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INTRODUCCION

Muchas de las reacciones con radicales libres involucran
la reduccién del oxigeno primeramente para la formacién de
especies altamente reactivas tales como: anibén superéxido (03),
radical hidroxilo (OH" ), peréxido de hidrdgeno (H,0,) y oxigeno
molecular (0,).

La desnaturalizacion oxidativa es una serie de altecraciones
de jas condiciones intracelulares y extracelulares inducidas
por la generacién quimica o metabélica de cspecies reactivas
dal oxigeno.

El dofio oxidativo puede ocurrir a diferentes niveles del
eritrocito ya sea en el metabolismo celular, en la hemoglobina
o en los fosfolipides y proteinas de }la membrana.

En vivo, 1a desnaturalizacidn oxidativa de los eritrocitos
es un evento raro, causado solo por sobredosis de algunas drogas
y en anomalias genéticas o adquiridas en la capacidad autooxidan
te de estas células.

Bn diferentes estudios con drogas o sustancias que provocan
dafin oxidativo, se han probado también los mecanismos normales
de los eritrocitos para mantener su medie ambiente reducido.

Y ya que estos mecanismos juegan un papel significativo
en la fisiopatologia de muchas enfermadades, tales como: Anemias
Hemoliticas, Metahemoglobinemias, Talasemias, etc.., el conocer-

los hace posible improvisar procedimientos clinicos y farmacolo-



gicos para contrarrestar el dafio oxidativo.

En los aftos 50's Gilbert sugiere que los radicales libres
del oxigeno son agentes causales de muchas patologias humanas. (2)

En los afios 70's Carrel, Winterboun y Rachmilewitz, escriben
sobre el papel del oxigeno activado en la hemélisis, encontrando
dificultades para medir las formas activas del oxigeno en diferen
tes especies de eritrocitos. (8)

En estudios mids recientes, se ha determinado a qué nivel
del eritrocito se puede provocar el dafio oxidativo de diferentes
sustancias y se han propuesto mecanismos de accién para esas
sustancias en relacion con el dafio causado y el nivel al que
actdan sobre el hematfie.

En este trabajo se hace una revision del metabolismo eritro-
citario y algunas de las drogas que provocan dafio oxidativo
en la forma y funciones de la membrana.

Para empezar, se hard un breve resumen del citoesqueleto
del eritrocito y la formacién normal en su medio ambiente de
los agentes oxidantes mis importantes. Poteriormente se hara
referencia a los mecanismos de accién de algunas drogas que
pueden {nducir la despaturalizacién oxidativa en la membrana

y las alteraciones provocadas en el eritrocito.



CENERALIDADES

A) FUNCION Y ESTRUCTURA DEL ERITROCITO.

Los eritrocitos son células de vida larga que realizan
una tarea bioldgica relativamente simple en un medio ambiente
dificil. Son de forma bicé6ncava de Zum Yy Zﬂm de espesor, flexible
y contienen aproximadamente 29 pg de hcmoglobina la cual consti-
tuye un 33% de su contenido total. (4)

Se ha estimado que tienen un ciclo de vida de 120:6 dias
y cubren una distancia de aproximadamente 281.6 Km sujetos
a 1.7x105 ciclos circulatorios. En cada ciclo, el glébulo rojo
es empujado a través de regiones de alta turbulencia, apretado
en capilares muy estrechos y hendiduras del bazo, en los cuales
la lenta circulacién, el pH y la glucosa extracelular, son
extremadamente bajos.

En los capilares peritubulares del rif6n la osmolaridad
a la que sc someten es aproximadamente de 1,000 mOsm/L durante
los Gltimos 60 seg, lo cual pucde alterarlos.

£l medio interior no es menos amenazador debido a la alta
concentracién de oxigeno y la constante produccibébn de especies
oxidantes, que también pueden alterarlos: y en regiones tales
como cl bazo, el higado y la médula 6sea los macro6fagos, que
examinan cuidadosamente célula por célula, pueden eliminarlos

de la circulacidon. (5)



Por otra parte, la membrana eritrocitaria es una estructura
dinadmica, quimicamente compleja, que contiene componentes encar-
gados de una gran variedad de propiedades funcionales.

La composicién quimica de la membrana es aproximadamente
de 40-50% de proteinas, 35-45% de fosfolipidos y 5-15% de carbo-
hidratos, estas variaciones se deben a aspectos metodoldgicos
m&s que estructurales. (3)

La estructura primaria de la membrana es una bicapa de
fosfolipidos con moléculas de colesterol no esterificado y
glucolipidos. En una &area de superficie de 140}un=, tenemos
cantidades de aproximadamente 2.4x108 moléculas de fosfolipidos.
1.9x108 moléculas de colesterol, 1.2x107 moléculas de glucoli-
pidos y 4.5x10% moléculas de proteinas. (1)

Los fosfolipidos se encuentran organizados asimétricamente,
los que contienen colina (fosfatidil colina y esfingomielina)
se encuentran en la parte mis externa de la bicapa con la parte
hidrofilica orientada a la superficie interna de la membrana.
Los que tienen grupos amino (fosfatidil etanolamina y fosfatidil
serina) se encuentran en la parte m&s interna. La parte hidrof6-
bica de ambas capas se orienta hacia el exterior de la bicapa.

El colesterol se encuentra en forma libre y se intercambia
facilmente con el del plasma. Si aumenta en la membrana el
coeticiente colesterol/fosfolipido, disminuye 1la fluidez de

la membrana. También estan presentes glicéridos y acidos grasos.
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Loz lipidos se encuentran mbviles en Ja superficie de
la membrana, esto proporciona las propiedades de viscosidad
y fluidez bidimensional. (1)

Los hidratos de carbono se encuentran formando glucolipidos
y glucoproteinas y se sitGan exclusivamente en la superficie
externa de la membrana. En el ceritrocito hay hexosa, hexosamina,
fucosa y 4cido sialico unido a protelnas. (4)

Las proteinas de la membrana desempefian un papel importante
en la estructura meclinica, permeabilidad y propiedades de regula
cién y reconocimiento de ligandos. Ademds existen un gran nimerc
de enzimas, antigenos y moléculas receptoras. (1)

Los polipéptidos principales de la membrana del eritrocito
estadn bien caracterizados y para separarlos, el método general-
mente usado consiste en disolverlos intactos o fragmentados
en un detergente idnico, el duodecil sulfonato de sodio, y
luego tratarlos por electroforesis en gel de poliacrilamida.
Se pueden colorear despufis el gel para proteinas mayores con
Azul de Coomasie (CB) y para sialoglucoproteinas con Aacido
peryédico de Schiff (técnica de PAS). (3)

Fn la Figura # 1 se muestra el corrimiento electroforético
de las proteinas de la membrana y algunas de sus propiedades.

Del lado citoplasmético cstan los polipéptidos 1 y 2 (cspeg
trina y bh-acitina), estas proteinas se asocian en estructuras

supramoleculares formando microfilamentos que pueden identiflicar
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FIGURA # 1
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GEL DE POLIACRILAMIDA

peso % prateina otros
Componentoe molecular coloreada nombres
POLIPEPTIDOS
1 240,000 151 Espectrina
7 215,000 14,7 Tipo miosina
3 88,000 241
6.1 78,000 h2
42 72,000 5.0
5 43,000 45 Tipo actina
6 35,000 5.5 G-3P0D
7 29,000 3.4
GLUCDPROTEINAS
pas-1 55,000 6.7 Glicoforina
pas-2 Sialaglucg-
proteina

Corrimiento electroforético de los principales polipéptidos v glucoproteinas de
la membrana del eritrocito v algunas propiedades. Modelos en gel de pollacrilami-
da, proteinas mayores (estandarizado con Azul de Coomasie,CB) v sialoglucoprotef
nas (estandarizado con &cido peryédico de Schiff,PAS). (1)(3)



se por microscopia electrénica de barrido.

