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RESUMEN. 

La deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PO) 

es una enfermedad hereditaria recesiva ligada al cromosoma X, 

por lo que los varones portadores del gen anornal, estan afect2_ 

dos cl!nicamente y las mujeres heterocigotas son sanas. Esta d! 

ficiencia puede provocar anemia hemolitica bajo condiciones de 

estrés, con la administración de fArmacos oxidantes, en infec -

clones en el periodo neonatal y en ciertos individuos a la in -

gestión de habas (Vicia fava). 

Por eso es conveniente contar con métodos sensibles para 

la identificación de varones deficientes para prevensi6n en -­

cuanto a la ingestión de drogas que puedan inducir hemól isis en 

este tipo de individuos que nunca han presentado anemia hemol!­

tica y para mujeres portadoras con el fin de dar asesor!a gené­

tica en relación al tipo de herencia. 

En este trabajo se utilizaron 3 métodos de laboratorio: 

reducción de metahemog lobina de Brewer, actividad enzimática de 

G6PD en eritrocitos y la citoqu!mica de actividad de G6PD en -­
eritrocitos ligada a MTT-tetrazolium, junto con el análisis del 

árbol genealógico, para seleccionar cual de estas detecta al --
100% de varones afectados y al 100% de mujeres heterocigotas de 

G6PO. 

El estudio se real iz6 en 6 familias de 6 varones deficie_!! 

tes de G6PD (propositus) que hablan sido diagnosticados en el -

Departamento de Hematolog!a PediHrica del Hospital General, -­

Centro Médico "La Raza", !.M.S.S., y que no ten!an estudio fa -
miliar. 



Con las 3 técnicas y el anAI is is del árbol genealógico se 
logró hacer la detección de: 

a) 10 varones deficientes (6 propositus y 4 mas sin an-
tecedentes de haber presentado anemia hemolitlca). 

b) 7 portadoras obligadas. 
e) 3 portadoras posibles. 

d) 37 familiares femeninos y masculinos normales. 

Concluyendo que el diagnóstico de los varones deficientes 

de G6PO es factible en el 100'.t con cualquiera de las 3 técnicas. 

Para portadoras con la técnica de reducción de metahemo -
globína de Brewer sólo se detectó el 30'.I., con actividad enzimá­

tica de G6PO en eritrocitos el 100% y con la técnica citoqulmi­
ca de actividad de G6PO en eritrocitos ligados a MTT-tetrazo -­
lium el 90%, mostrando que no todas las portadoras pueden ser 

detectadas con un sólo método de laboratorio, sino que requieren 
de la combinación de métodos especificas como la de actividad -­
enzimática y la ligada de MTT-tetrazolium para la determinación 
de la enzima de G5PD junto con el análisis del árbol genealógico. 
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INTRODUCC!Otl. 

El significado de los polimorfiSmos genéticos, cllnlcos 

y bioQu1mlcos de las anemias hemol tticas o enfennedades poten­
cialmente hemol lticas debidas a errores metabólicos del eritrQ_ 

cito se han incrementado cada vez con mayor frecuencia. 

Estas enfermedades se caracterizan por anemia hemol ltica 

congénita no esferocltica o por hemóisis inducida por drogas 

(Virgil, et., al., 1969). Dentro de este grupo 1 a deficiencia -

de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (GGPO) representa la enzi­

mopat1a mAs común del ciclo de las pentosas, y mejor caracter.!_ 

zadas en el humano, de la que hasta el presente se han identi­

ficado a mAs de 180 variantes (8eutler y Yoshida, 1973) y cuyo 

gen estructural esU local Izado en los brazos largos del cromQ_ 

soma X (XQ,28) mostrando un patrón de transmisión hereditario 

recesivo ligado al cromosoma X, por lo que la expresión cltni­

ca de Ja enfermedad se presenta en los varones (hemlc!gotos) 

con transmisión del gen anormal a través de mujeres asintomAt.!_ 

cas (heterocigotas o portadoras) y en muy raras ocasiones a -­

través de mujeres homocigotas (Mckusik, 1986). 

Para la identificación de los varones afectados, se cue!! 

ta con múltiples pruebas de diagnóstico especificas disponibles 

y de uso en laooratorios clfnicos generales, las que incluyen, 

pruebas cualitativas simples de tamizaje, métodos semicuantita­

tivos y los enzimAticos cuantitativos (Herz,et., al., 1970) per. 

mi tiendo la detección del 1001' de varones afectados, debido a 

que en ellos la acthidad de la enzima (GGPD) no excede el lS:r; 

del valor medio nonnal (Yoshida, 1973). No as! en el caso de -­

las mujeres heteroci,otas, ya que como 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 G6PD, lo que -­

dificulta su estudio, debido a que dependiendo del porcentaje 

de eritrocitos deficientes, los valores de actividad enzimática 

pueden ser normales, intermedios o bajos (Beutler, et.al., 1962). 

La naturaleza y severidad de las manifestaciones el !nicas 

en los hemicigotos, están determinadas en gran parte por el 'ti­

po de variante enzimática, aunque en general la hemólisis es -­

episódica, puede ocurrir bajo condiciones de estrés, con la ad­

ministración de fármacos, infecciones en el periodo neonatal y 

en ciertos individuos con la ingestlón de habas (Beutier, et. 
al, 1974). 

La anemia hemolitica debida a deficiencia de G6PD puede 

ser severa y aún poner en peligro la vida, por lo que es impor­

tante el diagnóstico preciso de esta deficiencia, en pacientes 

pediátricos de sexo masculino para diferenciarlo de muchos pa-­

decimlentos hematológlcos y genéticas que se manifiestan con h~ 

móllsis, lo que permitirá un manejo adecuado del paciente y su 

familia. 
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11 METABOLISMO DEL ERITROCITO. 

A) ORIGEN, ESTRUCTURA Y FUNC!ON. 

En la médula ósea 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 fonnación de eritrocitos, granuloc!tos y mono­

c!tos. 

En la célula madre la serie eritropoyética unipotencial 

responde al estimulo de la eritropoyetina, diferenciAndose a -

prononnoblasto, célula que mide entre 20 a 25µ cuyo núcleo -­

ocupa el eoi de su Area y en su citoplasma se desarrollan org~ 

ne los especial izados tales como mitrocondrias, y aparato de -­

golgi, as! como polirribosomas, esta célula se caracteriza por 

una gran actividad metabólica, la que se manifiesta en la s!n­

tesis de hemoglobina, protoporf i rina, receptores de membrana, 

ant1genos, sistemas enzimAticos, etc. El pronormoblasto entra 

en un proceso de maduración y amplificación a través de tres 

fases arbitrariamente definidas: a) el nonnoblasto basófi lo -­

que mide de 16 a 18 }J y caracterizado por la presencia de nu­

merosos polirribosomas citoplasmAticos; b) el nonnoblasto poi_!_ 

cromatof!lico 1 y 11 que mide entre 12 y !SJJ con abundante h~ 

meglobina y sideroc!na en su citoplasma, esta célula se carac­

teriza porque pierde sunucleolo,al mismo tiempo que su núcleo 

dismir.uye de tamaño y c) el nonnoblasto ortocromAtico que mide 

entre 10 y l<!ll en el que los polirribosomas se han dispersado 

en mono y dirribosomas, las mitocondrias disminuyen en número 

a medida que el núcleo continúa disminuyendo de tamaño y el v~ 



lúmen c!toplasmAtico se incrementa a expensas de la hemoglobina 
transforméndose en retriculocito, célula anucleada que pasa al 
torrente circulatorio donde real iza la última etapa de su dife­
renciación durante el cual sintetiza el 20% restante de la hem~ 

glogina y por un proceso de autofag!a el !mina a los componentes 
innecesarios como son; mitocondrias, ribosomas y receptores de 
transferrina de manera que al transformarse en eritrocito madu­

ro (hematie o nonnoc!to) solo conserva las vlas metab61 icas de 
la gluc6lisis anaerObica, la vla de las pentosas fosfato y la 

gluconeogénesis (Murphy, 1960). 

Todo este proceso de maduración y amplificación se real i­
za a través de cuatro divisiones por mitosis en un periodo de 

72 horas, en el que a partir de un pronormoblasto se desarro -

llan 16 eritrocitos maduros. 

los eritrocitos maduros son discos bicóncavos con un diA­
metro promedio de Su , su concentración en la sangre periférica 

depende del : sexo, edad y la altura sobre el nivel del mar, p~ 
ro en promedio en el hombre se encuentran 5,200,000 + 300,000/ 
rrrn3 y en la mujer 4,700,000 .±. 300,000/rrrn3 (William,-et.al., 

1983}. 

La membrana ci top!Asmica del eritrocito desempeña dos 
funciones principales: al mantiene a la hemoglobina aislada en 
un medio interno globular independiente del plasm~tico y b) --. 

permite el paso del hemat!e a través de espacios inferiores a 
su diémetro (capilares hlticos). Su ultra¿structura bioqu!mi­

ca esta constituida por una bicapa fosfol ipldlca casi cont! -
nua en la cual se hayan incluidos los complejos de protelnas 
con una disposición de mosaico (Oe Robertis y De Robertis, 

1980). En la parte más externa de la membrana se localizan --
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los mucopolisacár!dos integrantes los grupos sangulneos y hacia 

la parte interna una prote!na filamentosa con propiedades con -

trllctiles, la espectrina (Wintrobe, et.al., 1974). 

La penneabil idad de la membrana es muy selectiva para c1er 

tos cationes debido a la bomba de Sodio-ATP-dependiente. El --­

principal constituyente intracorpuscular es una protelna tetra­

mér!ca; la hemoglobina, constituida por dos pares idénticos de 

cadenas poi ipeptidicas o d[meros de globina (grupo protéico) 

cada una de las cuales se une a un grupo heme (grupo prostéti­

co) formado a su vez cor un atomo de hierro y una protoporfi-­

rina IX. Cada una de las cuatro cadenas po[ ioeptldicas se une 

a un grupo heme. El atomo de hierro ocupa la posici6n central 

en el plano del anillo de la porfirina y es exacovalente una 

de sus valencias que est3biliza la unión con el ox[geno cuando 

se encuentra en estado ferroso; la superficie externa de la -­

hemoglobina esta recubierta por residuos hidrofll ices, a los -

que se deben en parte su elevada solubilidad en agua. Las zo -

nas internas son ricas en aminoácidos hidrófobos, los que imp.!_ 

den la penetraci6n de agua y por lo tanto evitan la oxidaci6n 

del atomo de hierro (Lehninger, 1982). 

La fisiologla del eritrocito madurn es mlls simple que la 
de sus precursores nucleados permitiendo varias funciones; man­

tenimiento de la forma, estructura y funci6n de la membrana, r~ 

gulación del transporte de oxígeno y la producci6n de un poten­

cial de reducción adecuado para que la hemoglobina se mantenga" 

en estado funcional durante el tiempo en que el eritrocito se 

encuentra en la circulación. 

Su carencia de mitor.ondrias, limita la fosforilaci6n oxida 
tiva a través del ciclo de Krebs o sistema citocromo. 



En el eritrocito recién fonnado se encuentran muchas enzi­

mas las que penniten alcanzar los 120 d!as que permanece en la 

circulación: la deficiencia inicial o la prematura degradación 

de algún componente de su sotación enzim~tica puede dar como -

resultados el acortamiento de su sobrevivencia (Wintrobe.et.al. 

1974). 

B} VIAS METABOLICAS. 

