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INT!lODUCCION 

Muchas de las reacciones con radicales libres involucran 

la reducción del oxlqeno primeramente para la formación de 

especies altamente reactivas tales como: anión superóxido <O;), 

radical hidroxilo (Olí), peróxido de hidrógeno (H,O,) y oxigeno 

moleculnr (0,). 

La desnnturnlización oxidatlva es unn serle de altoraclonr.s 

do las condiciones intracelulares y extracelulares inducidas 

por la generación quimica o met.aból ka do especies reactivas 

del oxigeno. 

!U dano oxldatlvo puede ocurrir a diferentes nivelus del 

eritrocito ya sea en el metabolismo celular, en la hemoglobina 

o en los fosfol!pidos y proteinas de Ja membrana. 

lln vivo, la desnaturalización oxidativa de los eritrocitos 

es un evento raro, causado solo p0r sobredosis de algunas drogas 

y on anomal1as qenéticas o adquiridas en Ja capacidad autooxidan. 

te de estas células. 

En diferentes estudios con drogas o sustancias que provocan 

dano oxidativo, se han probado también los mecanismos normales 

de Jos eritrocitos para mantener su medio ambiente reducido. 

Y ya que estos mecanismos jueqan un papel significativo 

en la fisiopatoloq1a de muchas enferr!'adades, tales como: Anemias 

tlcmollt.icas, Mctahemoqlobincmias, Talasemias, etc .. , el conocer­

los huce posible improvisar procedimientos cJ1nlcos y fannacoló-
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gicos para contrarrestar ol dat"io oxidativo. 

F.n Jos anos 50 's Gilbert sugiere que los radicales libres 

del oxiqeno son agentes causales de muchas pato!ogias humanas.(2) 

f:n Jos anos 70's Carro!. \.linterboun y R;ichmilewitz, escriben 

sobre el papel del oxigeno activado en la hcmólisis. encontrando 

dificultades para medir las formas activas del oxigeno en diferen. 

tes especies de eritrocitos. (8) 

Era esludios mlls recientes, se ha determinado a qué nivel 

del eritrocito se PUP.de provocar el dano oxidativo de diferentes 

sustancias y se han propuesto mecanismos de acción para esas 

sustancias en relación con el dano causado y el nivel al que 

actúan sobre el hematíe. 

En este trabajo se hace una revisión del metabolismo eritro­

citario y alqunüs de las drogas que provocan dano oxidativo 

en Ja forma y luncioncs de la mP.mbrann. 

Para empezar, se hará un breve resumen del ci toesqucleto 

del eritrocito y la formación normal en su medio ambiente de 

los agentes oxidantes más ímportnntes. Poteriormente se hará 

roferoncla a los mecanismos de acción de algunns drogas que 

pueden inducir la desnaturnlizncíón oxidatíva en la membrana 

y lns alternciones provocadas en el (~ritrocilo. 



GENERALIDADES 

A) FUNCION Y ESTRUCTURA DEL ERITROCITO. 

!.os eritrocitos son células do vida larga que realizan 

una tarea biológica relativamente simple on un medio ambiente 

dificil. Son de forma bicóncava de 7fl" y 2¡un de espesor.flexible 

y contienen aproximadamente 29 pg de hemoglobina la cual consti­

tuye un 33% du su contenido total. (4) 

Se ha estimado que tienen un ciclo de vida de 120±6 días 

y cubren una distancia de aproximadamente 281.6 Km sujetos 

11 l. 7xlfJS ciclos circulatorios. En cada ciclo, el glóbulo rojo 

es empujado a través de reqiones de alta turbulencía, apretado 

en capilares muy estrechos y hendiduras del buzo, en los cuales 

la lenta circulación, el pi! y la qlucosa extracelular, son 

cxtremadamP.ntc bajos. 

En los capilares peri tubulares del rit\ón 1 a osmolaridad 

a la que se someten es aproximndamente de 1,000 mOsm/L durante 

los últimos 60 seg, lo cual puodc alterarlos. 