Debajo de la membrana del eritrocito los microfilamentos
forman un reticulo que proporciona un sostén a8 la bicapa fluida
con las proteinas intrinsecas. Esto puede controlar la forma
caracteristica de los eritrocitos. (3)

Los principales componentes de este esqueleto son la
espectrina (banda 1,2), actina (banda 5), banda 4.1, ancirina
(banda 2.1) y la banda 3. (1)

En la Figura # 2 se muestra en forma esquematica la organi-
zacién de estos componentes.

Espectrina (banda 1,2).- Forma el 75%, cada molécula consiste
en dos cadenas de polipéptidos alineadas de lado a lado y retor-
cidas una sobre otra, el heterodimero resultante es una molécula
larga y flexible. Los dimeros se unen entre si, en un extremo
de la molécula, para formar asi los tetrameros.

Actina (banda 5) y (banda 4.1).- Representan aproximadamente
el 10% y se presentan en forma de filamentos cortos que interco-
nectan a las moléculas de espectrina.

Ancirina (banda 2.1).- Es una esferoproteina voluminosa y actia
como eslabén del esqueleto de la membrana con el lado interior
de la bicapa lipidica.

Banda 3.- Se encuentra en forma de dimeros y es una proteina
de transportc transmembranal. (3)

Estos componentes se organizan en dos complejos principal-
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mente: complejo espectrina-actina-banda 4.1 que ligan la red
esquelética ¥ el complejo espectrina-ancirina-banda 3 que sujeta

el esqueleto al revestimento de la bicapa lipidica de la membra-

na. (1)

FIGURA # 2

Complejo’ espectrina-ancirina - Camplejo espectrina-actina-

banda 3 banda 4.1
Yy CORTO
TETRAMERD [ DA 4.1
ESPECTRINA

Esquema de la organizacién de los complejos espectrina-ancirina-banda 3 y espec-
trina-actina-banda 4.1 en el esqueleta de la membrana eritrocitaria. (1)



FEs probable que los defectos en cualesquiera de las interac

" clones mayores del esqueleto; espectrina-actina-banda 4.1,

dimero-tetramero de espectrina, espectrina-ancirina 6 ancirina-

banda 3, debiliten la membrana y transtornen sus funciones.
(10)

Bl citoesqueleto del eritrocito, asi como las interacciones
de sus componentes se muestran en forma esqucemitica en la Figura
# 3.

Ahora bien, es comGn que el hematie esté sometido a ataques
por los sistemas oxidantes en los que se desenvuelve de manera
sobresaliente sin alteraciones de membrana, de aqui que estos
corpusculos requieren el aporte de una fuente de energia capaz
de mantener su funcionalidad.

El eritrocito obtiene su energia a partir de dos vias
principalmente:

1) via de Embden-Meyerhof llamada también glic6lisis anacrébica.
2) Via de la hexosa monofosfato conocida como glic6lisis aerébi-
ca.

lL.a glucosa entra en los glébulos rojos mediante un proceso
de: acarreadores que es independiente de la insulina.

Por la via de Embden-Meyerhof aproximadamente del 90 al
95%% de la glucosa se metaboliza hasta lactato con la sintesis
de ATYP en las células maduras, generandose 2 moléculas de ATP

por mol de glucosa consumida.
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_ FIGURA # 3

CITOESQUELETO DEL ERITROCITO

GLICOFDRIN

HEMICROMOS

Eshozo esnuemético de un corte seccional de membrana de eritrocito mostrandoe
la organizacion de banda 3, la subdivisién en la transmembrana v dominio rif.nptas-
mético. La disposicion de l1a banda 3 en relacibn a otras proteinas de la mpmbrana
v los oniaces de Ja regibn N-terminal. las §reas sombreadas representan eclsces
hemicromos o moléculas de hemoglobina; la £ representa enlaces a enzimas. (5)
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Esta escasa produccién de ATP, 2-3 mmol/L de eritrocito/hr,
permite renovar del 150 al 200% del total de ATP celular.

El ciclo mencionado, e¢s la mejor fuente de nicotin adenin
dinucledtido (NADH), que es un cofactor esencial en una gran
variedad de reacciones de 6xido-reducciédn, tal como la de mantener
al fierro del grupo heme en estado reducido.

Otro intermediario importante en esta via es el 2,3-difosfo-
glicerato (2,3-DPG), que se encuentra en concentraciones altas
{aproximadamente 5 mmol/i, de eritrocito). La glucosa se deriva
por esta via cuando los niveles intracelulares de ATP se elevan.
La reserva de 2,3-DPG es una fuente potencial de ATP en tiempos
de falta de sustrato y adem&s es modulador del transporte de
oxigeno por la hemoglobina.

Por la via de la hexosa monofosfato (HMP) se metaboliza
aproximadamente de! 5 al 10% de la gluccosa. Es la mejor fuente
para obtener el nicotin adenin dinucleétido fosfato (NADPH)
cuando su oxidacién dentro del eritrocito es acelerada. Esta
reacci6én es importante en el metabolismo del glutatién, fundamen-
talmente en forma reducida (GSH) debido a su accién como amorti-
guador intracelular que protege al hematie de la desnaturaliza-
¢ion por especies oxidantes enddgenas y exogenas. Se encuentra
en concentraciébn relativamente alta (2 mM) y normalmente inactiva
a las especies oxidantes.

En el proceso de reduccién del peroxido de hidrégeno -—
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(H,0,), el GHS, en presencia de glutatidén peroxidasa, es capaz
de convertirse en glutatibon oxidado (GSSH) y mezclar disulfuros
con grupos tiol de las proteinas; o bien, en presencia de gluta-
tién oxidasa, catalizada por NADPH, reducirse nuevamente a
GHS.

Por otra parte, la enzima glucosa, 6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD) es la encargada de mantener los niveles adecuados de
NADPH cn el eritrocito asif como el metabolismo del glutatién,
para evitar la acumulacién de especies oxidantes y con esto
la desnaturalizaciéon celular. (1)

En la Figura # 4, se muestra el esquema de las vius metabé-
licas de la glucosa en el eritrocito y las interrelaciones
entre ellas.

Es paradbgico que, las células aerdbicas en general vy
los eritrocitos en particular, no puedan vivir sin oxfgeno,
peroc a la vez se traumatizan constantemente a consecuencia
de su exceso, ocasionando asi la desnaturalizaci6n oxidativa

de estas células. (10)
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FIGURA # 4
o
G5 56
GLUCOSA GSSG-Rx

AP
HK NADP NADPH
ADP : -

glucosa 6-fosfato
G6PD

GP1L 3 6-fosfogluconato —B-Pa-)é ribosa 5-fosfato + CO,

fructuosa 6-fogfato

ATP
D | e
ADP

fructuosa 1,6-difosfato

ALDOLASA
LACTATO
dihidroacetona e—- gliceraldehido
fosfato 3-fosfato
' — NAD ¢— NAD
Pi—y GIPD LDH
PIRUVATO
k—)NADH —onH——/ ATP
acido 1,3-difosfoglicérico K ADP
PGK
DPGY ) fosfoenalpiruvato
ATP
acido 2,3-difosfoglicérico ENOLASA
DPGP

/ acido 3-fosfoglicérico
PGM

Fi 4cido 2-fosfoglicérico

METABOLISMO DE LA GLUCOSA EN ERITROCITOS. Enzimas: HK,hexocinasa; GPlglucosa
fosfato isomerasa; PFK,fosfofructocinasa; TPLtrioso-fosfato isomerasa; G3PD,gli-
ceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa; PGK,fosfogliceratocinasa; DPGM,difosfoglice
romutasa; PK,piruvatocinasa; LDH,deshidrogenasa lactica; GePD,olucosa 6-fosfato-
deshidrogenasa; 6GPD,6-fosfogluconato deshidrogenasa; GSSG-Rx,glutatitn reducta
sa. Los cofactores estan representados por las abreviaturas conocidas. (1)
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B) FORMACION DE ESPECIES OXIDANTES.