La glucosa es la fuente de energla para el eritrocito. Des 

pués de su fosforilación hacia glucosa-6-fosfato (G6F) catali­

zada por la hexoquinasa, dos vlas altrnativas son posibles: 

a) La glicólisis anaerobia o ciclo da Embden Meyerhof y b) La 

glic6lisis aeróbica o ciclo de las pentosas fosfato (Brewer, 

1969). 

a} Glicólisis anaer6bla o ciclo de Embden l'eyerhof: es -

la vla principal en la que el 90'.t de la glucosa es -­

consumida por el eritrocito, obteniéndose como produf 

to neto a partir de una molécula de glucosa, dos mo -

léculas de lactato y dos moléculas de Adenosln-trifo~ 

fato (ATP). este proceso se real iza a través de varios 

pasos intennediarios cata! izados por sus enzimas co -

rrespondientes, las que se encuentran adheridas en la 

m2!llbrana del eritrocito y como cofactores ("°9). Nico­

tlnadenin-dinucléotido (N.~D) como aceptar de hidróge­

no y Nicotln-adenin-dinucléotido reducido (NAOH) como 

donador de hidrógeno. El aporte de ATP de la gl icól i­

sis anaeróbica es uti 1 izada por el eritrocito para el 

transporte activa de iones para la fosfori !ación de -

las protelnas; el NADH también formado es el cofactor 
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principal de la metahemoglobina-reductasa, enzima -
encargada de mantener el atomo de hierro de 1 a hem_Q. 

globina en estado reducido; también se forma .2.3-
difosfoglicerato (2,3-DPG} importante modulador que 
va unido a la hemoglobina (Murphy, 1960). 

b) Gllcólisis aeróbica o ciclo de las pentosas fosfato: 
Fig. 1, en el eritrocito maduro aproximadamente el 10% 

de la glucosa -6-fosfato (G6P} es metabol izada por es­
ta vfa. La G6P es oxidada a 6-fosfoglucolactona, la que 

se hldroliza expont~neamente a 6-fosfogluconato, reac­
ción cata! izada por la g!ucosa-6-fosfato deshidrogena­
sa (G6PD} y como factor el NADP reduciéndolo a NADPH, 

posterionnente el 6-fosfogluconato se transforma a ri­
bulosa-5-fosfato con participación de la 6-fosfogluco­

nato deshidrogenasa y como cofactor NADP, reduciéndo-­

lo a KAOPH: las reacciones incluyen la insooierización 
de rlbulosa-5-fosfato y Xi 1 ulosa-5-fosfato en una se-­

rie de arreglos intermoleculares cata! izados por tran­

cetolasas y transaldo!asas, formándose finalmente, - -
fructuosa-6-fosfato y gliceraldehido-3-fosfato, para 
formar g!ucosamida y NADP necesario en la bioslntesis 
de ~cidos grasos y esteroles (Kirl<man, 1962). 

En la glicólisis aeróbica, la G6PD es la enzima clave 
debido a que constituye el sistema generador del pote_!l 
cial reductor eritrocltario en el que participan va -­

rios mecanismos para mantener el glutati6n en estado 
reducido (GSH). 



Fig. 1 GLICOLISIS AEROBICA EN ERITROCITOS 
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Cambios en los niveles de GSH, inducen anemia hemol!t.!_ 

ca, asociada a la deficiencia de G6PD, debido a esto -

es importante considerar con detalle el metabol ismc -­

del glutatión en los eritrocitos (Szeinberg y Marks, 

1961 ). 

El glutatión es un tripéptido formado por Acido glutAmico 

cisteina y glicina, en la unión de los dos primeros aminoAcldos 

participa el grupo cr<:arboxilo del Acldo glutAmlco. Dos funcio­

nes se le han asignado al glutatión en el eritrocito: la fun -­

ción relacionada con sus grupos sulfidrilos libres y la otra -­

con la unión O<-Qlutamil (Nlv, et. al., 1966). a) los grupos su.!_ 

fidri lo (SH) no protéicos de los eritrocitos est&n en forma de 

GSH en un 99.B'.); y solamente com glutatión oxidado (GSSGJ el -­

o.2i. El centro activo de GSH es el grupo -SH del residuo de 

cistelna y su función principal es la protección de los grupos 

- SH de las protelnas contra la oxidación, asi como del grupo -

sulfidrilo expuesto en la cadena Beta de la hemoglobina en la -

posición B-93 contra agentes oxidantes: esto se real iza por ac­

ción directa de disulfuros mixtos (protelna-S-SG) o por la re-­
ducción de los -SH oxidados. En cualquiera de los dos eventos 

el GSH es convertido a GSSG, dlmero que rApidamente por acción 

de la glutati6n reductasa (GR) y uti 1 izando como cofactor el 

NADH se convierte a GSH: 

GSSG 91l 2 GSH 

Glutatión-reductasa (GR) 

NADPH ~ NADP 
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Probablemente esta sea la función m~s importante del NADPH 

en los eritrocitos, aunque también se ha descrito que participa 

en la reducción de disulfuros mixtos de glutatión y prote!nas 

(Pr) particularmente de la hemoglobina: 

PrS-SG ~ GSH 

Glutatión reductasa (GR) 

NAOPH ~ NAOP + Pr 

De la manera inversa el GSSG y los disulfuros de prote!nas 

-S-SG son los principales oxidantes de NAOPH en los eritrocitos 

importantes reguladores del ciclo de las pentosas fosfato. El -­

GSH de los eritrocitos es constantemente oxidado por la acción 

de la glutatión peroxidasa (GSH-Pr): 

2 GSH ---..i GSSG 

Glutatión-peroxidasa (GSH-Pr) 

R-0-0H ~ R-OH + H
2

0 

muchas drogas oxidantes son capaces de dañar el eritrocito al 

producir H2o2 libres y algunos otros peróxidos org~nicos como 

la peroxihemoglobina formada por la reacción de la hemoglobina 

con las drogas. 

El GSH puede descomponer el H2o2 par acción de la gluta­

ti6n perox:dasa: 
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Glutatión-peroxidasa (GSH-Px) 

GSSG ~ H2o 

Estudios in vitro han demostrado que la prlmaquina, fe­
nilhidracina y el ácido ascórbico en los eritrocitos normales 
estimulan el ciclo de las pentosas fosfato, aumentando la ca~ 
versión de GSH o GSSG, probablemente generando peróxidos (Ha.i:_ 
disty y \/eatherall, 1974). 

La dlsponibil !dad de GSSG como sutrato y con la acción 
de la glutati6n reductasa se forma N.~DP. 

Al disminuir el NADP e incrementar el NAOPH, la G6PO se 
estimula, por lo que aumenta la oxidación de la glucosa-6-fo~ 
fato (G6P). En la oxidación del NADPH en los eritrocitos tam­
bién participa otra enzima. la NADP-diaforasa cuando se diSP.Q. 
ne de algunas sales receptores como el azúl de metl leno; la -
oxidación del NADPH reduce a estas sales, las que a su vez -­
reducen la metahemog lobina a hemoglobina, proceso que se en­
cuentra disminuido en las personas con deficiencia de G6PD -­
(Cohen y Hochstein, 1961). 

En la sangre venosa normcl solamente el 1% de la hemo-­
globina se encuentra en forma ée metahemoglobina la que es r!!_ 
duc!da por acción del ascorbato o del GSH y por acción enzi-­
m~tica ce tl/..DPH y llADPH-ligasa a metahemoglobina-reductasa. a 
este sistema se le ha llamado de la "diaforasa". Durante la 
reducción de la metahemoglobina por esta v!a, se acumula piru­
vato debido a que el rgop es la coenz!ma en las dos reacciones 
alternativas siguientes: 



( NADH) 

~NAO 
( PR!RUVATO 

~LACTATO 
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Todas estas v!as de 6xido-reduccl6n en el eritrocito se 
resumen en la fig. 2 



Flo. 2. PARTICIPACION DE G6PD PARA MANTENER AL 
GLUTATION EN ESTADO REDUCIDO 

16 
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III CLASIF!CACION DE ANEMIAS. 

Desde un punto de vista fisiopatológico, la anemia se de­

fine como: una reducción en la capacidad nonnal de la sangre 
para transportar oxigeno (William, et. al., 1983). 

Las manifestaciones cllnicas de la anemia hasta cierto -
punto esUn determinadas por la etiolog!a especifica, algunos 

signos y s!ntomas son comunes como: disminución en los niveles 
de hemoglobina, hematocr!to y eritrocitos, aunque el mecanismo 
de su etiolog!a puede ser único o mQltiple siempre existe una 
patogenia preferente.La anemia aparecer~ siempre que exista 

un desequilibrio entre las necesidades periféricas del erltr!'_ 
cito (destrucción y/o pérdidas al exterior} y su fonnaci6n -
a nivel medular, la cual en definitiva depende de la función 
de la propia médula y del estimulo erítropoyético (Keitt,1982). 

En base a la masa erítrocitarla, las anemias se clasifi-­
can en: 

A) Anemias relativas: a este tipo no se les considera -­

como transtorno hematológico, sino como un defecto en 
la regulación del volumen plasm~tico. 

B) Anemias absolutas: en estetipo el volumen eritrocita­
rio se encuentra dísmrncído y se clasifican de acuer­
do a criterios morfológicos y fisiopatológicos; en e2_ 
te trabajo se utilizar~ este último criterio, ya que 

se basa en aspectos bíoqu!micos y din~icos en rela-­

ción a su etiolog!a. 

La clasificación fisiopatológica divide a las anemias en: 
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1.- Anemias por disminución en la producción eritrocitarla me­
dular. 

!.1- Anemias por alteración en la proliferación y diferen­
ciación de la "stem cell" (célula madre). 

!.!A Altración de la "stem ce!!" multipotencial (An! 
mia apl~stica). 

1.18 Alteración de la "stem Cell" unlpotencial (eri­
troblastopenia selectiva, endocrinopat!as e in­
suficiencia renal crónica). 

I.2- Anemias por alteración en la pral iferaclón y diferen­
ciación de elementos medulares ya diferenciados en la 
serie eritroide. 

!.2A Alteraciones en la multiplicaci6n celular (s!n­
tesis adecuada de AOH, anemia megalob!Astlca -­

por dificiencia de acido fólico o ª12). 

1.28 Alteraciones en la maduración citoplasmAtica -­
(s!ntesis inadecuada del heme o de la globina 

como las hemoglobinopat!as y talasemias). 

I!.- Aenmias por disminución en la vida eritrocitaria. 

ll.l Anemias por ~érdida aguda de sangre. 

II.2 Anemias por aumento en la destrucción periférica -­
de eritrocitos: anemias hemol lticas. 

ll.2A Anemias por anomallas intr!nsecas de eritro 
c!to. 

lI .2Aa Por defectos de membrana del eritrocito (m_!. 
croesf-=roc!tosis hereditaria, eliptocitosis 
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hereditaria, acantocitosls, estematositosls, hemg_ 
blobinuria paroxlstica nocturna). 

ll.2Ab Por defectos en los sistemas generadores de ener­
g!a y de cuerpos reductores intraeritrocitario. 

- Anemias hemol iticas por alteraciones enzim~ti-­
cas del ciclo de Embden Meyerhof. 

- Anemias hemol lticas por alteraciones enzim~tlcas 
del ciclo de las pentosas y del glutatlOn. 

- Anemias hemol!ticas por alteraciones enzim~ti -
cas del metabolismo de nucle6tldos, ver Fig.3 

ll.2Ac Por defectos estructurales en la molécula de hemo­

globina (anemia de células falciformes, hemoglobl­
nopat!as inestables). 

11.28 Anemias por anomal!as extr!nsecas del eritrocito 
(infecciones, mec~nicas, qulmicas, inmunológicas 

o por secuestro recitulo endotelial) (Matthay and 
Mentzer, 1981). 
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IV BIOQUIMICA DE LA DEFICIENCIA DE G6PD. 