Rl medio interior no es menos amenazndor debido a la alta 

concentración de oxigeno y la constante producción de especies 

oxidantes, que también pueden al terarJ os: y en regiones tales 

como el bazo. el hlgado y la médula ósea los macrófagos, que 

examinan cuidndosamente célula por célula~ pueden eliminarlos 

de In circulnc!ón. (5) 
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Por otra parte, la membrana eritrocitaria es una estructura 

dinámica, químicamente compleja, que contiene componentes encar-

gados de una gran variedad de propiedades funcionales. 

La composición qulmíca de la membrana es aproximadamente 

de 40-50\ de proteinas, 35-45% de fosfolipidos y 5-15\ de carba-

hidratos, estas variaciones se deben a aspectos metodológicos 

más que estructurales. (3) 

La estructura primaria de la membrana es una bicapa de 

fosfolipidos con moléculas de colesterol no esterificado y 

glucolipidos. En una área de superficie de 140JUll'· tenemos 

cantidades de aproximadamente 2.4x108 moléculas de fosfolipidos. 

l. 9xl 0 8 moléculas d" colesterol. l. 2xl07 moléculas de glucoli­

pidos y 4.5x106 moléculas de proteinas. (1) 

Los fosfolipidos se encuentran organizados asimétricamente, 

los que contienen colina (fosfatidil colina y esfingomielina) 

se encuentran en la parte más externa de la bicapa con la parte 

hidrofilica orientada a Ja superficie interna de la membrana. 

Los que tienen grupos amino (fosfatidil etanolamina y fosfatidil 

serina) se encuentran en la parte más interna. La parte hidrofó-

bica de ambas capas se orienta hacia el exterior de la bicapa. 

El colesterol se encuentra en forma libre y se intercambia 

faci lmente con el del plasma. Si aumenta en la membrana el 

coeficiente colesterol/fosfolipido. disminuye la fluidez do 

la membrana. También están presentes glicéridos y ácidos grasos. 
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t.os !ipldos se encuentran móviles en Ja superficl« de 

la membrana, esto proporciona las propiedades de viscosidad 

y fluidez bidimensional. (1) 

Los hidratos de carbono se encuentran formando glucol1pidos 

y glucoproteinas y se sitúan exclusivamente en In superficie 

externa de la meml>rana. En el eritrocito hay hexosa, hexosamina, 

fucosa y ácido siállco unido a protelnas. (4) 

Las protcinas do lu membrana dosempenan un papel importante 

en la estructura mecánica, permeabilidad y propiedades de regulª 

ci6n y reconocimiento de ligandos. Además existen un gran número 

de enzimas, antigenos y moléculas receptoras. (1) 

!,os pol ipéptidos principales de la membrana del eritrocito 

están bien caracterizados y para separarlos, el método general­

mente usado consiste en disolverlos intactos o fragmentados 

en un detergente iónico, el duodecil sulfonato de sodio, y 

luego tratarlos por electroforesis en gel de poliacrilamidn. 

Se pueden colorear despuós el gel para proteínas mayores con 

Azul de Coomasie (CB) y para sialoqlucoprote1nas con ácido 

peryódico de Schiff (técnica de PASJ. (3) 

En la l'igur·a 11 1 se muustra el corrimiento electroforético 

de las proteínas de la membrana y algunas de sus propiedades. 

Del lado citoplasmático cstan los polipéptidos 1 y 2 (cspe~ 

t.r!na y ~-uct.lna), estas protolnns se asocian en estruct.urns 

supramoloculares formando microfilamentos que pueden identificar. 
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FIGURA 11 1 
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.. 
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GEL DE POLIACRILAMJDA 
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mol ocular coloreada nombres 
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08,000 1 24.1 1 
78,000 1 11,2 

77,000 

1 

5.0 
1,3,000 4.5 Tipo actina 
35,000 5.5 G-3PO 
29.000 3.4 

55,000 6.7 Giicoforina 
Sialogluco-
prote!na 
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Corrimiento oiectroforético de loo principalos polipliptidos y glucoprotehk,S do 
la membrana del erit.rocito y algunas propiedados. Modelos en gel de poiiacrilami­
da, prote!nas mayores (ostandarizado con Azul de Coomasie,CB) y sialoglucoprote! 
nas (estandarizado con ácido peryódico de Schiff,PAS). (1)(3) -
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se por microscopia electrónica de barrido. 