Algunos de los radicales libres del oxfgeno que se ha
reconocido que causan dafio celular se muestran en la Tabla

# 1.

TABLA # 1

AGENTES POTENCIALES EN LA DESNATURALIZACION OXIDATIVA. (16)

Uxigeno Central:

16n Superéxido (03)

Radical Hidroxilo Libre (OH®)
Per6xido de Hidrégeno (H,0;)
Alcohoxilo (LO*)

Peroxilo (LG;)

H Complejos de Metales de Transiciébn:

Fe (II1) / Fe (1I)
Cu (II) / Cu (I)

Carbono Central:

Tricloro Metilo (CCL3)
Sulfuro Central:

Tiol (RS*)
Nitrébgeno Central:

Fenildiazina (CgHgN=N*)
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De estas especies, el radical hidroxilo es el candidato
mis probable para ocasionar dafo oxidativo en las reacciones
téxicas, ya que es extremadamente reactivo, se combina rapidamen
te con moléculas biol6égicas en proporciones limitadas sole
por difusién y puede dafar o modificar compuestos de alto o
bajo peso molecular. (8)

Para la formacién bioquimica y quimica de estas especies
reactivas y toxicas, se proponen diferentes hipétesis que involu
cran a algunas enzimas y iones metalicos.

Entre las reacciones mAs importantes para la formacién
de especies reactivas del oxigeno tenemos:

Formaci6on del 16n Supertxido.- Un electr6n es transportado

de un donader X (tal como la hemoglobina, citocromo, quinina,
tiol o metal reducido) al oxigeno molecular,

X+0 ——3 X'+ 03 (Reaccibn 1)
dando como resultadec el i6n superéxido y el donador oxidado,
que por la reacci6én de Fenton, involucrando al ién superéxido
con un i6n metalico,

0; * Fe(IIl) ———» 0, + Fe(Il) (Reaccibn 2)

Fe(11) + H,0,————> Fe(II1)} + OH™ + OH (Reaccién 3)
produce el radical hidroxilo libre y el metal reducido.

Formacién del Radical Hidroxilo Libre.- Los agentes reducto

res, tales como e} ascorbato y las metalo flavoproteinas, en

combinacion con un complejo metadlico y per6xido de hidrégeno
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u oxigeno molecular, también pueden generar radicales libres
hidroxilo mediante las siguientes reacciones:
2, » 20, 22Fe .55, 20,0, (Reaccion 4)
AH, + 2 Cu(II) ey A+ 2 Cu(I) + 2 ' (Reaccién 5)
2 Cu(l) + H,0, — > 2 Cu(I1) + 2 OH + 2 OH’ (Reaccién 6)

Formacién de Rodicales Tiol Libres.- Otra posibilidad

es la del glutatién, capaz de generar radicales superédxido
y radicales tiol libres en presencia de un metal reducido.
0, + RSH et RS"+ O] + H¥ (Reaccién 7)

Como se puede observar en las reacciones anteriores, los
iones metalicos son importantes catalizadores en algunas o
todas ellas para la formacién de especies oxidantes. (16}

El potencial redox de estos metales, particularmente del
FPe y Cu, estd profundamente influenciado por los ligandos del
medio ambiente y ambos metales rapidamente se hidrolizan para
formar compuestos polinucleares u oxihidroxilos insolubles
a pH neutro. (13)

f.a coordinacién quimica de ligandos o formacién de quelatos,
es un proceso que da por resultado cadenas heterociclicas por
¢l agrupamiento del metal con los ligandos de otras moléculas.
Los quelatos son de diferente cstabilidad y ésta la da el estado
de oxidaci6n del i6n metalico.

Pequefios cambios en los ligandos pueden provocar cambios

grandes en las caracteristicas del quelato. (1)
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Los agentes quelantes del fierro y cobre pueden ser: amino-
Acidos, azGcares, polioles (manitol}, tiourea, acido ascérbico,
acido sallcilico), desferrosamina y disulfonato betacupriénico.
(12)

La ligadura del ién met&lico con el agente quelante puede
conducir a dos conflictos aparentemente resueltos: realzar
o inhibir el dafo oxidativo.

LLos agentes quelantes pueden mover la posicién del metal
o bien cambiar el potencial redox, con la consiguiente altera-
cién en el dafio a la biomolécula. (10}

El comportamiento oxidativo de las drogas, puede causar
daflo en los eritrocitos por ayudar a la formacid6n de especies
téxicas del oxigeno o por inhibir algun mecanismo antioxidante

normal en estas células. (16)

C) AGENTES OXIDANTES.

La desnaturalizacién oxidativa del eritrocito puede ocurrir
en la hemoglobina, proteinas y lipidos de la membrana y en
el metabolismo celular.

Algunos de los agentes que provocan dafio oxidativo tienen
propiedades quimicas en comin, aunque existen una gran diversi-
dad en su composicién y estructura quimica creando asi una

extrema dificultad para predecir cuales de estos agentes pueden
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causar dafic y a qué nivel de la estructura o metabolismo del
eritrocito. (12)

Para entender el comportamiento de las drogas que inducen
desnaturalizacién oxidativa, principalmente en la membrana
de eritrocitos normales y anormales, se enfocardn los mecanis-
mos de accién de las siguientes drogas:

En eritrocitos normales la fenilhidrazina y la Dapsona (diamino-
difenilsulfona) y en eritrocitos con deficiencia en Glucosa, 6~

fosfato deshidrogenasa, la divisina y el isouramil.

FENILHIDRAZINA (Ph-NH-NH,}.

s un ejemplo clasico de las drogas que pueden inducir
dafio en eritrocitos de individuos normales.

Se ha usado en el tratamiento de la policlitemia vera y
sugerido que, in_vivo, provoca peroxidaci6én de los 1lipidos
de la membrana, hemélisis intravascular asociada con metahemoglo
bulinemia y formacién de cuerpos de Heinz. (16)

In_wvitro, la fenilhidrazina produce desnaturalizacion
de la hemoglobina y efectos mayores en proteinas y lipidos
de la membrana del eritrocito.

.a oxidacién de la fenilhidrazina, especialmente en presen-
cia de hemoglobina, da como resultado la Formacién del ién
superb6xido y peréxido de hidrégeno. (11)

Por otra parte, el mecanismo para la produccidtn de especies
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reducidas de oxigeno, formadas por la reacci6n de la fenilhidra-
zina y la hemoglobina, es complejo e involucra algunos interme-
diarios reactivos y complejos de fenilhidrazina-hemoglobina.
(8)

Las alteraciones que provocan estas especies en el citoes-
queleto del eritrocito son: degradacion de las glicoprotcinas,
principalmente la espectrina, pero:idacion de lipidos y altera-
cién en la organizacién de los fosfolipidos.