La Importancia de G6PD en el metabolismo normal de los erl. 

trocitos fue resultado de las Investigaciones acerca del efecto 

hemol!tico de un fármaco antipalúdico, la primaquina, llevadas 

a cabo a principios de los años cincuenta (Beutler, 1959). Por 

primera vez se reportó anemia hemolltica, como resultado de la 

administración de 8-aminoquinolelna otro antipalúdico, en ·cier­

tos Individuos suceptibles en Panamá. Durante la guerra de Co-­

rea, con el desarrollo de un antipalúdico más efectivo La 8-aml 

noquinoleina-primaqulna, fué posible estudiar la reacción hemo-

11tica bajo condiciones mAs controladas marcando a los erltro -

citos como cromo radioactivo (51 cr) demostrando que la sensibi­

lidad al efecto hemol!tico. del fármaco se debla a una anomalla 

intrlnseca del eritrocito (Dern, et.al., 1954). Al mismo tiempo 

se observó que la anemia hemol!tica inducida por la primaquina 

era auto\ imitada: después de un episodio hemol!tico inicial a -

nivel de hemoglobina vol vi a a la normalidad a pesar de seguir -

administrando la misma dósis del medicamento (Sears, et.al., 

1969). Beutler y colaboradores marcando hematles con hierro ra 

dioactivo (59Fe) demostraron que la sensibilidad hemolltica -~ 
del fármaco estaba en función a la edad del eritrocito, este 

hallazgo orientó la atención hacia el metabolismo de esta cél_!!. 

la,ya que se sabia que la actividad de ciertas enzimas y proc! 

sos metaból ices declinaban a medida que los eritrocitos enve-­

jeclan (Beutler, et.al. 1954). 

También se encontró que el nivel de glutatión reducido -

(GSH) en los eritrocitos sensibles a la primaquina estaba di~ 

minuldo y que eran incapaces de proteger al GSH existente con 

tra el estrés oxidativo (Cohen y Hochstein, 1964). 
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Carson y colaboradores estudiando las vias de reducción de 

GSH en eritrocitos sensibles a la primaquina demostraron que --­

eran deficientes de una enzima de la via metabólica del ciclo -­

de las pentosas, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) 

(Carson, et.al.. 1956). 

Posterionnente se observó que la deficiencia de G6PD era 
muy heterogénea, Marks y colaboradores, encontraron que los ep!_ 

sodios hemol iticos eran más severos entre pacientes de la cuen­

ca mediterránea, que entre los negros americanos y que esto era 

resultado de deficiencias significativas en las propiedades big_ 

quimicas de la enzima (Marks y Gross, 1959). Además se encontró 

que algunos individuos con anemia hemolltica congénita no esfe­

rocitica, también eran deficientes de G6PD(Kirkman, et.al.1960). 

El gen estructural que codifica para G6PD está local izado 

en el cromosoma X, con una secuencia de 1650 nucléotidos (Pér-­

sico,et.al. ,1981). La heterogeneidad genetica de G6PD en huma -

nos es muy extensa: en la actualidad st han reportado más de --

180 variantes debidas a mutaciones en diferentes loci, los que 

afectan la estructura molecular de la enzima y con manifesta-­

ciones cl!nicas variables (Kirkman y Hendrickson, 1963). 

La G6PD ha sido purificada y caracterizada de diferentes 

origenes, la G6PD de mamiferos está formada por un homodimero 

o un homotetrffinero, con subunidades o monómeros constituidos -­

por una cadena de 450 aminoácidos, con un peso molecular de 

58,000 daltons. Se ha reportado que un residuo de histidina es 

la que participa en la actividad catal!tica de la enzima (Yo -

shida, 1968). La forma funcional predominante es dlmérlca aso­

ciada a NADP o NADPH. con 18 grupos sulfidrilo, de los que al­

gunos se encuentran en fonna expuesta y participan en la acti-
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vidad de G6PD (Yoshida, l973b). 

Las variantes de G6PO se han establecido en base a: 

a) la actividad de la enzima en los eritrocitos. 

b) movi 1 idad electroforética. 

e) constante de Michael is para sus sustratos G6P y NADP 

d) estabilidad al calor. 

e) pH óptimo. 

f) movi 1 idad cromatogrAfica. 

g) sensibilidad a Acidos en cultivo de tejidos. 

(De Mars, l 968). 

La deficiencia en la actividad de G6PO puede ocurrir por 

alguna de las siguientes causas: 

a) producción disminuida en moléculas de la enzima. 

b) formación de moléculas con actividad catalítica dis­

minuida. 

c) producción de moléculas con estabilidad reducida. 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) ha propuesto la 

estandarización en la nomenclatura y en los estudios de labora 

torio de la enzima, asignando el slmbolo G6PO para la enzima -

completa y Gd para su genotipo, la enzima normal se designa 

Gd8 o GdB+ el signo (+) indica actividad enzimAtica normal -

(65 a 150:t) esta es la enzima mas comlln encontrada en todos -

los grupos de población estudiados. 

Otra variante normal coman es la GdA+ con alta prevalen­

cia en negros. La variante GdA- es la forma anormal mas fre-­

cuentemente encontrada en negros, el signo (-) indica activi-­

dad enzimAtica di sminulda en menos del 25% (Porter, et.al .1964). 

El resto de las variantes se designan por el Area geogr&-
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fica o por nombres tribiales, por ejemplo: entre los caucási-­

cos la variante Gd meditertanea es la más común;entre los chi­

nos la Gd Cantón, otras variantes comunes son Ja Gd markham 

en Nueva Guinea, Gd unión en Filipinas, la Gd Campelbur en 

Paklstan, la Gd Oebrouse en Arabia, etc. En México se han -­

descrito cuatro nuevas variantes, la Gd México con movilidad 

electroforética anormal y ausencia de hemól isls (Vaca, et. 

al, 1981), la Gd Guadal ajara (Vaca, 1902), la Gd Jalisco y 

Gd Morelia con Km aumentada (Vaca, 1985). 

La deficiencia de G6PO se ha reportado en el l3% de los 

negros americanos, el 8.3% en los negros brasileños y el 3'.11 

en Jos hombres de Bantú. Probablemente el 20% de las mujeres 

negras americanas sean heterocigotas. En Sardinia se encon­

tró una incidencia de 14.5% en contraste con una frecuencia 

baja de 0.5% en Ja Pen!nsula Italiana. En el norte de Europa 

Ja frecuencia de G6PD es muy elevada, siendo entre los judios 

curdos el 50%, manifestándose también en los sefaraditas 

y en los orientales (Wintrobe, et.al., 1974). 

La deficiencia de G6PO también se ha observado en ára-­

bes, chinos y tailandeses. En México se ha reportado princi­

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 estan asociadas con anemia hemol ltica 

no esferocltica, otras requieren de algunos compuestos quími­

cos oxidantes o de infecciones por virus o bacterias que de­

sencadenen episodios hemol !tices agudos, otras más presentan 

niveles bajos de actividad enzimática sin manifestaciones --
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cllnicas, por ejemplo: en la deficiencia de G6PDA-, la producción 

de la enzima en las células parece ser normal sin embargo, con ei 

tudlos electroforéticos de la enzima purificada, estudios de flu.Q_ 

rescencia utilizando NADPH e investigaciones inmunológicas, se ha 

establecido que el número de moléculas formadas en la enzima es -

tan disminuidas y que estas son más sensibles a la oxidación que 

las normales. En ausencia de estrés, la sobrevida de los eritro-­

cltos en esta variante es normal o cerca de lo normal, aunque los 

eritrocitos viejos contengan niveles bajos de la enzima. 

En la variante mediterránea el defecto enzimático se debe a 

una cantidad disminuida con actividad catalltica también dlsminul_ 

da en los eritrocitos. En esta variante se ha descrito disminución 

en la Km para NADP y G6P con una sobrevida de los eritrocitos ca-­

si normal, en esta variante la hemól is is es muy severa. 

Algunas variantes por ejemplo la Manchester es anormalmente 

sensible a los efectos lnhlbidores de NADPH, algunas otras como -

la Oklahoma muestra acentuada disminución en la afinidad para los 

sustratos G6P y NADP. Pueden ocurrir varias combinaciones de es -

tas propiedades, por lo que ya se han descrito más de 180 varian­

tes (Beutler y Yoshida, 1973). 

Con el desarrollo de nuevos métodos de purificación de G6PD 

ha sido posible la caracterización de algunas variantes, por ejem 

plo: comparando la huella de las variantes normales Gd8 y GdA- -:­

se ha encontrado solamente la sustitución del aminoácido asparag.!_ 

na por ácido aspártico (Yoshida, 1967) y en la variante Hektoen, 

la sustitución del aminoacido es histidlna por tirosina (Yoshida, 
1970). 

La incubación de los eritrocitos deficientes de G6PD con -­

primaQ'J ina, fen il h idracina, aceti 1 f en i lhidrac ina, nltrofurantolna 
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acido ascórbico, alfa y beta naftoquinona, producen pérdida de 

GSH e incrementa el GSSG, debido a que estos agentes oxidan al 

GSH en presencia de oxlhemoglobina formando radicales 1 ibres o 

peróxido de hidrógeno. Cuando se administra primaquina, habas 

o 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 répidamente, ·· 

posteriormente la hemólisis es acompañada de la recuperación 

de los niveles normales de GSH cuando las células destruidas 

son eliminadas de la circulación. 

Los eritrocitos normales reducen GSSG por medio del 

NADPH con participación de la enzima glutatión reductasa, 

mientras que los eritrocitos deficientes de G6PD carecen de -

esta capacidad. 

La reducción de metahemoglobina en presencia de azúl de 

metileno como un proceso ligado a NADPH esta disminuido en -­

los eritrocitos deficientes de G6PD. En ausencia de estas sa­

les, el rango de reducción de metahemoglobina es normal. Los 

eritrocitos deficientes en la variante A- son capaces de oxi­

dar la glucosa en un rango normal, cuando el nivel de oxida -

ción de NADPH se incrementa por adición de azúl de metileno -

o por oxidación de NADPH, los eritrocitos son incapaces de i!!_ 

crementar la producción de glucosa y co2• 

Se han postulado diversos mecanismosd.§.Q_estrucción de -­

los eritrocitos deficientes de G6PD. por ejemplo: la hemóli -

sis inducida por primaquina se inicia con la formación de - -

cuerpos de Heinz, que son hemlcromos derivados de la desnatu­

ralización de la hemoglobina, verdoglobina y coleoglobina, en 

este mecanismo la desnaturalización oxidativa de la hemoglob.!_ 
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na es consecuencia de la oxidación de la Ciste!na B-93, con el 
subsecuente desdoblamiento de la molécula de hemogl 1bina y la -
oxidación de los grupos sulfidr!lo (Stanbury, et.al., 1972). 

Los mecanismos de hem61 is is después de la Ingestión de h! 
bas, se ha postulado una interferencia en la glicólisls con dl.é. 

mlnuci6n de la enzima directamente por la droga, un segundo de­
fecto genético adicional y otro m~s relacionado con el conteni­
do de L-dopa de las habas (Beutler, 1970). 

En el caso de infecciones el mecanismo de hemól !sis, es -
desconocido, se ha propuesto que la generación de peróxidos de 
hidrógeno en leucocitos que han fagocitado bacterias sean la -­
causa de daijo en los eritrocitos deficientes de G6PD. 

La causa de ictericia y anemia neonatal en deficientes de 

G6PO es desconocida. Las actividades de algunas enzimas como 
NADH d!aforasa, catalasa yglutati6n peroxidasa se encuentran -­
disminuidas en los eritrocitos del recién nacido, estas enzimas 

protectoras probablemente transtornen a los eritrocitos m~s vu!_ 
nerables a la influencia destructiva del peróxido de hidrógeno 
el cual se genera expont~neamente in vivo (Ross, 1963). 



