10 varones deficientes, los resultados fueron de 6.6 a
25% de reduccién de metahemoglobina y X = 17.46% (valores nor-
males menor a 5% de reduccibn de metahemoglobina) debido a que
cuande existe deficiencia de 13 enzima G6PD la metahemoglobina
permanece elevada. En esta técnica aungue no mide directamente
a la G6PD permitid el diagndstico del 100% de los afectados.

Con la técnica de actividad enzimitica de G6PD en eritro
¢itos, los vzlores en los 10 varones deficientes fueron de 0.0
al.3Ul/gHby X =0.88 Ul/g Hb (valores normsles 5.17 + 1.3
Ul/g Hb) lo que permiti6é el diagnfstico del 100% de estos defi
cientes.
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Con la técnica citoquimica ligada a MTT-tetrazolium en los
10 varones deficientes, los resultados encontrados fueron de 18
a 50 granulos de forazdn/100 células y una X = 43.1 {normales --
265 a 300 grénulos de farmazfin/100 células) la presencia de la -
formacion de grénulos en los eritrocitos se realizan cuando la -
hemoglobina es expuesta a sales reductoras de MIT-tetrazolium y
en presencia de G6PD; as{ también se logré identificar al 100%
de los varones deficientes.

Los resultados cbtenidos con las tres técnicas en ia de--
teccitn de los 10 varones deficientes en este estudio, corres--
ponden a los reportados en la literatura en relacitn a que su -
diagndstico es relativamente simple, debido a que la actividad
de la enzima en sus eritrocitos es inferior al 15% del valor --
medio normal.

2.- 37 individuos normales: De los 57 miembros que se lo-
graron estudiar en las 6 familias, 37 fueron normales por los -
estudios bioquimicos realizados en el anélisis del afbol genea-
l6gico.

La tacnica de reduccidn de metahemoglobina de Brewer se -
logrd realizar en 31 de eilos, en 6 casos no fué posible por --
tratarse de menores de un afio y para esta técnica se requiere -
de por lo menos 4.0 ml de sangre total. En los 31 casos estudia
dos, los valores variaron de 1.2 a 5.0% de metahemoglobina con
X = 4.2 a excepci6n de 1a I111-9 de 1a familia 1 en la que se ob-
tuvo un valor anormal de 5.7% de metahemoglobina, en la que se
descart6 como portadora de G6PD por obtenerse valores normales
con las otras técnicas, por lo que pudo tratarse de un error --
en la metodologfa.

Con la técnica de actividad enzim&tica: en los 37 indivi-
duos normales, los valores se encontraron de 4.2 a 9.4 UI/ g Hb
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"y X = 5.75, a excepci6n del var6n 1I-1Z de la familia 5, en el
que se obtuvo valores intermedios de 3.1 Ul/g Hb, en este caso
se descarté 1a posibilidad de ser un deficiente debido a que -
tes valores no son tan bajos como 1os encontrados para afecta-
dos y no tiene antecedentes de haber tenide anemia.

La técnica citoquimica de MTT-tetrazolium se logrd reali-
zar en 26 miembros normaies de las 6 familias, los valores en--
contrados fueron de 265 a 300 grénulos de formazan/i00 células.
Los valores obtenidos con esta metodologia se encontraron ep --
los valores esperados para individuos normales.

3.- 10 heterocigotas {7 obligadas y 3 posibles): con la -
técnica de reduccibn de metahemoglobina de Brewer, los resulta-
dos obtenidos fueron de 3.0 a 8.6% de metahemoglobina y X =5.0
con esta técnica solamente fue posible detectar al 30% de es--
tos, en la familia 1, la mujer II1-5 con un valor de 6.5%, en -
la familia 4 a la mujer 1E-2 con un valor de 7.6%, y en la fa-
milia 5 a 1a mujer 11-8 con un valor de 8.6%, esto es debido a
que esta técnica no es 1o suficientemente especifica para de--
tectar heterocigotas ya que se sabe que las técnicas que deter
minan actividad de G6PD en lisados de eritrocftos son poco es-
pecificas para la deteccitn de porfadoras.

Con la técnica de actividad enzimdtica de GO6PD se logrd
la deteccién de jas 10 portadoras con valores de 1.2 a 3.8 U1/
gHby X =2.64, En la familia 1, la portadora 11-6 se encon--
tro con valores tan bajos como de deficiente; probablemente --
en este caso la serie eritroide en su mayorfa puede estar coﬁ§
titufda por células portadoras del gen mutante.