El mecanismo consiste en crear una combinacién irreversible
entre productos de hemoglobina oxidada (muy inestable) y la
proteina de transporte transmembranal banda 3, llegando a la
formaci6n de cuerpos de Heinz, células pinzadas y hemblisis. ()7,

Los macréfagos reconocen a las células dafnadas oxidativamen
te y las eliminan de la circulaci6bn por el sistema mononuclear
fagocitico.

En la Figura # 5 se muestra la desnaturalizacién oxidativa
en los eritrocitos normales por la fenilhidrazina y sus comple-

jos en forma esquematica.

DAPSONA (NH,-Ph-S0,-Ph-NH, ).
Es una droga usada en el tratamiento de una gran variedad
de enfermedades dermatolégicas, immunoldgicas ¢ infecciosas,
tales como dermatitis herpesiformes y lepra. (17)

Induce daflo oxidativo en eritrocitos dependiendo de la
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FiGURA #5
FENILHIDRAZINA
€—— OXIHEMOGLOBINA (HB-0,)
v

METAHEMOGLIBINA (HB-Fe*%)

Intnrvm-}diarim reactivos Complejos intermediarios
de fenijlhidrazina fenilhidrazina-hemogliobina

o

v

. HEMOGLOBINA OXIDADA (HB-H, 0;)
0 HAO, {inestable)
v J .
Degradacion de lipidos
v proteinas de la mem-
brana, alteracifn en la CLUERPUYS DE HEINZ
organizacion de fosfo-
lipidos y lpidos de ia
superficie

FORMACION DE SITIOS DE RECONOCIMIFNTOG DE MACROFAGOS
POR CELULAS PINZADAS

|

HEMOLISIS

Esquema de la desnaturalizacion oxidative de eritrocitos normales inducida por la
fenilhidrazina, (17)
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dosis, y se ha cncontrado que pacientes que reciben mas de
250 mg/dfa son mas suseptibles de presentar metahemoglobulinemia
asociada con formacién de cuerpos de Heinz y hemblisis intravas-
cular. (')

La Dapsona en si, no provoca alteraciones, pero su transfor
macién cn metabolitos activos ocurre en los neutrofilos y cétu-
las mononucleares cn vivo.

De los derivados, los que causan dafo oxidativo son los
N-hidroxilados y monoacetbilhidroxilo.

El derivado N-hidroxilo, aunque es c¢l metabolito menos
producido, es el que provoca mayor dafo y puede aparecer en
la orina de pacientes tratados con Dapsona. (19)

Hi dafo causado por ecsta droga ocurre principalmente en
los {osfolipidos de la membrana por cambios en la actividad
de los grupos sulfhidrilos o inhibicién de la coiin fosfotransfe
rasa, que aes la enzima que interviene cn la fosforilacion de
la colina para la sintesis de fosfolipidos. (10)

También se ha observado un aumento en la actividad de
la via de la glucosa monofosfato y en presencia de oxihemoglobi-
na, la formaciéon de metahemoglobina y hemoglobina oxidada.

En base a lo anterior, aparecen cuerpos de Heinz, células
pinzadas y hemblisis. (17)

BEn forma esquematica se muestra en la Figura # 6 la accibén

de la Dapsona y su metabolito activo.
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FIGURA # 6

DAPSONA

€ METABOLIZADA EN EL HIGADD

v

DERIVADOS N-HIDROXILADDS

OXIHEMOGLOBINA (HB-0L)

“—
€

METAHEMOGLOBINA (HB-Fe®

Peroxidacién de ipidos
de la membrana v oxida
HEMOGLOBINA DXIDADA (HB-H £1,) cién de sulfhidrilos.

CUERPQS DE HEINZ

FORMACION DE SITIOS DE RECONOCIMIENTO DE MACROFAGOS

HEMOLISIS

Fsquems de la desnaturalizecitn oxidativa de eritrocitos normeles inducida pour
la formaci6n de especies activas de la Dapsona. (17)



-23-

DIVISINA E ISOURMAMIL

La divisina y el isouramil son los derivados activos de
los gluctsidos de la visina y la covisina respectivamente.

En la Pigura # 7, se muestra la hidro6lisis de la wvisina
en divisina (2, 6-diamino-4, 5-dihidroxipirimidina) y de la covisi
na c¢n isouramil (6-amino~-2.4,5-trihidroxipirimidina).y sus
intermediarios.

Estos glucdsidos se encuentran comn constituyentes natura-
les de las habas (Vicia Faba). En vivo la transformacidén ocurre
por hidrélisis del enlace beta-glucosidico entre la glucosa
y €l grupo hidroxilo del C-5 en el anillo de pirimidina, por

accién de la beta-glucosidasa. (7)

FIGURA # 7
OH

0-giucasa

N« visina

He NS NH {OH)~ cavisina
e N
beta-glucosidasa

oy . 5]
7 OH [a%] N 1]
s P e
Hi b HyN NH, HyN, NH,
(41D ©OH) (5]
HDRURUINGNA SEMIQUINUNA QLINONA

(divisina o ispuramil)

Transformacion de a visina en divisina vy la covisina en isouramil. €] gluetsido
ruspectivo se hidruliza por la beta-glucosidasa,a 1a hidroyuinona que rapidomente
se pquilibra con ¢l radical somiguinona. Fs necesario un segundo electron para
farmar la quinona. (7}
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Otro constituyente de las habas que también se relaciona
con el dafio oxidativo, es el Acido ascérbico.

La divisina, isouramil y ascorbato son los respensables
de las alteraciones en eritrocitos con deficiencia en glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), y como consecuencia la enferme-
dad denominada favismo. (6)

Se tienen evidencias de la estrecha correlacién entre )gg
efectos celulares y moleculares observados y la concentracién
de devisina y/o isouramil. (5)

Ambos tienen efectos comunes y mecanismos de accién aparen-
temente similares, y se pueden diferenciar claramente en presen-
cia de la super6xido dismutasa.

En un sistema purificado de critrocitos con deficiencia
de G6PD tratados con divisina o isouramil, se ha mostrado una
reaccién directa del radical semiquinina de divisina y la forma-
cién de: radical OQ,, H 0, y posiblemente otros productos agresi-
vos del oxfigeno, los cuales causan la oxidaci6étn del glutatién
reducido (GSH) y otros tioles, la formacién de metahemoglobina
y hemoglobina oxidada, asi como la inactivacién de otras enzimas
7

La oxidacién del GSH es aproximadamente de un 75% y en
los grupos -SH de la membrana de un 35%. (6)

En la Figura # B se muestra la oxidacién del GSH contra

el tiempo de incubacién de eritrocitos con deficiencia de G6PD.
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FIGURA # 8

OXIDACION DE GSH POR DIVISINA

GSH
(Jnmoles/ml) ~

=

30 60

MINUTOS

Oxidacion de GSH por la divisina.- A)e seritrocitos con deficlencia de GePD
no tratadons con divisina. B)+——-eritrocitos con deficiencia de G6PD tratados
can 100 amol/l de divising. Se ohserva que una pequefa cantidad de divisina
(100 uumaly oxida casi por completo hasta 2,500 )unol de GSH durante los primeras
60 minutas de incubacién. (7)
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La presencia adicional de ascorbato en las células, poten-
cializa todos los efectos tipicos de la divisina y el isouramil,
probablemente acelerando el ciclo entre la oxidaci6n y la reduc-
cién de los compuestos. En la Figura # 9 se muestra la cinética
de la oxidaci6én de CSH en eritrocitos con deficiencia de G6FD
tratados con divisina y ascorbato, a diferentes concentraciones.
7

Aunque las consccuencias del dafio oxidativo en los eritroci
tos es variado, dos cambios provocados por la oxidacién de GSH
merccen ser resaltados: los que sufre el citoesqueleto de la
membrana y el deterioru de la homeostasis del calcio, la cual
sabemos regula la concentracién de calcio intracelular.