29 

V GENETICA DE LA DEFICIENCIA DE G6PD. 

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

Los cromosomas de las células humanas fonnan 23 pares, -­
cada progenitor proporciona a su descendencia 23 cromosomas, o 
sea un miembro de cada par. La célula fonnada de la fertiliza­
ción del óvulo por el espennatozoide (cigoto} posee 23 pares -
de cromosomas ªf que se denomina número diploide (2n=46} (de 
diplos=doble}, en contraposición cada célula sexual sea óvulo 
o espennatozoide (gametos} los cuales como resultado de la -­
meiosls presentan una cifra cromos6mica haplolde (n=23} (de 
haplos=senci llo}. 

Los miembros de cada par de cromosomas homólogos coinci­
den en cuanto a la infonnación genética que cada uno contiene; 
es decir, presentan la misma secuencia de locus (lugar que oc!:!_ 
pa cada gen en un cromosoma} y cada locus puede portar el mis­
mo o diferente alelo (fonna alternativa de un gen localizado -
en el mismo locus de cromosomas homólogos}. 

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 
fenotipo {manifestación de un rasgo fisico, bioquimico o fisi.Q_ 
lógico en el individuo} en dosis simple o sea un heterocigoto 
y es recesivo cuando un alelo se manifiesta en el fenotipo so-
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lamente en cond i e i ón "homoc i gota" • 

De acuerdo con el tipo de genes que porten los cremoso-­

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 cromosómico nonnal en la mujer es 46XX y 

en el hombre 46XY, de aqu! que existan dos tipos de herencia: 

la ligada a los cromosomas sexuales (ligadas al X) y la ligada 

los autosomas (autosómica) (Hamerton, 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 autosómico o ligado al sexo. 

De acuerdo can estos criterios los tipos de herencia en los -­

que intervienen un solo par de genes puede ser: 

a) autos6mica dominante. 

b) autosómica recesiva. 

c} Ligada al cromosoma X dominante. 

d) Ligada al cromosoma X recesivo. 

Debido a que el gen estructural que codifica para la mo-­

lécula de G6PO est~ local izado en los brazos largos del cromosp_ 

ma X (Xq,28) Fig. 5, con patrón de transmisión hereditaria re-­

cesiva ligada a este cromosoma, solamente se tratarán los cr!t~ 

rios relacionados a este tipo de herencia. 

Las enfermedades recesivas 1 igadas al cromosoma X se ca-­
racterizan porque: 

a) Los varones portadores de este gen están afectados 
cl!nicamente y las mujeres heterocigotas son sanas. 

b) No hay transmisión de la enfennedad di rectamente -
de varón a varón. 
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c) En promedio, el soi de los hijos varones de mujeres 
portadoras (heterocigotas) están afectadas, y el soi de las hi­
jas serAn portadoras. Fig. 6. 

La razón 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 homólogo que lo equilibre fenómeno conocido como 
hemicigocidad. 

Las mujeres pueden padecer este tipo de er'ennedad sola-­
mente cuando sean homocigotas para el gen recesivo anormal, lo 
m&s frecuente es que sean portadoras del gen en condición hete­
rocigota, o sea que del par de alelos, solo uno sea normal. 

Durante mucho tiempo la acción de los genes ligados al 
sexo representó una incógnita 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, y porque las hembras homocigotas para un gen mutante ligado 
al cromosoma X no estaban mAs gravemente afectadas que los va­
rones hemicigotos. Parecla existir cierto mecanismo de compen­
sación de dosis, basadas en las observaciones de Ohno y Haschuka 
{Ohno, 1967). 

Grupos de investigadores, l leg¡¡ron independientemente a -
una hipótesis que explicaba la compensación de dosis a base de 
un único cromosoma X activo, ahora conocida como "hipótesis de 
Lyon", la que establece que: 

a) en las células somaicas de las hembras de mamlferos 
sólo un cromosoma X es activo. El segundo cromosoma 
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X es heteropicnótico y pennanece condensado. observén 

dose en las células en interfase como cromatina sexual. 

b) La condensación se origina al comienzo de la vida em­

brionaria (décimo sexto d !a de gestación). 

c) el cromosoma condensado puede ser indistintamente un 

X paterno o materno, en células diferentes de un mi~ 

mo individuo; en algunos casos més de los cromosomas 

X, de derivación materna pueden inactivarse y en - -

otros casos de origen paterno. 

La hipótesis de Lyon se traduce en tres consecuencias ge­

néticas principales: 

A) Compensación de dósis: el volt'.imen del sroducto de ge 

nes ligados al cromosoma X, como la G6PD es equiva-­

lente en ambos sexos, la condensación al azar del -­

cromosoma X, explica satisfactoriamente el fenómeno. 

B) Variabilidad de expresión de heterocigotas: dado que 

la condensación es al azar, las hembras heterocigo -

tas para genes ligados al cromosoma X, deberlan pre­

sentar proporciones variables de las células con act.!_ 

vidad de un alelo particular, es decir, entre estas 

mujeres deberla haber una considerable variabilidad 

fenotlpica. 

Nance demostró este fenómeno en hembras humanas en -

relación a la deficiencia de G6PD en 30 mujeres het~ 

rocigotas en las que demostró una amplia variación 

en la actividad enzimética (Nance, 1964). 

C) Mosaicismo: Las mujeres heterocigotas para genes li­

gados al cromosoma X, poseen efectivamente 2 pobla--
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clones 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 G6PD demostraron mosai­
cismo en el que consistió en dos poblaciones clona-­
les distintos, las que variaban en relación al alelo 

de G6PD funcionante (Thompson, 1965). 

Los procesos de inactivación del cromosoma X son amplia-­
mente aplicables al locus de G6PD en eritrocitos humanos de he­
terocigotas, encontrandose una amplia variación en la actividad 

enzimAtica de las heterocigotas, dependiendo de la proporción -
de precursores de la serie eritroide en las que el cromosoma -­

X nonnal o portador de la mutación es inactivo, por lo tanto -­
los niveles enzimAticos en las heterocigotas pueden ser nonna-­

les, intermedios o bajos. 

En el primer caso, la proporción de cromosomas Xanonnales 
o portadores de la deficiencia debe ser cercano al 20$, en las 

heteroc!gotas con niveles intermedios o bajos, una proporción -

mayor de cromosomas X normales se habrAn inactivado en la se -­

rie eritroide. Este fenómeno ha sido confirmado con diferentes 
técnicas de laboratorio, como la técnica de reducción de meta­
hemoglobina. elución de metahemoglobina, microespectrofotome -
tria, con la técnica citoqulmica de MTT-tetrazolium que miden !C 
tividad enzimAtica de G6PD en eritrocitos individuales (Piomelli 
et.al., 1972). 
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VI MAMlfESTACIONES CLIN!CAS. 

La Onica manifestación el lnica de la deficiencia de G6PD 

es la anemia hemol !tica. Generalmente la anemia hemol !tica es 

epld6dica, pero en algunas de las variantes poco frecuentes -

de G6PD pueden causar anemia hemol !tica congénita no esfero-­

c!tica. En condiciones nonnales los individuos no presentan -

anemia, aunque en ellos puede demostrarse acortamiento de la 

vida media de los eritrocitos compensada por la hiperregenera­

ci6n medular. 

En general. la hem6lisis está asociada con el estrés muy 

particularmente con la administración de fánnacos, las infec-­

ciones, en el periodo neonatal y en ciertos individuos a la -­

exposición a las habas (Beutler, 1966). 

ANEMIA HEMOL!T!CA !NDUClDA POR FARMACOS. 

En relación a fánnacos y productos qu!micos que tienen 

capacidad de desencadenar reacciones hemol!ticas en individuos 

deficientes de G6PD se muestran en la siguiente tabla: 

Analgés leos: 

Acetanilida + 
Acido acetilsalic!I ico + 
Acetofenetidina (fenacitldina) + 

Sulfamidas y sulfonas: 

Sulfan!lanida 

Sulfapiridina 

Diafenilsulfona 

N-aceti lsulfani lamida 

Sulfisoxasol (Gantrinsin) + 



TI azul fona 

Sallci lazosulfapir!d!na (l\zulfadina) 

Sulfoxona 

Sulfametoxipiridina (Kynex) 

Antipa!Odicos: 

Primaquina 

Pamaquina 

Pentaquina 

Quinicidina 

Quinacrina 

Agentes antimicrobianos no su! famldicos: 

Furazol idina 
Nitrofurantolna (Furadantina) 

Cloramfenicol 

Diversos: 

Naftaleno 

Trlnitrotulueno 

Azúl de metileno + 
Fen il hidrac ina 

Quinina ++ 
Quin!dina ++ 
Acido ascórbico +++ 
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+ Ligeramente hemalltico en deficientes de G6PD 11· en 

dosis elevadas. 

++ Hemol!tico en deficientes de G6PD mediterraneo pero 
no en deficientes de G6PD 1\-

+++ En dosis elevadas. 
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Las manifestaciones cllnlcas de la hem6lisis Inducida por 
prlmaquina han sido bien estudiadas en la variante A- observ~n 

dese que la hemóllsls afecta en general a los eritrocitos vie -
jos (mayores de 50 dlas). por el contrario en la variante medl­

terranea, algunas drogas o después de la ingestiOn de habas, la 

hemólisls afecta a los eritrocitos de todas las edades (Sears, 
et.al., 1969). Algunos Investigadores han demostrado variacio -

nes importantes en el grado de hemól is is y el tipo de droga -­
potencialmente hemolltica, en general, un episodio de hemólisls 
inducido por fármacos en Individuos deficientes de G6PD, comie.')_ 

za de 1 a 3 dlas después del Inicio de su administración. Apa -

recen cuerpos de helnz en los eritrocitos y la hemoglobina de -
clina rápidamente, a medida que la hemólisis avanza, los cuer -
pos de helnz desaparecen de la circulación, probablemente por-­

que los eritrocitos que los forman son el !minados de la circul.e_ 

ción 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 dlas hay un incremento importante de reticulocltos. 

En los deficientes de G6PO A- la anemia hemolltica es -­

autolim!tada debido a que los eritrocitos jóvenes producidos -­
en respuesta a la hemólisis tienen niveles prkticamente norma­
les de G6PO, y son relativamente resistentes a la hemólisis. En 
la variante G6PO mediterranea, Ja deficiencia es mas severa y -

la hem61isis no es autolimitada, ya que se destruyen eritroc!-­
tos viejos y j6venes. 

ANEMIA HEMOL!TICA EN EL CURSO DE UNA INFECCION. 

En los individuos con deficiencia de G6PD se ha encontra­
do con bastante frecuencia anemia hemol itica a los pocos d!as -
de haberse iniciado una enfermedad febril, con descenso en la -
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~ -- concentración de hemoglobina hasta de 3 a 4g/IOO mi: la 

Ictericia no es frecuente excepto cuando se asocia a la hepa-­

tltls Infecciosa. 

FAVISMO. 

El favismo es una de las consecuencias mas graves en la 

variante mediterranea, el comienzo de la hem6lisis suele ser 

brusco y se ha descrito que puede surgir en las primeras horas 

después de la ingestión de habas (Vicia fava) la orina se tor­

na obscura y en casos mas graves se puede presentar shock. 

ICTERICIA NEONATAL. 

La Ictericia neonatal se puede presentar sin ningOn sig­

no de lncompatibii idad inmunológica en algunos niños con defi­

ciencia de G6PD. Frecuentemente en las variantes medlterf'ánea, 

orientales y en algunos niños con G6PD A-, la ictericia puede 

• • • • - ;, ser muy intensa y si no se trata adecuadamente pue­

de conducir a un Kernlctero. 