Debajo de la membrana del eritrocito los microf i lamentos 

forman un retículo que proporciona un sostén a la bicapa fluida 

con las proteínas intrínsecas. Esto puede controlar la forma 

característica de los eritrocitos. (3) 

Los principales componentes de este esqueleto son ln 

espectrina (banda L 2), dctina (banda 5). banda 4. L ancirina 

(banda 2.1) y la banda 3. (1) 

En la Figura # 2 se muestra en forma esquemática la organi­

zación de estos componentes. 

Espectrina (banda 1, 2). - Forma el 75%, cada molécula consiste 

en dos cadenas de polipéptidos alineadas de lado n Indo y retor­

cidns una sobre otra, el heterodimero resultante es una molécula 

larga y flexible. Los d1meros se unen entre si, en un extremo 

de la molécula, para formar as1 los tetrámeros. 

Actlna (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 esferoproteína voluminosa y actúa 

como eslabón del t>squeleto de la membrann con t>l lado interior 

de la bicapa lipídica. 

Banda 3. - Se encuentra en forma de di meros y es una proteína 

do trnnsporte transmembranal. (3) 

Bstos componentes se organizan en dos complejos principal-
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mente: complejo espectrina-actina-banda 4.1 que ligan la red 

esquelética y el complejo espectrina-ancirina-banda 3 que sujeta 

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

na. (l) 

Complejo espectrln;i-ancirina -
banda 3 

FIGURA 11 2 

Complejo espectrina-actina­
banda 4.1 

Esquoma de la organización de los complejos espectrina-ancirina-banda 3 y espec­
trlna-actina-banda 4.1 en el esqueleto de Ja membrana eritrocltarfa. (1) 
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Es probable que los defectos en cualesquiera de !ns interaE 

clones mayores del esqueleto; espectrina-actina-banda 4.1~ 

d1mero-tetrámero de ospectrina, espectrina-ancirina 6 ancirina­

banda 3, debi 1 l ton 1 a membrana y transtornen sus funciones. 

(10) 

El citoesqueleto del eritrocito, as1 como las interacciones 

de sus componentes se muestran en forma esquemática en la Figura 

n 3. 

Ahora bien, es común que el hemat1e esté sometido a ataques 

por los sistemas oxidantes en los que se aCscnvuclve de manera 

sobresaliente sin al teruciones de membrana, de aqu1 que estos 

corpúsculos requieren el aporte de una fuente de energia capaz 

de mantener su funcionalidad. 

El eritrocito obtiene su energ!a a partir de dos v1as 

principalmente: 

l) V1a de Embden-Meyerhof llamada también glicólisis anaoróbica, 

2) Vía de la hexosa monofosfato conocida como glicólisis aeróbi-

ca. 

I.a glucosa entra un los glóbulos rojos mediante un proceso 

de acarreadores que es .independiente de la insulina. 

Por la v!a de Embden-~leyerhof nproximadamente del 90 nl 

9!J% de la glucosa se metHbol iza hasta lucLato con la sin tesis 

de /\1'P en las cólulns mAduras, generándose 7. moléculas do 1\TP 

por mol de glucoséJ consumida. 
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l'IGURll # 3 

ClTOESQUELETO DEL ERITROCITO 

Eobozo esriu!!ITlátlcu do un t:orte seccíonal da membrana de eritrocito mostrando 
la organizaci6n de banda 3, la nubdlvisi6o en lo transmembrana y dominio ril.nnl,,.;­
mf¡t.ico. la rllsposlci6n de la banda 3 "" relacl6n a otras protelnas de la membrana 
y los nnl aces de Ja región N-t.erminal. Las áreas sombreadas reprcr~ntan P.nlaces 
tiemlcromos o moléculas de he100globina; la E representa enlaces a enzimas. (5) 
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F.sta escasa producción de ATP, 2-3 mmol/L de eritrocito/hr, 

permite renovar del 150 al 200% del total de ATP celular. 