Estos dos eventos estan probablemente interrelacionados
entre sj por causa-efecto. (6)

La homeostasis del caleio, consiste en canales transmembra-
nales que son los responsables del flujo de manera selectiva
y controlada del plasma hacia el interior del eritrocito.

Este mecanismo autobomba, estéd vinculado con la actividad
de muchas cnzimas, pero principalmente con la calcio-ATPasa.

La calcio~ATPasa es una enzima de alta afinidad en sistemas
de baja capacidad y se caracteriza por dirigir la prediccion
de requerimientos enzimiticos del eritrocito, actividad que
obedece al criterio de exceso de uso o falta. (5)

Otra de sus funciones es la de estimular a una gran varie-
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FICGURA # 9

CINETICA DE LA OXIDACION DE GSH CON DIVISINA Y ASCORBATO

1.2
\'———-~‘
0.8 £
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MINUTOS

Cinética de la oxidacién de GSH en eritrocitos con deficiencia en GeP> tratados

con divisina v ascorbaty. o ocontrol sin tratamiento; A)e—- tratadns con 250
finol/L de divisina, sin ascorbato; B)s——etratados con 250 Amol/L de divisina v
50 fmol/L de ascorbato; C)e——- tratades con 250 Amol/L de divisina v 250 fmol/L
de ascorbatu. Se observa que la concentracitn de GSH decrece notablemente
por la presencia de la divisina, prro en presencia de ascorbato el aumenlo en
la axidacitn s pace. (7)
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dad de c¢fectores, los que incluyen calmodulin, fosfolipidos
acidos, Acidos grasos pojinsaturados de cadena larga; y también
en tratamientos tales como la ingestion limitada de las enzimas
proteoliticas (tripsina. quimotripsina y calpina). (1)

En condiciones patol6gicas tales como anemia hemolitica,
enfermedad de hemoglobina C, beta-talasemia y el favismo, el
envejecimiento prematuro del eritrocito y la inactividad de
sistemas enzimadticos dependientes del calcio son provocados
por fallas en la actividad de la ATPasa. (6)

De los procesos enzimiticos calcio-dependientes que se
ven afectados por el aumento de calcio intracelular tenemos:

1) Una baja en la actividad de la calcio-ATPasa en la auto-
bomba de calcio como resultado de una disminucién del contenido
de GSH, debida a la autooxidacién de la divisina e isouramil

2) Un aumento de la suseptibilidad a la degradacién proteo-
litica de la transglutaminasa, enzima encargada del acoplamiento
de enlaces cruzados de las proteinas naturales de la membrana.

3) Presencia de variabilidad en las propiedades del sistema
procalpina-calpina, el cual al parecer cierra el umbral de la
autobomba de calcio. (7)

En los eritrocitos la procalpina es una proenzima inactiva,
que por mecanismos autoproteoliticos irreversibles, calcio depen
dientes, sc transforma en la calpina (enzima activa). (5)

La calpina después de actuar sobre proteinas se inactiva.
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£l sistema procalpina-calpina juega un papel importante
en la deformabilidad del eritrocito porque cataliza la degrada-
ciébn proteolitica limitada de algunas proteinas submembranales
del citoesqueleto. Es muy suseptible de ser inactivade en forma
irreversible por la divisina. (7)

En la FKigura # 10 se muestran en forma esquemdtica los
sitios donde actua ta divisina y el calcio en el sistema procal-
pina-calpina y las modificaciones que ocurren en el critrocito
con deficiencia de C6PD.

Las fallas en la homeostasis del calcio, ocasionan un
incremento notable en los niveles de calcio intracelular vy
responsabilidad en el dafio irreversible de la integridad del
citoesqueleto del eritrocito. (6)

Los dafios ocasionados por la divisina y el isouramil en
las proteinas de ia membrana esté&n bien caracterizados y se
sabe que ocurren enlaces transversales de las proteinas via
enlaces disulfuro o alquilacién de grupos tiol (~SH) completamen
te estables e irreversibles, con lo cual se producen agregados
polipeptidicos grandes, principalmente de la proteina banda
3 y en menor cxtension de la espectrina.

También se activan enzimas que pueden atacar a la ancirina,
a la proteina banda 4.1 y al equilibrio dimero-polimeroc de
la espectrina. (5)

Estos aqregados polipeptidicos afectan la deformabilidad
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FIGURA # 10

SIT10S DONDE ACTUAN LA DIVISINA Y EL CALCIO
EN EL SISTEMA PROCALPINA-CALPINA

PROCALPINA - O
o
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Banda 2.3

PROTEINAS Banda 2.1
ME:MBRANA Banda 4.1 ~——————————3 Fragmentos

cd* oo Fragmentos de
gg calpina inactiva

A) Esquema de la degradacién de proteinas en repose, de eritrocitos con deficien
cia de G6PD, mostrando la conversi6n calcio dependiente de procalpina-calpina.

procALPINA - ()
N‘
ALPINA - O _____________ 3 o Fragmentos de

C
AN agdcalpina inactiva
@) ~ °
( ~.
PROTEINAS 5 AGREGADOS ... 78, _ __, DESINTEGRACION
MEMBRANA NACIENTES

CUERPDS DE HEINZ

t) Esquema de la degradacion de proteinas en rlafio oxidativo, de eritrocitos con
deficiencia de G6PD, mastrando la acci6n de la divisina. (1) puede Inhibir la forma
ci6n de agregados polipeptidicos, o bien, (2) inactivar a la calpina.

La calping se forma por un mecanismo irveversible v se inactiva por un mecanisma
autoprotealitico, ambos dependientes del calcio. Esta enzima cataliza la degrada-
cién de lus enlaces transversales de las proteinas submembranales. (5)
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de 1a célula y la viscocidad de la bicapa lipidica de la membra-
na del eritrocito, provocando la formacibébn de cuerpos de Heinz
Y la hembélisis extravascular. (6)

Es apenas posible que dos modificaciones diferentes _
(formaciotn de enlaces disulfuro S-S y alquilacién de tioles
-SH) puedan inducir, primero, el mismo reordenamiento secundario
Y, subsecuentemente, la estabilizacién irreversible de la estruc
tura molecular del eritrocito. (10)

BEn la Tabla # 2 se muestra una sinopsis de los efectos
de la concentracién de divisins e isouramil y el rango dc Liempo
en el cual se presentan las alteraciones en eritrocitos con
deficiencia de G6PD.

Se puede observar que la mayor parte del dafo oxidativo
ocurre en las primeras horas después de la ingestion de la
divisina, y adem&s estos dafios se relacionan con la dosis.