ANEMIA HEMOLITICA NO ESFEROC!TICA. 

Algunas variantes como la mediterranea ocasionalmente -

se han asociado con anemia hemolltica congénita no esferoclti 

ca, aunque no se ha esclarecido el mecanismo por el cual esta 

variante, presenta hemólisls crónica. Inicialmente se manifie~ 

ta en la primera y segunda infancia, y en algunos casos se ha 

asociado a ictericia neonatal. Frecuentemente la hemól is is se 

exacerva en enfermedades febriles o con administración de fár 

macos oxidantes. En la mayorla de los casos la anemia hemoll­

tica no es grave, pero en al¡¡unos se ha requerido de transfu­

ciones frecuentes (Beutler, et.al., 1968). 
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Vll METOOOS DE DIAGNOSTICO DE LA DEFICIENCIA DE G6PO. 

Para propósitos cllnicos cuando se requiere del diagnós­
tico preciso de la deficiencia de G6PD se cuenta con múltiples 

procedimientos de laboratorio confiables, los que incluyen --­
pruebas de tamizaje y cuantitativas. 

Las dificultades surgen en establecer el diagnóstico de 
un afectado con Ja variante G6PD A- inmediatamente después -­

de un episodio hemolltico, ya que al ser eliminados los eri-­
trocltos viejos de la circulación, los niveles enzimAticos -­
pueden ser nonnales. En este caso es conveniente realizar es­
tudios familiares y esperar a que los eritrocitos circulantes 
envejezcan lo suficiente, para que la deficiencia enzimAtica 
se pueda hacer evidente. 

La detección de heterocig6tas presenta serios problemas 
por la presencia de una población de eritrocitos 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 enzimáticos se pueden encon -­
trar dentro de los valores nonnales, si la proporción de eri­

trocitos deficientes es pequeña. Los métodos histoqulmicos -­
que tienen capacidad de medir actividad enzimatica en eritro­
citos individuales son de mayor utilidad para estos prop6sl-­

tos. 

l.- Pruebas exploradoras o de tamizaje. 

a) fonnacl6n de cuerpos de heinz :cuando los eritroci­

tos deficientes de G6PO se incuban con agentes -­
reductores (acido asc6rblco, fenilhidrazina, prl-­
maquina, etc.) el patrón de formación 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. 

b) Prueba del glutatión reducido (GSH); La incubación de 
eritrocitos con acetilfenilhidracina y la medición de 
la estabilidad de GSH, es un método de ayuda en la d~ 

tección de las células deficientes de G6PD sensibles 
a las drogas. Este método permite la detección de los 
varones hemicigotos, pero no a las portadoras; se han 

obtenido falsos positivos en los casos de hemoglobina 
B-Talasemia, probablemente por la participación de -­
la hemoglobina en ia destrucción de GSH, por io que 
es poco especifica. 

c) Métodos de tamizaje 1 igados a sales: la reducción de 

NADP, se mide indirectamente por la reducción de una 
sal, la cual absorve en el especto visible la deco -
loración de azúl brillante de cresilo, ia m~s ampli! 
mente utilizada; otras sales que se utilizan como -­
agentes reductores son el dicloroindofenol y el MTT­

tetrazol ium (3-( 4,5-dimetil tiazol-i-2)-2,5-di feni 1 -
tetrazolium bromo) estos métodos de tinción citoqui­
mica son especificas para la identificación de va -­
riaciones cuantitativas de G6PD en eritrocitos indi­
viduales, por lo que son de utilidad en la detección 
de portadoras. 

d) Prueba de reducción de metahemoglobina de Brewer; 

esta prueba tiene la ventaja de que la hemoglobi­
na en presencia de azOl de meti lena, estimula la 
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vla de las pentosas fosfato cuando los eritrocitos 
deficientes de G6PD son tratados por este método, 

el rango de reducción de metahemoglobina disminuye 
y puede ser medido por espectrofotometrla. Este mé­

todo es económico pero requiere de muestras fres -­
cas. 

e) Método de clanuro-ascorbato: en los eritrocitos de­
ficientes de G6PD, la incubación con ascorbato pro­
duce una desnaturalización de la hemoglobina cuando 
la catalasa es inhibida por el cianuro, los result!!_ 
dos pueden interpretarse por un cambio de color, es 

econOmica, requiere de sangre fresca, pero se han 
reportado res u ita dos fa 1 sos positivos. 

f) Prueba fluorescente de Beutler: se basa en el hecho 
de que los nucléotidos de plridina reducidos fluo-­

rescen y los oxidados no, al observarse las mues -­
tras bajo luz ultravioleta de onda larga. Esta pru! 

ba es ampliamente recomendada para la detección de 
hemicigotos ya que requiere de un pequeño volCunen 
de sangre y se real iza 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 precisión. 

1 l.- Métodos enzim~ticos cuantitativos. 

La actividad de G6PD se mide en un lisado de eritrocitos 

cuantificando el rango de reducción de NADP en presencia de gl!!_ 
cosa-6-fosfato en espectrofot6metro a 340nm, éste método no mi­
de solamente ia actividad de G6PD, sino también el ~cido-6-fos­
foglucónico, por lo que se resta la actividad de esta enzima --
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para dar el valor exacto de la actividad de G6PD. 

Ill.- Para la caracterizaci6n de las variantes por subti­

pos (A~ mediterranea, cant6n, etc.) se requiere de técnicas bi,2. 
qulmicas complicadas, donde la enzima pueda ser parcialmente -­
purificada y posteriormente determinar su Km para NADP y G6P 
as! como la utllizaci6n de métodos electroforéticos, cromotogr! 
fla y curvas de actividad a pH diferentes (Stanbury, et.al.1972) 
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Vlll OBJETIVOS. 

- Provar, evaluar y seleccionar entre las técnicas: re-­
ducci6n de metahemogloblna de Brewer, actividad enzl-­
mática de G6PO en eritrocitos y la citoqu!mlca de act_!. 
vidad de G6PO en eritrocitos ligada a MTT-tetrazolium, 

la que detecte al 100% de afectados (hemicigotos) de 

GGPO. 

- Provar, evaluar y seleccionar entre las técnicas: re-­

duccl6n de metahernoglobina de Brewer, actividad enzi -

mática de G6PO en eritrocitos y la citoqulmica de act_!. 
vidad de G6PD en eritrocitos ligada a MTT-tetrazollum 
las que junto con el anállsis del áfbol genealógico, 

detecte al 100% de portadoras de la deficiencia de -­

GGPD. 
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1 X MA TER 1 AL Y METODOS 

Para alcanzar los objetivos planteados en este trabajo en 

relación al diagnóstico preciso de varones deficientes y portado­

ras de G6PD, los estudios bioqu!micos se real izaron en dos eta -­
pas; 

PRIMERA ETAPA: Estandarización de la metdolog!a utilizan­
do muestras obtenidas de 16 donadores del Banco Central de Sangre 

del Hospital General, Centro Médico "La Raza", !.M.S.S., de sexo 

masculino sin antecedentes de anemias hernol!ticas y con edad pro­

medio de 32.7 .:t 9.0 años. 

De cada Individuo se obtuvo 7 .O mi de sangre anticoagula­

da con 0.7 mi de ACD (Acido c!trlco, citrato de sodio, dextrosa) 

como anticoagulante. Las muestras se mantuvieron en refrigeración 

a 4° C hasta su procesamiento, el que se realizó durante las 48 

horas posteriores, desecMndose las muestras con evidencia de -­

hemólisis y/o hematocr!to bajo. 

manera: 

Las muestras de sangre se distribuyeron de la siguiente -

1.- Se llenaron dos capilares heparinizados para hemato-
cr!to. 

2.- 4.0 mi para la prueba de reducción de metahemoglobina. 

3.- 2.0 mi para la prueba citoqula.de MTT-tetrazolium. 

4.- O.! mi para la técnica de actividad enzimAtica de G6PD 

SEGUNDA ETAPA. Estudio de la población muestra. 

6 propositus (varones afectados) de la cllnica de anemias 

hemollticas del Departamento de_Hematolog!a PedlAtrica del Hospi­

tal General, Centro Médico" La Raza", !.M.S.~ .• los que cllnl-
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camente y con la técnlca de reducción de metahemoglobina de Bre­
wer habian sido diagnosticados como deficientes de G6PD se deri­
varon a la sección de Bloqulm!ca del Departamento de Genética Pi 
ra estudio familiar. 

El procedimiento genético y bioquimico de las 6 familias -

de los propositus fue el siguiente: 

1.- Elaboración del ~rbol genealógico, el cual se anal Izó 
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 varón deficiente. 

- Hija de una mujer homocigota y padre normal. 

Se tomó como grupo control a 14 varones con las mlsmas C.2. 
racterlsticas a los utilizados por la estandarización de la me­
todolog!a y el procesamiento de las muestras fue la misma que -­
la descrita en la Etapa l y las técnicas se describen a conti-­

nuaci6n. 
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REDUCCJON DE METAHEMOGLOBINA DE BREllER (Brewer, et.al., 1962). 

PRINCIPIO. 

Los gl6bulos rojos se tratan con nitrito de sodio para -­

convertir su oxihemoglobina a metahemoglobina, la cu61 en pre -

sencia de G6PD y azúl de metlleno es transfonnada nuevamente a 

oxlhemoglobina, esto ocurre por la estlmulaci6n del ciclo de -

las pentosas y activación de la metahemoglobina-TPNH reductasa. 

SI existe deficiencia de G6PD al nivel de la metahemoglobina -­

pennanece elevado. 

REACTIVOS. 

1.- Cloruro de sodio O.B5'.t 

2.- Nitrito de sodio 0.18 '.t 

3. - Glucosa 0.26 H. 

4.- Azúl de metileno cloruro 4XI0-4 H 

5.- Solucl6n de fosfatos M/15 pH6.6: 4.26 g. de fosfato -­

de sodio dlMsico anhidro con 5.44 g de fosfato de po­

tasio monobAsico en 1000 ml de agua desionizada. 

6.- Solución reguladora de fosfatos M/60 pH 6.6: de la so­

lución de fosfatos M/15, se toman 2.5 ml con 7.Sml de 

agua desionizada. 

7.- Solución de ferricianuro de potasio 20'.t 

8.- Solución de cianuro de sodio al 10'.t 

9.- Solución de ácido acético al 12i 

PROCEDIMIENTO. 

l.- Tomar 5 ml de sangre, dejar reposar a 4° C, 30 min. 

2.- Rotular 5 tubos de 13 x 100 en la fonna siguiente: 



PS problema sin reactivos. 

PC problema con reactivos. 

N~ nonnal sin reactivos. 

NC nonna 1 con reactivos 

TP testigo positivo. 
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3.- Agregar a cada uno de los tubos 2 mi. de sangre corres 
pendiente. 

4.- Agregar a cada uno de los tubos PC, NC en el orden si-

guiente: 

a) 0.2 mi de solución de glucosa al S'l'. 

b) 0.1 mi. de solución de nitrito de sodio 0.18 M 

c) 0.1 mi de solución de azOl de metileno en NaCl. 

5.- Agregar a los tubos PS, NS: 

a) 0.4 mi de cloruro de sodio 0.85'.t 

6.- Agregar al tubo TP: 

a) 0.1 mi de nitrito de sodio 0.18 M 

b) 0.3 mi de cloruro de sodio 0.85 '.t 

7 .- Mezclar los tubos por inversión. 

9.- Agitar suavemente con una pipeta a los 60 y 120 min. 

de incubación. 

8.- Incubar en bano de agua a 37º e 
10.- Congelar después de los 180 min. de incubación en -· 

hielo seco. 

11.- Descongelar los tubos y en el hemolizado detenninar 

la metahemoglobina residual en forma calorimétrica. 