El ciclo mencionado, es la mejor fuente de nicoti n a den in 

dinucleótido (NADH), que es un cofactor esencial en una gran 

variedad de reacciones de óxido-reducción, tal como la de mantener 

al fierro del grupo heme en estado reducido. 

Otro intermediario importante en esta vía es ol 2,3-difosfo­

gl icerato (2, 3-DPG), que se encuentra en concentraciones al tas 

(aproximadamente 5 mmol/L de eritrocito). La glucosa se deriva 

por esta VÍél 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 además es modulador del transporte de 

oxigeno por la hemoglobina. 

Por la via de la hexosa monofosfato (llMP) se metaboliza 

aproximadamente del 5 al 10% de la glucosa. Es la mejor fuente 

para obtener el nicotin adenin dinucleótido fosfato (NADPH) 

cuando su oxidación dentro del eritrocito es acelerada. Esta 

reacción es importante en el metabolismo del glutatión, fundamen­

talmente en forma reducidn (GSH) debido a su ucción como amorti­

guador intracelular que protege al hematie de la desnaturaliza­

ción por especie8 oxidantes endógenas y exógenas. Se encuentra 

en concentración roJativamentc alta (2 mM) y normalmente inactiva 

a las especies oxidnntes. 

En el proceso de reducción del peróxido de hidrógeno --



-12-

CH, 02 ), el GHS. en presencia de g!utatión peroxidasa. es capaz 

de convertirse en glutatión oxidado (GSSllJ y mezclar disulfuros 

con grupos tiol de las proteinas; o bien. en presencia de gluta­

tión oxidasa, catalizada por NADPH, reducirse nuevamente a 

GllS. 

Por otra parte, la enzima glucosa,6-fosfato deshidrogenasa 

(G6PDJ es la encargada de mantener los niveles adecuados de 

NADPH en el ed trocito as! como el mctabol ismo del glutatión, 

para evitar la acumulación de especies oxidantes y con esto 

la desnaturalización celular. (1) 

En la Figura # 4. se muestra el esquema de las vlas metabó­

licas de la glucosa en el eritrocito y las interrelaciones 

entre ellas. 

Es paradógico quo, las células aeróbicas en gP.neral y 

los eritrocitos en particular,. no puedan vivir sin oxigeno,. 

pero a la vez se traumatizan constantemente a consecuencia 

de su exceso, ocas! onando asi la desnaturalización oxida ti va 

de estas células. (10) 
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FIGURA # 4 