(5
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EFFCTOS DE LA CONCENTRACION DE DIVISINA O ISOURAMIL

Y EL TIFMPO EN PRESENTARSE EN ERITROCITOS

CON DEFICIENCIA DE G6PD. (5)

DIVISINA/ISOURAMIL TIEMPO

DARD SOBRE EL ERITROCITO (Junoi/L) (min)
Dxidacibn de GSH 50/1000 5-30
Oxidaclon de tivles de membrana 50/1000 30-60
Oligomerizaci6n de agrupamientos
de proteina banda 3 20/200 60
Enlaces anticuerpo-banda 3 180/500 60
Enlaces del fragmento C 3 100/500 60
Aumento de la fagocitosis depen-
diente del complemento 70/500 30-60
Cuerpus de Heinz 100/1000 60
Metahemoglobina 100/5000 7-90
Incremento del flujo pasivo de
calcio 100/500 180
Disminucion de la actividad de la }
calcio-ATPasa 2000 180-720
Incremento de calcio intracelular 100/500 180
Agregacion de las proteinas de
la membrana de alto peso molecular 50/1000 180
Alteraciones reol6gicas 250/500 180
Enlaces transversales en la membrana 100/1000 1-2
Peroxidaci6n de fipidas 1600 no hay
Formacién de radicales OH® S000 30-90




CONCLUSTONES

l.os aspectos molecutares de las drogas que inducen desnatu-
ralizacién oxidativa en eritrocitos humanos, pueden tener carac-
teristicas en comin, pero el dafio en vivo y las diferencias
individuales entre pacientes juegan un papel importante entre
el mecanismo de accién y el dafio téxico.

Hasta ahora, estd claro que hay tres componentes biogquimi-
cos involucrados en la formacion de los radicales libres toxi-
oS que son:

11 la presencia de oxfgeno bajo condiciones en las que elemen-
tos reducidos y protones pueden transferirse del oxigeno al
peroxido de hidrogeno (i, 0,) con o sin la mediaci6tn del ién
super6xido (03);

2) la presencia de una molécula blanco con sitios especificos
de enlace a un meta) redox activado, frecuentemente el Fe o
el Cu;

3) la interaccién del (H,0,) con cl metal reducido y/o el sitio
de enlace dcl metal para generar radicales libres bhidroxilo
(OH*), los cuales realizan el dafio molecular y celular.

Para comparar el mecanismo de accidn entre la fenilhidrazi-
na y la dapsona en eritrocitos normales, se encuentra que
para la formacién de los productos téxicos, la fenilhidrazina
puede actuar directamente sobre los componentes del eritrocito.

mientras que la dapsona debe ser metabolizada en el higado
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o activada por los macré6fagos.

En ambos casos, la alteracién mAs importante es a nivel
de la hemoglobina de la membrana, la cual provoca peroxidacién
de lipidos, formacién de cuerpos de Heinz y células pinzadas.

La peroxidacién de los lipidos de la bicapa, puede inducir
cambios en la permeabilidad de la membrana y como resultado
la hemélisis intravascular; o bien en la antigenicidad y capaci-
dad de deformaci6én con lo cual se provoca una hem6lisis extravas
cular de los eritrocitos con dafic oxidativo.

Por otro lado, las dos alteraciones més importantes e
interrelacionadas por causa-efecto provocadas por la divisina
o el isouramil en eritrocitos con deficiencia de glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa (G6PD), son:

1) alteraciones en las proteinas de la membrana, por excesiva
oxidacién del glutatién reducido (GSH):
2) deterioro de la homeostasis del calcio.

El primer blanco de la divisina e isouramil es la oxidacién
del GSH, los grupos tiol de las proteinas y los tioles solubles,
con la formacién de enlaces disulfuro (S-8) o alquilacién.

Altas concentraciones de tioles oxidantes, del rango de
100 a 500 mol/L, pueden afectar tanto al eritrocito hasta produ-
cir alteraciones irreversibles y disparar una serie de eventos
encaminados a la fagocitosis.

Los mecanismos gque median la desnaturalizacién oxidativa
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de eritrocitos normales y con deficiencia de G6PD estén lejos
de ser elucidados y ordenados dentro de una secuencia precisa
de eventos.

Sin embargo, todos los componcntes celulares del eritrocito
son suseptibles al dafo oxidativo y esto hace que multiples
reacciones de oxido-reduccién sean importantes.

Ademas, existen ciertos componentes y mecanismos de la
membrana del eritrocito que pueden ser mas suseptibles que
otros al dafno oxidativo de las drogas, debido a defectos congé-
nitos o adquiridos de su estructura.

2} conocer estos mecanismos y sus manifestaciones clinicas
es con ¢l fin de prevenir o alterar las condiciones que dirigen
}a formacidon de radicales toéxicos y remover o desplazar a los
iones metalicos activos de los sitios de especificidad con
agentes quelantes mas efectivos.

Por altimo, es paraddjico notar, que por un lado, las
especies altamente reactivas del oxfgeno son esenciales para
la sobrevivencia de las células aérobicas (eritrocitos) vy,
por otro lado, estas especies pueden ser un factor importante
que contrubuya a la desnaturalizacién oxidativa y por consiguien
te a ser removidas de la circulacién a través del sistema

mononuclear fagocitico.



APENDICE

DETERMINACIONES DE LABORATORIO

I)CUERPOS DE HEINZ EN LOS ERITROCITOS

INTRODUCCION:

En el proceso de desnaturalizacién de las hemoglobinas
inestables, se forman los cuerpos de Heinz dentro del eritrocito,
por la perdida del heme de las cadenas beta a causa de drogas
oxidantes. También pueden ser producidos por envenenamiento
por agentes quimicos (compuestos aromaticos, agentes oxidantes
inorgénicos, por clorato de potasio) o por intoxicacién con

drogas (hidrocloruro de fenilhidrazina y drogas antipaliddicas).

FUNDAMENTO:

Es posible inducir la formacién de cuerpos de Heinz exponig
do los eritrocitos a la acetilfenilhidrazina y coloreandolos
posteriormente.

En preperaciones no teflidas pueden verse como objetos

refractarios, pero es preferible verlos c¢n preparaciones tefiidas.

MATERTAL:

1 comin en el laboratorio.
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A. METODO CON COLORANTE DE METIL VIOLETA:
REACTIVOS:

1.- Colorante de metil violeta (react. #30).

MUESTRA BIOLOGICA:

Una biometria hematica del paciente y un testigo normal.

PROCEDIMIENTO:
1. Mezcle un volumen de sangre total del problema, mas cuatro
volumenes de la solucién colorante de metil violeta.
2. Deje reposar la mezcla por 10 minutos a temperatura ambiente
(20-22°C).
3. Cologue una gota de la mezcla homogeneizada entre porta y
cubreobjetos.
4. Selle la preparacién con parafina.
5. Observe al microscopio con objetivo de inmersién.
Los cuerpos de Heinz aparecen teflidos de color parpura
intenso; se pueden observar varios o solamente uno en un mismo

eritrocito cerca de la membrana.

VALORES NORMALES:
Bajo estas condiciones normalmente no se encuentran cuerpos

de Heinz dentro de los eritrocitos.
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B. METOD0O DE BEUTLER:

1.

REACTIVOS:
1.- Sol. buffer de fosfatos para cuerpos de Heinz (react.
#14).

2.- Sol. cristal violeta al 2% (react. #75).
3.- Acetilfenilhidrazina al 1% (react. #76).

MUESTRA BIOLOGICA: '

Una biometria hemitica del paciente y un testigo normal.

PROCEDIMIENTO:

Agregar 0.1 ml de sangre fresca a 2 ml de la sol. de acetil-

fenilhidrazina. Aerear la sol. resultante soplando en ella

por medio de una pipeta Pasteur.

2.

Dejar la pipeta en el tubo e incubar a 37°C por 2 horas.