12.- Escoger 12 tubos de 18 x 20 de la misma densidad óp­

tica para usarlos como celdillas en la fonna siguie~ 

te: 

SERIE I 

SERIE II 

8K 

8K 

PS 

PS 

PC 

PC 
NS 

NS 

NC TP 

NC TP 
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13.- Colocar 10 mi de regulador de fosfatos 111/60 en cada -

uno de los tubos de la serie 1 y 8 mi de regulador de 

fosfatos M/15 a los tubos de la serie II. 

14.- Agregar a los tubos de la serie l, 0.2 mi del hemoli­

zado problema y nonnal a los tubos correspondientes. 

15.- Mezclar todos los tubos y leer en O.O. a 635 nm, uti­

lizando el blanco de reactivos para ajustar a cero. -

Estas lecturas se designaran L-1 

16.- Agregar a estos mismos tubos, Incluyendo al blanco, -

una gota de cianuro de sodio, mezclar y dejar reposar 

2 min y leer en o.o. a 635 nm. Estas lecturas se de-­

signaran L-2 

17 .- Pasar 2 ml de cada uno de los tubos de la serie 1 a -

cada uno de los tubos de la serie 11 y una gota de -­

ferrlcianuro de potasio, mezclar y dejar reposar 2 min 

18.- Agregar a cada tubo una gota de cianuro de sodio para 
convertir la metahemoglobina a cianometahemoglobina y 

as! poder determinar la cantidad total de hemoglobina 

Mezclar y dejar reposar 2 min y leer en O.O. a 540 nm 

ajustando a cero con el blanco de reactivos. Estas leE_ 

turas se asignaran L-3. 

CALCULAR. 

O.O. (L-1) - (L-2) 

O.O. (L-3) X F 

F = factor de di luci6n. 

X 100 = i de metahemoglobina 

Valores normales: Sin reactivos = menos de 2 i 
Con reactivos = menos de 5 i 
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DETERM!NACION DE ACTIVIDAD DE GLUCOSA-6•FOSFATO DESHIOROGENASA. 

PRINCIPIO. 

El nivel de la actividad de glucosa-6-fosfato deshidrogena 
sa en eritrocitos 1 izados, se cal cu tan al medir el Incremento -­

en absorción a 340 nm o.o. por la reducción de NADPH, ésta coen­
zlma contiene una absorción especifica a 340 nm o.o. 
REACTIVOS. 

1.- Buffer TRIS-HCL 0.31'I pH B.O 
2.- 6-fosfogluconato 18 nM 
3.- Glucosa-6-fosfato IB nM 

4.- Cloruro de magnesio 0.1 M 
5.- NADP 6 nM 

PROCEDIMIENTO. 

1.- Preparar el hemollzado 1 :50 en agua 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 reacción de la siguiente manera: 

CUBA 1 CUBA 2 CUBA 3 

TRIS-HCL pll 8.0 1.0 mi 1.0 mi 
MgCI 0.1 M 0.3 ml 0.3 mi 

6-PG 18 nM 0.1 ml O.! mi 

G6P 18 nM 0.1 ml 

agua des ti 1 ada 1.5 ml !.O ml 0.9 mi 

Hemol izad0 0.5 ml 0.5 ml 0.5 mi 

Mezclar por inversión 
NAOP 6 nM 0.1 ml O.! mi 

mezclar por inversión y dejar reposar 2 minutos. 
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6.- Medir en espectrofométro a 340 nm de o.O. a lnterva -

los de un minuto en un lapso de 5 a 10 min. 

7 .- Medir la hemoglobina a 540 nm de O.O. empleando agua 

destilada como blanco. 

8.- Graficar los resultados del coeficiente de extensión 

de las dos celdillas. 

9.- Los valores de G6PO y 6GP se obtienen multlpl!cando --

138 que es un factor de corrección por el valor de la­

pendiente obtenida de la grafica entre el valor en 

gramos de la hemoglobina. 

INTERPRETAC ION. 

Valores normales: G6PO 
6PG 

5.13 ±. 1.3 UI/g Hb. 

5.10 ±. 2.4 Ul/g Hb 



PRUEBA CITOQUIMICA DE ACTIVIDAD DE G6PD EN ERITROCITOS. 
(Virgil, et.al., 1968). 

PRINCIPIO. 

52 

La precipitación de grar.ulos de formazan en eritrocitos -­
se realizar. c~ar.t'c la hemoglobina es expuesta a las sales reduc­
toras de tetrazol iurr, lo ~ue Indica la presencia o ausencia de -
las enzimas que participan en el ciclo de las pentosas. 

La metahemoglobina formada por oxidaclór. con nitrato de -­
sodio se reduce a hemoglobina formada por la incubación de los -
eritrocitos que contienen la enzima, glucosa, NADP, y las sales 
indicadoras de MTT, la actividad se calcula por el nGmero de - -
granules de formazan formados. 

REACTIVOS. 

1.- Nitrito de sodio 0.18 M 
2.- Mezcla de incubación: combinar; 

4 ml de 0.85% de cloruro de sodio 
1 ml de glucosa al si 
2 ml de buffer fosfato 0.3 M pH 7 .o 
l ml de azOl de nilo "A" 11 mg/100 ml 
2 mi de agua desionizada 

3. - Solución salina (NaCl) al 0.85 i 
4.- MTT-tetrazolium 5 119/l mi de solucló~ salina D.85% 
5.- Solución salina (NaCl) al 0.6$ 

PROCEDIMIENTO. 
l.- Tomar 2 mi de sangre, se refrigera a 4° C 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 mi del paquete de eritrocitos son transferidos a -

9.0 mi de solución salina isotónica y 0.5 mi de nitri 
to de sodio 0.18 M, incubar sin mover a 37° C por._: 
20 min. 

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

5.- Lavar el paquete 3 veces con 9.0 mi de solución salina 
isotónica. 

6.- Transferir 0.05 mi del paquete de eritrocitos a un mi-

1 ilitro de la mezcla de incubación, e incubar durante 
30 minutos a 37° c. 

7 .- Adicionar 0.2 mi de MTI-tetrazolium a la mezcla, e -­

incubar 60 minutos a 37° C con agutación periódica. 
8.- Resuspender las células y colocar sobre un portaobje-­

tos una gota de la mezcla y una gota de solución sal i­

na 0.6'.i colocar un cubreobjetos y observar al micros -
copio con el objetivo de inmersión. 

9.- Contar los gránulos en 100 células de la siguiente -­
manera: 

células sin gránulos O 
células con 1-3 gránulos l+ 

células con 4-6 gránulos 2+ 

células con mas de 7 gránulos 3+ 
10.- Multiplicar el número de células de cada rango por su 

valor asignado, sumar el total de los productos dé las 

100 células. 

INTERPETAC!ON. 

La cuenta total de gránulos 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 RESUL TAOOS. 

Los valores obtenidos para la estandarización de las téc­
nicas de reducción de metahemoglobina de Brewer, actividad en­
zimática de G6PD y la cltoqu1mica de actividad de G6PO ligada 
a MTT-tetrazolium, utilizando para esto la prueba estadlstica 
de t-student y su comparación con los reportados en la 1 itera­
tura se muestran en la Tabla !, observándose que no hubo dife­
rencia estadísticamente significativa. 

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

La medida aritmética fX) y la desviación estandar (S) de 
los valores obtenidos con las tres técnicas, reducción de me­
tahemoglobina de Brewer, actividad enzimática de G6PO en eri­
trocitos y la citoqu!mica de actividad de G6PD en eritrocitos 
ligada a MTT-tetrazol!um, se estableció para los controles, de 
ficientes, protadoras obligadas, portadoras posibles y norma -
les. 

·El análisis estadlstico se realizó aplicanto t-student -
entre el grupo control y los cuatro restantes de las familias 
con cada una de las tres técnicas. 

Con los resultados del estudio de 57 miembros entre las 6 
familias y el an~lisís de &rbol genealógico se logró realizar 
el diagnóstico de: 

l.- 10 varones deficientes. 
2.- 7 mujeres pottadoras obligadas. 
3.- 3 muj.eres portadoras posibles. 
4.- 37 famíl!ares femeninos y masculinos normales. 



TABLA l 

CQMPARACION DE LOS VALORES DE REFERENCIA 

ME TODO 

REDUCCION 

METAH!lllOGLOBINA DE 11'EWQI 

ACTIVIDAD ENZIMATICA 

G· 6 • PD EN ERITROCITOS 

PRUOIA CITOQUIMICA 
ACTIVIDAD DE 8·6·PD 
M. T. T. TETRAZOl..IUM 

VALORH DE REFERENCIA 

EN LA LITERATURA 

< 11 'Y. 

4.18±0.92 

UI I 11 Hb 

2611 a 300 

GRANULOS/100 CELULAS 

VALORES DE REFERENCIA 

EN ESTE ESTUDIO 

<11% 

11. 7 ± 1.3 

UI /e¡ Hb 

270 a 300 

GllANULOS / 100 CELULAS 

----------------------------------------------------------------- ~ ~ 
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En la Tabla I1 se muestra la comparación del grupo control 

con los 37 lndi viduos normales de la 6 familias con las tres téc­

nicas, donde se observa que no hubo diferencia estadlsticamente -
significativa. 

En la Tabla lll se muestra la comparación 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 comparación del grupo control 

con las portadoras obligadas observ~ndose que con la técnica de -­

reducción de metahemoglobina de Brewer, no hubo diferencia esta -­

d!sticamente significativa, mientras que con la de actividad enzi­

m~tica (t=S,36 y p <:.0.001) y la citoqulmica de MTT-tetrazlol ium 

(t=6.44 y p.(. 0.001) si hubo diferencias significativas. 

Por otro lado en la Tabla V se comparó al grupo control 

con las portadoras posibles, observ~ndose que con la técnica de r~ 

ducclón de metahemoglobina no hubo diferencia en los resultados.no 

as! al aplicar la metodologla para actividad enzimAtica (6=4.46 y 

p "'0.001) y la citoqu!mica de MTT-tetrazolium (t=S.28 y p,0.001). 

En la Fig.7 se muestran los resultados de la técnica de re­

ducción de metahemoglobina de Brewer, observ~ndose la diferencia QUe 

existe entre los valores obtenidos para deficientes ,portadoras obl i 

gadas, portadoras posibles, familiares normales y controles y losfa 

miliares de las 6 familias, encontr~ndose que los controles y los 

familiares normales cayeron en el rango designado para normales de 

0.00 aS.0% de metahemoglobina, mientras que las portadoras obliga -

das y posibles presentaron valores normales altos quedando 3 de 
estas en el rango para deficientes, aunque como ... 



57 

se observa no alcanzan los valores de mAs de 15% de metahemoglo­
blna, como la mayor!a de los varones deficientes. 

En la Fig. 8 se muestran los resultados de la técnica de 

actividad enzimAtica de G6PD en eritrocitos, donde se observa 
la diferencia que existe entre los deficientes, portadoras o -­
bl igadas, portadoras posibles, familiares normales y controles 
de las 6 fami 1 ias, donde debido a que la actividad enzim~tica 
de G6PD de los varones afectados no excede el 15%, todos los -­
deficientes quedaron en el rango designado de O.O a 2.0% de ac­

tividad enzimHica, las portadoras obligadas y posibles cayeron 
en el rango de los valores intermedios de 1.3 a 4.0i, los fami­

liares y controles quedaron en el rango normal mayor de 4.0t 

de actividad enzimAtica de G6PD. 