G~SSG 
GLUCOSA ~~ ::: ~1 HK ~ADP NADPH 

glUC05a 6-fO!ifato 

1 
-..._ G6PD 

GPI -~ 6-fosfogluconato ---'> ribosa 5-fosfato • 
6PGD 

fructuosa 6-fo --

1\ TP ----, l PFK 

AllP ~ 
fructuosa 1,6-difosfato 

TPI LACTATO 
dihi roacelona ~ gliceraldehido 1 

co, 

fosfato Pi ~/osfat;3i<NAD-NAD ~H 
/ ~NADH--+NADH_T PIR12ATP 

;7-d:~;:s~llcéri~K ~osfoenolpiruv:: 
ácido 2,3-difosfoglicérico ENOLASA / 

~~ ~ 
./ ácido 3-fosfoglicér~o / 

Pi PGM ·~ ¡¿" 
écido 2-fosfoglicérico 

METAUOUSMO DE LA GLUCOSA EN ERITROCITOS. Enzimas: HK,hexocinasa; GPJ,glucosa 
fosfato isomerasa; PFK,fosfofructocinasa; TPJ,lrioso-fosfato isomerasa;G3PD,gli­
ceraldehido 3-fosfatildeshidrogenasa; PGK,fosfogliceratoclnasa; DPGM,difosfoglice 
romutasa; PK,piruvatocinasa; lDH,deshidrogenasa láctica; G6PD,glucosa 6-fosfato: 
doshlurogeñiÍsa; 6GPD,6-fosfogluconato deshidrogenasa; GSSG-ifx,glutatión reducta 
sa. Los cofaclor¡;;¡¡;stan representados por las abreviaturoSCOnocidas. (1) -
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B) FORMACION DE ESPECIES OXIDANTES. 

Algunos de los radicales libres del oxigeno que se ha 

reconocido que causan dano celular se muestran en la Tabla 

# l. 

TABLA # l 

AGEN'ff(S POTENCIALES EN LA DESNATURALJZACJON OXJDATIVA. (16) 

Oxigeno Central: 

Ión Superóxido (Oil 
lladical Hidroxilo Libre (OH") 
Peróxido de Hidrógeno (H 2 0 2 J 
Alcohoxilo (LO") 
Pcroxilo (LO; J 

Complejos de Metales de Transición: 

Fe (JJI) / Fe (IJ) 
Cu (JI) /CU (I) 

Carbono Centrnl: 

Tricloro Metilo (CCL;J 

Sulfuro Central: 

Tiol (Rs·) 

Nitrógeno Central: 
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De estas especies. el radical hidroxilo es el candidato 

más probable para ocasionar dai'\o oxidativo en las reacciones 

tóxicas, ya que es extremadamente reactivo, se combina r~pidamen 

te con moléculas biológicas en proporciones limitadas solo 

por difusión y puede danar o modificar compuestos de alto o 

bajo peso molecular. (8) 

Para la formación bioquimica y quimica de estas especies 

reactivas y tóxicas. se proponen diferentes hipótesis que involy 

eran a algunas enzimas y iones metálicos. 

Entre las reacciones más importantes para la formación 

de especies reactivas del oxigeno tenemos: 

Formación del Ión Superóxido.- Un electrón es transportado 

de un donador X (tal como la hemoglobina. cítocromo. quinina. 

tiol o metal reducido) al oxigeno molecular. 

X + O, (Reacción 1) 

dando como resultado el ión superóxido y el donador oxidado. 

que por la reacción de Fenton. involucrando al ión superóxido 

con un íón metálico. 

o; • FeCIIIl o, • Fe(IJ J 

Fe(ll) • H,o,~~~~-+ Fe(II1) • OH 

(Reacción 2) 

OH" (Reacción J) 

produce el radical hidroxilo libre y el metal reducido. 

Formación del Radical Hidroxilo Libre.- Los agentes reductg 

res, tales como el ascorbato y las metalo flavoproteinas, en 

combinación con un complejo metálico y peróxido de hidrógeno 
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u oxigeno molecular, también pueden generar radica les libres 

hidroxilo mediante las siguientes reacciones: 

2 l\H
2 

+ 2 0
2 

Cu/Fe 2 !\ + 2 11
2
0, (Reacción 4) 

AH, + 2 Cu(II) ---~ /\ + 2 Cu(l) + 2 11' (Reacción 5) 

2 C..'U(l) • 11
2
0

2 
->2 CU(Il) + 2 Oll-• 2 OH'(Roacción 6) 

l'ormactón de Radica los Tiol Libres. - Otra posibilidad 

os la del glutatión, capaz do generar radicales suporóxido 

y radicales tiol iibros en presencin de un metal reducido. 

o, • RSH metal RS'• o; • ¡¡• (Reacción 7) 

Como se puede observar en las reacciones anteriores, los 

iones metálicos son importantes catalizadores en algunas o 

todas ollas para ln formnción do especies oxidantes. (16) 

El potoncí al rodox de estos metales, partJ cu) armonte del 

Fe y Cu, está profundamente influenciado por los 1 igandos del 

medio ambiente y ambos metales rápidamente se hidrolizan para 

formar compuestos polinuclcares u ox!hidroxilos insolubles 

n pll neutro. (13) 

!.a coordinación química de ligandos o formación do quelato¡;, 

es un proceso que da por rcsu l tado cadenas heterocicl feas por 

ol agrupnmJento del metal con los ligandos do otras moléculas. 