Volver a aerear y dejar otras 2 horas.

3. Colocar una gotita en un cubreobjetos e invertir en un porta-

objetos que tenga una gota grande de la sol. de cristal violeta.

4.

Dejar la preparacién 10 minutos a temperatura ambiente para

permitir que las células se tifian.Leer con objetivo de inmersié6n.

VALORES NORMALES:

Menos del 40% de células que tienen 5 6 mas cuerpos de

Heinz es negativo. Si mis del 40% de células tienen 5 6 mas

cuerpos de Heinz se di el resultado como positivo.
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INTERPRETACION:

Los cuerpos de Heinz se ven mejor en preparaciones humedas
sin tefir como cuerpos altamente refrigentes y cerca de la
perifteria celular.

También son tefiidos con azul de cresil brillante en sol.
salina isoténica o con metil wvioleta al 0.5% en sol. salina.
No son tefiidos con colorantes de Ramanowsky.

El didmetro de estas inclusiones varfa entre 1-3 micras.

BIBLIOGRAFIA

Nacie,J.V. & Lewis,S.M.
PRACTICAL HAEMATOLOGY
5th. Ed.

Churchill Livingstone
London (1975)

11)DEMOSTRACION DE HEMOGLOBINAS INESTABLES

INTRODUCCION:

Las hemoglobinas inestables son variantes de la hemoglobina
que debido a alguna anormalidad importante de su estructura
primaria, precipitan dentro de los hematiés como inclusiones
insolubles o cuerpos de Heinz. Se han descrito numerosas hemoglo
binas inestables, pero sé6lo se ha obtenido informacién en algu-

nos casos de susceptibilidad a la desnaturalizacién oxidativa
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inducida por farmacos, como son los de las hemoglobinas: Zurich,

Torino, Shepherds Bush, M Saskatoon y Hb H.

A.PRUEBA DE PRECIPITACION POR CALOR.

FUNDAMENTO:
L.as hemoglobinas inestables, se desnaturalizan y precipitan
al calentarse a 50°C durante una hora, en cambio la hemoglobina

normal no precipita al calentarse a esta temperatura.

MATERIAL:

El comGn en el laboratorio.

REACTIVOS:

1.- Sol. amortiguadora de fosfatos 0.1 M pH 7.4 (react.
#27).
2.- Reactivo de Drabkin (react. #28).

MUESTRA BIOLOGICA:

Coloque una gota de EDTA al 5% (ACD 6 heparina) en cada
uno de 3 tubos de 12X75 mm. Agrege 5 ml de sangre de un indivi-
duo normal a uno de los tubos, 5 ml de sangre del paciente
a otro tubo y 5 ml de sangre de un paciente con hemoglobinas
inestables al tercero. Mézcle cada tubo con mucho cuidado para
evitar coagulacidn.

PROCEDIMIENTO:

1. Prepare un hemolizado con la misma técnica de la electrofore-
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sis de hemoglobina. Ajastelc a 10 g/dl.
2. Marcar los tubos de la siguiente manera:
P50 y PTA para el problema
N50 y NTA para el normal
T50 y TTA para el testigo positivo
3. Adicione a cada uno de los tubos 1.0 ml de sol. amortiguadora
de fosfatos 0.1 M pH 7.4
4. Adicione 0.1 ml de hemolizado correspondiente a cada tubo.
5. Mezcle el contenido de los tubos perfectamente bien.
6. Coloque los tubos marcados con 50°C en bafio marfa durante
lhora.
7. Los tubos marcados con TA coléquelos en bafio de agua a 22°C
durante lhora.
8. Transcurrido este tiempo, centrifugar los tubos a 3500 rpm
durante 10 minutos.
9. Decante los sobrenadantes a otros tubos rotulados.
10.Separe en otro tubo 0.5 ml de cada sobrenadante.
11.Agrege 9.5 ml del reactivo de Drabkin. Mezcle bien.
12.Deje en reposo durante 10 minutos.
13.Mida D.O. en espectrofotémetro a 540 nm.

14.Ajuste a 0 de D.O. con el reactivo de Drabkin.

CALCULOS:

D.O.muestra s/ D.O.muestra
Porcentaje de hemoglobina calentar = | calentada
inestable - X100

D.O.muestra s/calentar
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INTERPRETACION:
En general el hemolizado permanece claro después de una

incubacién de una hora a 50°C.

VALORES NORMALES:

Hemoglobina inestable a 50°C= menos de 1%
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B.PRUEBA DE PRECIPITACION CON ISOPROPANOL.

FUNDAMENTO:

La adici6on de alcohol isopropilico al hemolizado problema,
debilita las uniones internas de la hemoglobina. La hemoglobina
inestable precipita en esta solucién en menor tiempo que la
hemoglobina normal.

Una vez precipitada la hemoglobina inestable, puede determi
narse el contenido de hemoglobina del sobrenadante y asi calcular

el porcentaje de hemoglobina inestable.
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MATERIAL:

El comin en el laboratorio.

REACTIVOS:
1.- Sol. de isopropanol al 17% en tris HCl 0.1 N pH 7.4

(react. §29).
2.- Reactivo de Drabkin (react. #28).

MUESTRA BIOLOGICA:

Las mismas que para la prueba de precipitacién por calor.

PROCEDIMIENTO:
Marcar los tubos de la siguiente manera:

P37 y PTA para el problema

N37 y NTA para el normal

T37 y TTA para el testigo positivo
Adicione a cada uno de los tubos 1.0 ml de la sol., de isopro
panol.
Adicione 0.1 ml’' de hemolizado correspondiente a cada tubo.
Mezcle el contenido de los tubos perfectamente bien.
Cologue los tubos marcados con 37°C en bafio marfa durante
30 minutos.
Los tubos marcados con TA coléquelos en bafo de agua a 22°C
durante 30 minutos.

Transcurrido este tiempo, centrifugar los tubos a 3500 rpm

durante 10 minutos.
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8. Decante los sobrenadantes a otros tubos rotulados.
9. Separe en otros tubos 0.5 ml de cada sobrenadante.
10.Agrege 9.5 ml del reactivo de Drabkin. Mezcle bien.
11.Deje en reposo durante 10 minutos.

12.Mida D.0. en espectrofotimetro a 540 nm.

13.Ajuste a 0 de D.0. con reactivo de Drabkin.

CALCULOS:

D.O.muestra) - (D.O.muesbra)
/calentar calentada

Porcentaje de hemogiobina = X100

inestable D.O.muestra s/calentar

INTERPRETACION:

Tanto la prueba de precipitacién a 37°C con alcohol isopro
pilico como la de precipitacién a 50°C demuestran la presencia
de hemoglobinas inestables; complementandose con otras pruebas,
como la presencia de cuerpos de Heinz y la electroforesis.

Las dos pruebas de presipitaciéon son igualmente sensibles;
sin embargo, la prueba de isopropanol tiene la desventaja de
que precipita a la hemoglobina fetal a partir de los primeros
minutos; dando falsos positivos cuando el contenido de hemoglobi
fetal de la muestra es alto. Las muestras manejadas inadecuada-
mente (no refrigeradas) dan falsos positivos por la formacién
de metahemoglobina. En estos casos debe afiadirse a la muestra

KCN al 2% lo cual reduce la frecuencia de falso positivo por
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formacién de ese compuesto.

El tubo del normal permanece claro durante 30 minutos;
la presencia de una hemoglobina inestable se aprecia después
de los primeros 5 minutos, porque la solucién se pone turbia
y después de 20 minutos se observa la formaci6én de un presipita-

do floculento.