En la Fig. 9 se muestran los resultados de la prueba ci-­
toqulmica de actividad de G6PD en eritrocitos ligados a MTT-te­
trazol ium, para def !cientes, portadoras obligadas, portadoras 

posibles, familiares normales y controles de las 6 familias, -­
los deficientes quedaron en un rango de O.O a 30 granulas de fo,!'.. 

mazAn/100 células, las protadoras obligadas y posibles quedaron 
en el rango de valores intermedios de !OOa 260 granulas de for-­
maz~n/100 células a excepción de una portadora posible y una - -

obligada que cayeron en el rango de valores normales, mientras -
que los controles y los famil lares normales quedaron en el rango 
normal de 265 a 300 células de formazan/100 células. 

Al aplicar esta metodolog!a se logró establecer el diagn6~ 
tico de: 

1.- 10 varones deficientes: 
- en la familia l, el varón 111-10 y 111-7 
- En la familia 2, el varón IV-2 y IV-3 
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- en la familia 3, el varón lll-3 y lll-7 
- en la familia 4, el varón ll-1 y 111-4 
- en la familia 5, el varón lll-3 

- en la familia 6, el varón 111-7 
2.- 7 portadoras obligadas: 

- én la familia l, la mujer ll-6 
- en la familia 2, la mujer 111-1 y ll-2 
- en la familia 3, la mujer 11-12 y 11-10 

- en la familia 4, la mujer 11-2 y 1-2 

3.- 3 portadoras posibles: 

- en la familia 1, la mujer 11-5 

- en la familia 4, la mujer !ll-1 
- en la familia 5, la mujer 11-4 

37 famil lares femeninos y mascul !nos normales en las 6 fami 
lias. 

En el arbol genealógico y los resultados individuales para 
cada una de las familias se muestran a continuación. (Fig. 10 a 
15). 



TABLA II COMPARACION DEL GRUPO CONTROL 

CON EL NORMAL EN LAS TRES TECNICAS 

ft!DUCCION 
Ml!TA-

ACTIVIDAD CITOQUIMICA 

HEM081..081NA ENZIMATICA TETRAZOLIUM 

A B 
x 

CONTROLES 
3. !114 !5.843 281. 71 

s l. 219 l. 316 10. 61 

a b 
x 

NORMALES 
4.02 IS. 757 287. 13 

s 1. ne 2. 17 21. 74 

l STUDENT o.se 0.197 0.868 
p -- -- --

* NO !XISTE DIFEA!MCIA ESTADISTICAMENTE 5 IONI FICATIVA 

!N LAS TRES TEClllCAS. 

e 

e 



TABLA III COMPARACION DEL GRUPO CONTROL 

CON EL. DEFICIENTE 

REDUCCQll ACTIVIDilD CITOQUIMICA 
META-

HEM08l.091NA ENZIMATICA TETRAZOLIUM 

¡¡ a.ee4 !1.643 211. 71 
OONTAOLB s l. 21' 1. a1e 10. 61 

x 17. 48 0.811 43. 1 
DEFICIENTES s e. 11 o. !176 20.0 

t STUOENT 8.M 10. ee 37. 34 

p < o.oot * < O ·OOI* < º·ºº'* 
* EXISTE DIFERENCIA ESTAOISTICAMENTE SIGNIFICATl~A CON 

LAS TRES TECNICAS. 

en 
o 



TABLA IV COMPARACION DEL GRUPO CONTROL 

CON LAS PORTADORAS OBLIGADAS 

REDUCCION ACTIVIDAD CITOQUIMICA 
META-

HEMOGLOBINA ENZIMATICA TETRAZOLIUM 

~---·-·· 

A B e 
x 3.584 5.643 281. 71 

CONTROLES s l. 219 l. 316 10. 61 

'-----
a b e 

PORTADORAS ié !5.0 2.64 197. 86 

081.IGADAS s 2.24 0.93 4 7. 534 

t STtJOENT 1.80 !5. 36 6.44 

p -- < 0.001 * < 0.001* 

* EXISTE DIFERENCIA ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA EN 

ACTIVIDAD ENZ1MATtCA Y CITOQUIMICA - TETRAZOLIUM, 



TABLA V COMFARACION DEL GRUPO CONTROL 

CON LAS PORTADORAS POSIBLES 

REOUCCION 
ACTIVIDAD CITOOUIMICA 

META-

HEllOeLOBINA 
ENZIMATICA TETRAZOLIUM 

-- ·-- - --·---·- .. -·-- ----
A B G 

x 3.!IB4 !l.643 281. 71 
COHTRUI. 

s l. 219 l. 316 10. 61 

--· -----------
~ 

o b e 
PORTADORAS 4. !l!I 2. 16 210.0 

POSIBLES s 2. 19 º· l!I !11. 73 

----- ~---·- . -- -----

l STUDENT 0.9!1 4.46 !1.28 

p -- < o. 001 * < 0.001 * 
""'====' . 

* EXISTE DIFERENCIA ESTAOISTlCAMENTE Sl0NIFICATIVA EN 

ACTIVIO.ti> ENZIMATICA V CITOQUIMICA- TETRAZOLIUM. 



TABLA VI 

POltCl!NTO ('IW DE RESUL TAOOS POftCIENTO ~ DE RESULTADOS 

ANORMALES REPORTADOS ANORMALES EN ESTE 

EN LA lllLIOQRAFIA ESTUDIO 

VAltONES MUJERES ..... ONES MUJERES 

METODO DEFICIENTES PORTADORAS DEFIQENTES PORTADORAS 

HEMI CllOTOS HETEROCIGOTAI HEMICUIOTOS HETEROCl90TAS 

REDUCCION DE 
METAHEM06l.OmNA 100 - 100 !O 

DE MEWER 

ACTIVIDAD 
IDIZIMATICA 100 80 IOO 100 

EN ERITROCITOS 
--

PRU!BA CITOOUIMICA 
EN ERITltOCITOS 100 80-100 100 86 

111.TT. -T!TltAZOl..IUlll 
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NORMAL 
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l'lt. e ACTIVIDM> !NZIMATICA DE HPD !M !RITAOCITOI 

• OEFICl!NT! 

0 PORTADORA OM..IOAOA 

0 PORTADORA POSl9L! 

e PAMILIAR D!L PROPOSITUS 

O CONTROL 
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C A 1 O 8 

NORMAi. 
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Flt- 10 FAMILIA 1 

66 
I 

4 o o 

Il 

4 

m s 

H. M. 
IV rn (J) EXAlllllMO NORMAL 

• DEFICIENTE 

() POftTAOORA 

/ PROPOSITU8 

Resu 1 tados de Laboratorio Red. Act. MTT. 
Edad Sexo Hto Retis Met Enz. tetrazol lum 

lli-10 propositus 17a M 7.4~ 25.01' 25.0't 0.98~ 36 + 
Ul-7 hermano 21a M so.o 6.61' 1.3 .; 50 .y 

11-0 madre 50a 42.0 5.01' 1.2 ,¡.. 134 .¡, 

11-5 tia 52a 39.0 6.11' 2.2 4- 256 .;. 

111-6 hermana 23a 42.0 4.8 6.6 

111-8 hermana 15a 52.0 3.2 3.3 

III-9 hermana 15a f 47.0 5.7 6.9 260 

IV-1 sobrino la M 31.0 8.6 282 



Fio. 11 FAMILIA 2 67 

1 

'º 
11 

4 6 

Ill 

H . ... 
lIJ (() EXAMINADO NOIWAL 

• DEFICIENTE 

() PORTADORA 

m / PROPOSITU8 

I 3 

Resultados de Laboratorio 
Red. Act. MTT 

Edad Sexo Hto. Retls. Met. Enz. Tetrazollum 
IV-2. propositus Ba M 30 11.01' 16.0 .,. O.B ,¡, 60 ..,. 

IV-3 hermano 9a M 3B IS.O 'I' 1.2 ~ 29 ~ 

lll-1 madre 30a 39 3.0 3.B .J, 216 .¡, 
ll-2 abuela 60a F 42 3.0 3.3 .¡. 220 ~ 

lll-2 tia 2Ba F 39 4.0 4.4 282 

lll-4 padre 32a M 50 0.5 5.0 



68 

FIQ, 12 FAMILIA 3 

1 

II 

H. ... 
rn ()) EXAMINADO NORMAL 

3 • 6 6 7 e g 

m • DEFICl!llTI: 

() PORTAl>OftA I 

/ PRO PO SI TUS 

Resultados de Laboratorio. Red. Act. MTT. 
Edad Sexo Hto Retis Met. Enz. tetrazol iun 

lll-7 propositus 4a M 16.4 16.0 1' 21.4 'T' 0.2"' 48 "" 
111-3 primo 7a M 36.0 16.0.,. o.o+ 48 .¡.. 

11-12 madre 26a F 46.0 7 .o 1' 3.3 J. 146 ~ 

11-10 tia 28a 40.0 4.0 2.9 .,¡. 194 .¡. 
11-9 tlo 34a M 45.0 3.1 4.5 280 

111-4 primo 5a M 37.0 4.2 4.3 257 

111-6 hermano 7a M 46.0 4.3 4.3 227 



lll-4 

11-1 

11-2 

111-l 
1-2 

11-3 

11-4 

11-5 

lll-3 

F"IJ.lll FAMILIA 4 

1 

JI 

m 
/ 

H. M. 

[]] ()) EXAMINADO NORMAL 

• DEFICIENTE 

() POftTAOORA 

/ PftOl'OSITUS 

Resultados de Laboratorio. 
Edad Sexo Hto. Retis 

propositus 14a M 32 15.01' 

tio 45a M 44 

madre 35a 30 

prima 8a 40 

abuela 60a F 42 

tlo 38a M 49 

tia 50 

padre 40a M 48 

hermana F 48 

Red. 
Met. 
15.0,,. 

17 .o.,. 
8.61' 

3.8 

1.1 

3;3 

3.8 

3.3 

69 

Act. MTT 
Enz. tetrazolium 

1.4 ~ 38 + 
1.1"' 18 "' 1.9 J. 143 ,¡, 
2.3 ,¡, 220 ..... 
2.1 ~ 200 .¡, 
6.7 285 

4.4 281 

6.2 283 

4.2 282 



FIQ. 14 FAMILIA 11 

70 

1 

II 

H. 11. 

[][) <lD EXAMINADO NORMAL 
IlJ 

/ • DEFICIENTE 
1 

1 

() PORTADORA 

/ PROPOSITUS 
i 

IV rn 
Resultados de Laboratorio Red. Act MTT 

Edad sexó Hto Retls Met Enz. tetrazol tum 
lll-3 proposltus 13a M 33.0 7 .o 1' 21.01' 0.2 .Jo 24 .¡. 

11-4 madre 30a F 39.0 2.0 2.0 + 154 ,j, 
11-5 tia 31.0 4.8 4.2 240 

ll-6 -tfo M 44.0 3.S 4.1 267 

Jl-8 tfo M 48.0 5.0 5.i 271 

Jl-10 tfo M 46.0 4.0 4.9 296 

Ji-11 tia 42.0 5.1 4.2 285 

11-12 tfo 24a M 48.0 1.2 4.6 288 

11-13 t!o 28a M 47 .o 3.6 260 

Jl-14 tfo M 43.0 4.7 2.B 230 

1-4 abuela F 4.5 265 

lli-1 Hennana 34.0 5.0 4.3 239 

111-2 hennana 31.0 4.8 4.2 240 

!V-1 sobrino M 7 .2 282 



FIQ. 115 FAMILIA 6 

1 

2 4 7 8 9 10 ti 12 

11 

2 6 7 8 9 

m 
H. M. 