Con 1a técnica citoquimica ligada a MTT-tetrazolium en -
las 10 heterocigotas, los valeres variaran de 134 a 252 grénu~
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los de formazadn/100 células). En la famitia 1, la portadora --

obligada II-6 se encontré normal con valor de 275 grénulos de -
formazan, aunque Se han reportado que los métodos de tincion --
citoquimica como la ligada a MTT-tetrazolium son muy especifi--
cos porque tienen la capacidad de medir a la enzima en eritro--
citos individuales, probablemente este sea un caso que por ra--
zones metodolégicas escape a su deteccién. Virgil y colaborado-
res lograron detectar del 80 al 100% de portadoras de G6PD (Vir
gil, et.al., 1968). aunque el grupo deteterocigotas en este es-
tudio es reducido, se logré hacer la deteccitn del 90% de &stas.

De aquf que los problemas que presentan las portadoras --
para su deteccién es la gran variacion en la expresién de su --
actividad enzimatica, dependiendo de la relacién entre células
de un progenitor con un cromosoma X deficiente o n ormal, toman
do en cuenta la hipétesis de Lyon de la inactivacién al azar --
de los cromosomas; tanto de derivacibn paterna o materna que --
puedan escapar a la inactivacién.

Un cromosoma inactivo se replica en cada divisién celu --
lar, pero permanece inactivo durante la interfase de manera que
en las mujeres heterocigotas el alelo normal se expresa en algu-
nas células y el deficiente en otras, por lo que varias posibi-
lidades se pueden presentar:

4} Heterocigotas con valores muy bajos de actividad en-
zim8tica de G6PD; en este caso se¢ supone que en la -
serie eritroide la inactivacion puede haber ocurrido
en la mayorfa de las células portadoras del gen nor-
mal.

b) Heterocigotas con valores intermedios de actividad -
de G6PD, en este caso se supone que la inactivacién
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pudo haber ocurrido en proporciones iguales entre --
céiulas portadoras del gen mutante y portadoras del
qen normal.

¢} Heterocigotas con valores normales de actividad de
G6PD, en este caso se supone que la inactivacién --
pudo haber ocurrido en la mayorfa de las células --
portadoras del gen mutante,

Entonces de las tres técnicas metodolégicas aqui emplea-
das junto con el andlisis del drbol geneal6gico la mas recomen
dable para el diagnésticc de las portadoras de la deficiencia
de G6PD son las técnicas de actividad enzimitica de G6PD en -~
eritrocitos y la citoquimica de actividad de G6PD en eritroci-
tos ligada a MTT-tetrazolium.

Es convenienfe contar con métodos sensibles para la iden
tificacién de deficientes de G6PD, portadoras y familiares --
quienes nunca han presentado antecedentes de anemia hemolitica
para asesorfa genética y prevencién en relaci6n a la ingestion
de drogas que puedan inducir hemdlisis en este tipo de {ndivi-
duos.
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X1 CONCLUSIONES.

El diagnéstico de los varones deficientes de G6PD se lo-
gr6 realizar en el 100% con cualquiera de las tres técnicas em-
pleadas en este estudio, aunque se recomienda actividad enzimd-
tica de GEPD en eritrocitos ya que utiliza un minimo de muestra
de sangre 0.1 ml y se realiza en un perfodo de tiempo de 30 min.

La detecciOn de heterocigotas de G6PD, con la técnica --
de reduccién de metahemoglobina de Brewer s6lo se logré el 30%
de estas; con 1a de actividad enzimética de G6PD en eritroci--
tos el 100% y con la citoquimica de actividad de G6PD en eri--
trocitos ligada a MYT-tetrazolium el 90%, mostrando que no to-
das las portadoras pueden ser detectadas por uno solo de los -
métodos disponibles en el laboratoric, por 10 que se recomien-
da un andlisis del &rbol geneal6gico para posibilidades de he-
terocigocidad en combinaci6n con métodos especificos para la -
determinacin en la enzima G6PD, como la de actividad enzimiti
ca de G6PD y la citoquimica ligada a MTT-tetrazolium que mide
dos poblaciones de eritrocftos coexistiendo en las heterocigo-
tas.

La deteccitn de hemicigotos y portadoras es importante
para fines de asesorfa genética en velacién a riesgos de recu-
rrencia del padecimiento con fines preventivos en cuanto a la
ingesta de drogas potencialmente hemoliticas en individuos --
afectados de G6PD.
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