VALORES NORMALES:

Hemoglobina inestable con alcohol isopropilico= negativa.
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ITY1)PRUEBA SELECTIVA PARA DETERMINAR LA DEFICIENCIA
DE_GLUCOSA 6 FOSFATO DESHIDROGENASA

(METODO DE LA METAHEMOGLOBINA RESIDUAL)

INTRODUCCION:

La deficiencia de la enzima est& determinada por uno o
mas genes en el cromosoma X y existen alrrededor de 50 variantes
diferenciadas por sus propiedades electroforéticas y catalizado-
ras, dando diferentes formas de expresion clinica. Las dos

variantes mas comunes son: La de la raza blanca del litoral
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del mediterradneo (G6PD-B ) con deficiencia de la enzima en:
plaquetas, leucocitos y eritrocitos, de presentacién severa
cuando se ingieren habas (favismo), presipitada también por
ciertas drogas oxidantes. La variante (G6PD-A ) encontrada en
poblaciones de negros del oeste de africa y los estados unidos
que lleva a una hemélisis por drogas oxidantes, se expresa clini-
camente m&s leve que la anterior y la deficiencia de la enzima

es Unicamente en los eritrocitos.

PUNDAMENTO:

HEsta prueba sirve para demostrar las deficiencias de G6PD.
Consiste en tratar a los eritrocitos con nitrito de sodio para
convertir su oxihemeoglobina en matahemoglobina, la cual en presen
cia de G6PD y azul de metilenuv es transformada nuevamente a
oxihemoglobina. Esto ocurre por la activacidn del ciclo de las
pentosas y activacién de 1la metahemoglobina-NADPH-reductasa.
Si existe una deficiencia de G6PD, el nivel de metahemoglobina
permanece elevado.

La cantidad residual de metahemoglobina se determina en
forma colorimétrica; para ésto, cuando a una sol. de metahemoglo-
bina se le adiciona cianuro de sodio, su banda de absorcién
se anula por la conversién de metahemoglobina a cianometahemoglo-
bina. Kl cambio en 1.0. es directamente proporcional a la concen-

tracién de metahemoglobina. Posteriormente se mide la cantidad
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de hemoglobina total, después de la conversion completa a ciano-
metahemoglobina por la adici6én de ferricianuro de potasio y
cianuro de =sodio. Esta conversién medird la oxihemoglobina vy
metahemoglobina pero no la sulfahemoglobina, por lo que la presen
cia de grandes cantidades de sulfahemoglobina producird una

lectura errénea de la hemoglobina total.

MATERIAL:

El comin en el laboratorio.

REACTIVOS:

1.-Glucosa en sol. acuosa 0.28 M{5%) (react. #50)
2.-Nitrito de sodio 0.18 M (react. #51).

3.-Azul de metileno 0.0004 M (react. #52).

4.-Cloruro de sodio 0.85%.

5.-ACD (react. #53).

6.- Sol.reguladora de fosfatos M/15 pH 6.6 (react. #55).
7.-Sol.reguladora de fosfatos M/60 plf 6.6 (react.#56).
8. -Cianuro de sodio neutralizado (react. #60).

9.-50l. ferricianuro de potasio al 20% (react. #57).

MUESTRA BICLOGICA:
Tome 4.5 ml de sangre al paciente y a un donador normal

en 2 tubos de 13X100 mm con 0.75 ml de ACD. Mézclelos cuidadosa-

mente.

PROCEDIMIENTO:
PRIMERA PARTE (MODIFICADO POR EL B.C.S.)
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1.Las muestras del paciente y normal se dejan sedimentar a 4°C
durante aproximadamente 30 minutos.
2.Elimine la cantidad de plasma necesario para que el volumen
de eritrocitos sea igual al del plasma (hematocrito aprox.45).
3.Rotule 5 tubos de 13X100 mm de la sig. forma:
P-Problema
N-Normal
S=8in reactivo
C=Con reactivo PS pC NS NC TP
T=Testigo positivo

4.Adicione a los tubos

Sangre problema (ml) 2.0 2.0 -—— -—- -
Sangre normal (ml) ~~- ~-- 2.0 2.0 -~
Sangre testigo positivo (*) --- - -— -—— 2.0
Glucosa en sol.acuosa(ml) -—— 0.2 .- 0.2 -
Nitrito de sodio (ml) - -— Q.1 -—- 0.1 0.1
Azul de metileno --- 0.1 -— 0.1 -
NaCL 0.85% (ml) 0.4 -—- 0.4 - a.3

(*)«Es sangre normal., lo hacemos positive al adicionarle nitri-
to de sodio y no azul de metileno.

5.Mezcle suavemente por inversién.

6.Incube en bafio de agua a 37°+0.5°C,durante 3 horas.

7.Agite las mezclas a los 60 y 120 minutos.

8.A los 180 min. de incubaci6n, congelar los tubos en hielo
seco-acetona.

9.Descongelar y determinar en el hemolizado la metahemoglobina
residual por el método de Malloy y EBvelin, modificado por

Brewer, que corresponde a la SEGUNDA PARTE DEL PROCEDIMIENTO.
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SEGUNDA PARTE:DETERMINACION DE METAHEMOGLOBINA POR EL METODO DE
MALLOY Y EVELIN (MODIFICADO POR BREWER).

1.Rotule 12 tubos de SERIE 1 SERIE 11
18 X 150 mm de la
sig, forma: BK PS5 PC NS NC TP BK PS PC NS NC TP

2.Adicione:

Sol.reg.de fosfatos M/15 --=- =-o- —-oc cmoe oo ---- B0 80 80 80 8.0 80
Sol.reg.de fosfatos M/60 18:0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0
Hemoliz.Problema(ml) cmnm D2 0.2 emmm emem aaee
Hemoliz.Normal (ml) - - 0.2 ----
l'emnliz.Testigo (+}ml)  ---- --ue cooe —een —- 02

3.Mezcle v lea D.0. a 635 nm; empleando el tubo BK para ajustar a 0, esta lectura
serd L-1, UNICAMENTE LA SERIE I.

4.Adicione cianuro de sodio
neutralizado (0.05ml=1 gota) 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 =--- =vec —=-e cmee coan —uw

5.Mezcle v deje reposar 2 minutes.
6.tea D.0. a 635 nm (L-2), NO DESECHE LDS TUBOS

7.Pasar 2.0 m} de c/u de

los tubos de la serie I a su correspondiente de la serie II.
8.Adicione a serie 1I:

Ferricianuro de potasio

al 20% (0.05ml=1 gota)  ==== m-us seeo cemo —mee aooo 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05
Cianuro de sodio neutra-
lizado (0.05 ml-1 gota)  ~-=- ---- we-e —men cmee ---- 0.6 0.05 0.05 0,85 0.05 0.05

9.Mezcle y deje reposar 2 minutos.

10.Lea D.0. a 540 nm (L-3).

CALCULOS:

D.O.(6L-1) - D.O. (L-2) - :
5.0 (1-3) K F X 100 % Metahemoglobina.

F= Factor de dilucibn; F= lg—il = 5.0
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INTERPRETACION:

Si la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa estd disminui-
da al exponer la hemoglobina al nitrito de sodio, la produccién
de NADPH estari bloqueada y no se producird glutatién reducido

(GSH), entonces, la hemoglobina se oxidard a metahemoglobina.

VALORES NORMALES:
Los valores normales con reactivo son menos de 5% y sin

reactivo menos de 2%.
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