D!!J (]!) EICAllllNAOO NOIUIAL 

• Dt!:FICl!NTE 

IV () PORTADORA 

/ PROPOSITUB 

Resultados de Laboratorio. 
Red. Act. MTT. Edad Sexo Hto Retis Met Enz. tetrazoliurn 

111-7 propositus 16a M 21.0 34.2 1' 16.0 1' 
1.7 "' 

50 .¡. 
11-4 madre 43.0 4.7 4.9 275 
11-8 tia 34a 40.0 4.3 6.7 278 
111-1 hermana 49.0 4.6 5.5 300 
111-2 hermana 42.0 4.3 278 
111-3 hermana 39.0 4.9 275 
111-4 hermana 46.0 5.3 5.2 282 
111-6 hermana 17a 43.0 3.9 284 
111-8 hermana 26a 36.0 6.4 2.8 278 
111-9 hermana 43.0 0.47 291 
IV-! sobrino M 33.0 1.8 11.2 291 
IV-2 sobrino M 46.0 2.2 298 
IV-3 sobrino H 42 1.2 278 
IV-4 sobrina 2a F 40.0 3.9 4.2 281 
IV-6 sobrina 2a F 38.0 3.1 3.3 279 
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En la Tabla Vl se muestra la comparación del prociento -
de los resultados en las tres técnicas utilizadas en el estudio 
para deficientes y portadoras, con los reportados en la bibllo­
graf!a. Encontrandose que la detección de los. varones deficientes 

(hemlclgotos) en el estudio y los reportados fué del lOO:t; mien 
tras que para la detección de portadoras, en la técnica de reduE_ 

ción de metahemoglobina, en el estudio se logró detenninar el -
30% de estas, bibliograficamente no hay dato. Con la técnica -­
de actividad enzimática de G6PD en eritrocitos en el estudio, 

se logró hacer la detección del IOO~ y b!bliográficamente se -­
reporta el 80%, de esto puede deberse a que la población de Pº!. 
tadoras con la que se trabajó fue muy baja. Con la técnica ci-­

toqulmica de G6PO en eritrocitos 1 igada a MTT-tetrazolium en el 
estudio coincidió con el porciento reportado en la llteratura -
que es del 80 al IOO:t. 
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XI DISCUSION. 

La aplicación de los estudios bioqulmicos y el an&lisis -
del ~rbol genealógico es importante para establecer el diagnós­
tico de afectados y portadoras de la deficiencia de glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PD), recesiva ligada al cromosoma X. 

Con los resultados de los estudios de laboratorio y el -
anHisis del &rbol genealógico para posibilidades de heteroci­
gosidad se confirma una vez m&s la utilidad de dichos procedi­
mientos en 6 familias en las que fue posible estudiar a 57 in­
dividuos donde se logró identificar a: 

J.- 10 varones deficientes: un varón en cada familia con 
antecedentes de anemia hemol ltica inducida por f&rm~ 
ces y a 4 varones m&s, sin antecedentes de haber pr~ 
sentado anemia hemolltica (en la familia !, el indi­
viduo 111-7; en la famia 2, el IV-3 y al 111-3; en la 
familia 4, al 11-1). 

Con la técnica de reducción de metahemoglobina de Brewer, 
en los 10 varones deficientes, los resultados fueron de 6.6 a 
25'J; de reducción de metahemoglobina y"7. = l7.46t (valores nor­
males menor a 5% de reducción de metahemoglob1na) debido a que 
cuando existe deficiencia de la enzima G6PD la metahemoglobina 
permanece elevada. En esta técnica aunque no mide directamente 
a la G6PD permitió el diagnóstico del 100% de los afectados. 

Con la técnica de actividad enzim&tica de G6PD en eritr.9_ 
citos, los valor§S en los 10 varones deficientes fueron de O.O 

a 1.3 Ul/g Hb y X = 0.88 Ul/g Hb (valores normales 5.17 ~ 1.3 
Ul/g Hb) lo que permitió el diagnóstico del 1001'. de estos def_!. 
cientes. 
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Con la técnica citoqulmica ligada a MTT-tetrazolium en los 

JO varones deficientes, los resultados encontrados fueron de 18 

a 50 grAnulos de forazAn/100 células y una X = 43.1 (normales --

265 a 300 grAnulos de farmazén/100 células) Ja presencia de la -

formación de grAnulos en los eritrocitos se real izan cuando Ja -

hemoglobina es expuesta a sales reductoras de MTT-tetrazolium y 

en presencia de G6PO; as! también se logro identificar al 100% 

de los varones deficientes. 

Los resultados obtenidos con las tres técnicas en Ja de-­

tecciOn de los 10 varones deficientes en este estudio, corres-­

penden a los reportados en la literatura en relación a que su -

diagnostico es relativamente simple, debido a que la actividad 

de la enzima en sus eritrocitos es inferior al 15% del valor -­

medio nonnal. 

2.- 37 individuos normales: Oe los 57 miembros que se lo­

graron estudiar en las 6 familias, 37 fueron normales por los -

estudios bioqulmicos realizados en el análisis del atbol genea­

lógico. 

La técnica de reducción de metahemoglobina de Brewer se -

logrO real izar en 31 de el los, en 6 casos no fué posible por -­

tratarse de menores de un año y para esta técnica se requiere -

de por lo menos 4.0 mi de sangre total. En los 31 casos estudi~ 

dos, los valores variaron de 1.2 a 5.0% de metahemoglobina con 

X= 4.2 a excepción de la 111-9 de la familia 1 en la que se ob­
tuvo un valor anormal de 5.7% de metahemoglobina, en la que se 

descartó como portadora de G6PO por obtenerse valores normales 

con las otras técnicas, por lo que pudo tratarse de un error -­

en la metodologla. 

Con la técnica de actividad enzimática: en Jos 37 indivi­

duos n~rmales, los valores se encontraron de 4.2 a 9.4 U!/ g Hb 
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y X= 5.75, a excepción del varón I!-12 de la familia 5, en el 
que se obtuvo valores intermedios de 3. l Ul/g Hb, en este caso 

se descartó la posibilidad de ser un deficiente debido a que -
los valores no son tan bajos como los encontrados para afecta­

dos y no tiene antecedentes de haber tenido anemia. 

La técnlca citoqu!mica de MTT-tetrazolium se logró reali­
zar en 26 miembros normales de las 6 familias, los valores en-­

contrados fueron de 265 a 300 gr~nulos de fonnaz~n/100 células. 
Los valores obtenidos con esta metodologia se encontraron en 
los valores esperados para indivlduos normales. 

3.- 10 heterocigotas (7 obligadas y 3 posibles): con la -
técnica de reducción de metahemogloblna de Brewer, los resulta­
dos obtenidos fueron de 3.0 a 8.6% de metahemoglobina y-Y, =5.0 
con esta técnica solamente fue posible detectar al 30% de es-­
tos, en la familia l, la mujer lll-5 con un valor de 6.5t, en -

la familia 4 a la mujer ll-2 con un valor de 7 .6%, y en la fa­
milia 5 a la mujer 11-8 con un valor de 8.6%, esto es debido a 
que esta técnica no es lo suficientemente especifica para de-­

tectar heterocigotas ya que se sabe que las técnicas que deter_ 
minan actividad de G6PO en lisados de eritrocitos son poco es­
pecificas para la detección de portadoras. 

Con la técnica de actividad enzim~tica de G6PD se logró 
la detección de las 10 portadoras con valores de 1.2 a 3.8 U!/ 

g Hb y X= 2.64. En la familia l, la portadora ll-6 se encon-­
tr6 con valores tan bajos como de deficiente; probablemente -­
en este caso la serie erltroide en su mayoria puede estar con§_ 
tituida por células portadoras del .gen mutante. 

Con la técnica citoQufmica ligada a MTT-tetrazolium en -
las 10 heteroclgotas, los valores variaron de 134 a 252 granu-
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los de formazan/100 células). En la familia !, la portadora -­
obligada 11-6 se encontró normal con valor de 275 granules de -
formazan, aunque se han reportado que los métodos de tlnción -­
citoqulmlca como la ligada a MTT-tetrazolium son muy especlfi-­

cos porque tienen la capacidad de medir a la enzima en erltro-­
cltos individuales, probablemente este sea un caso que por ra-­
zones metodológicas escape a su detección. Vlrgll y colaborado­

res lograron detectar del 80 al 100% de portadoras de G6PD (VI! 
gil, et.al., 1960). aunque el grupo deheterocigotas en este es­

tudio es reducido, se logró hacer la detección del 90'- de éstas. 

De aqul que los problemas que presentan las portadoras -­
para su detección es la gran variación en la expresión de su -­
actividad enzlmAtica, dependiendo de la relación entre células 
de un progenitor con un cromosoma X deficiente o n ormal, toma!)_ 

do en cuenta la hipótesis de Lyon de la inactivación al azar -­
de los cromosomas; tanto de derivación paterna o materna que -­

puedan escapar a la inacttvación. 

Un cromosoma inactivo se replica en cada división celu -­
lar, pero permanece Inactivo durante la interfase de manera que 

en las mujeres ll!teroclgotas el alelo normal se expresa en algu­
nas células y el deficiente en otras, por lo que varias posibi-
1 idades se pueden presentar: 

a) Heterocigotas con valores muy bajos de actividad en­
zimAtica de G6PD; en este caso se supone que en la -
serie eritroide la inactivación puede haber ocurrido 
en la mayorla de las células portadoras del gen nor­

mal. 

b) Heterocigotas con valores intermedios de actividad -
de G6PD, en este caso se supone que la lnactivación 
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pudo haber ocurrido en proporciones iguales entre 

células portadoras del gen mutante y portadoras del 

gen normal. 

c) Heterocigotas con valores normales de actividad de 

G6PD, en este caso se supone que la inactivación 

pudo haber ocurrido en la mayor!a de las células -­

portadoras del gen mutante. 

Entonces de las tres técnicas metodológicas aqul emplea­

das junto con el anHisis del árbol genealógico la más recome!!_ 

dable para el diagnóstico de las portadoras de la deficiencia 

de G6PD son las técnicas de actlv ldad enzimática de G6PO en -­

eritrocitos y la citoqulmica de actividad de G6PD en eritroci­

tos ligada a MTT-tetrazol ium. 

Es conveniente contar con métodos sensibles para la ide!!_ 
tlficación de deficientes de G6PD, portadoras y familiares -­

quienes nunca han presentado antecedentes de anemia hemol ltica 

para asesorla genética y prevención en relación a la ingestión 

de drogas que puedan inducir hemólisis en este tipo de Indivi­

duos. 
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XII CONCLUSIONES. 

El diagnóstico de los varones deficientes de G6PD se lo­

gró realizar en el lOOl\ con cualquiera de las tres técnicas em­

pleadas en este estudio, aunque se recomienda actividad enzimá­

tica de G6PD en eritrocitos ya que utiliza un mlnimo de muestra 

de sangre 0.1 mi y se real iza en un periodo de tiempo de 30 min. 

La detección de heterocigotas de G6PD, con la técnica -­

de reducción de metahemoglobina de Brewer sólo se logró el 30% 

de estas; con la de actividad enzimática de G6PD en eritrocl-­

tos el 100% y con la citoqulmica de actividad de G6PD en eri-­

trocitos ligada a MTT-tetrazol ium el 90%, mostrando que no to­

das las portadoras pueden ser detectadas por uno solo de los -

métodos disponibles en el laboratorio, por lo que se recomien­

da un análisis del árbol genealógico para posibilidades de he­

terocigocidad en combinación con métodos especificas para la -

determinación en la enzima G6PD, como la de actividad enzimát.!_ 

ca de G6PD y la citoqu!mica ligada a MTT-tetrazolium que mide 

dos poblaciones de eritrocitos coexistiendo en las heterocigo­

tas. 

La detección de hemicigotos y portadoras es importante 

para fines de asesorla genética en relación a riesgos de recu­

rrencia del padecimiento con fines preventivos en cuanto a la 

ingesta de drogas potencialmente hemollticas en individuos -­

afectados de G6PD. 
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