Los que latos son de diferente osLabil idnd y lista la da el estado 

de oxidación del ión metálico. 

Pcqucnos cambios en los 1 igandos pueden provocar cambios 

grandes en las características del quolato. (l) 
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Los agentes quelantes del fierro y cobre pueden ser: amino­

ácidos, azúcarns, polioles (manito!, tiourea, ácido asc6rbico, 

ácido salJcilico), desferrosamina y disulfonato betacupriónico. 

(12) 

La ligadura del ión metálico con el agente quelante puede 

conducir a dos conflictos aparentemente resueltos: realzar 

o inhibir el daf\o oxidativo. 

Los agentes quelantes pueden mover la posición del metal 

o bien cambiar el potencial redox, con la consiquiente altera­

ción en el daf\o a la biomolécula. (10) 

El comportamiento oxidativo de las drogas, puede causar 

daf\o en los eritrocitos por ayudar a la formación de especies 

tóxicas del oxigeno o por inhibir algun mecanismo antioxidante 

normal en estas células. (16) 

C) l\GllNTES OXIDllNT!lS. 

La desnaturalización oxidativa del eritrocito puede ocurrir 

en la hemoglobina, proteinas y llpidos de la membrana y en 

el metabolismo celular. 

Algunos de Jos agentes que provocan daf\o oxidativo tienen 

propiedades quimicas en camón, aunque existen una gran diversi­

dad en su composición y estructura química creando así una 

extrema dificultad para predecir cuáles de estos agentes pueden 
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causar dallo y a qué nivel de la estructura o metabolismo del 

eritrocito. (12) 

Para entender el comportamiento de las drogas que inducen 

desnaturalización oxidativa, principalmente en la membrana 

de eritrocitos normales y anormales, se enfocarán los mecanis­

mos de acción de las siguientes drogas: 

En eritrocitos normales la fenilhidrazina y la Dapsona (diamlno­

difenilsulfona) y en eritrocitos con deficiencia en Glucosa, 6-

fosfato deshidrogenasa, la divisina y el isouramil. 

FENILHIDRAZINA (Ph-NH-NH,). 

lls un ejemplo clásico do las drogas que pueden inducir 

dallo en eritrocitos de individuos normales. 

Se ha usado en el tratamiento de la pol icl temía vera y 

sugerido que, in vivo, provoca peroxidación de los llpidos 

de la membrana, homólisis intravascular asociada con metahemoglQ 

bulinemia y formación de cuerpos de Heinz. (16) 

In vitro, la fenilhidrazina produce desnaturalización 

de la hemoglobina y efectos mayores en proteinas y Upidos 

de la membrana del eritrocito. 

La oxidación de la fenilhidrazina, especialmente en presen­

cia de hemoglobina, da como resultado la formación del ión 

supor6xido y peróxido de hidrógeno. (11) 

Por otra parte, el mecanismo para la producci6n de especies 
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reducidas de oxigeno, formadas por la reacción de la fenilhidra­

zina y ln hemoglobina, es compl~jo e involucra algunos interme­

diarios reactivos y complejos de fenilhidrazina-hemoglobina. 

(8) 

Las alteraciones que provocan estas especies en el ci t.oes­

queleto del eritrocito son: degradación de lns qllcoprotclna!i, 

princip"llmente la espectrlna, pero:: idación de llpidos y alt.era­

ción en la organi;rnción de los fosfollpidos. 

El mecanismo consiste en crear una combinación irrevcrsiblo 

entre productos de hemoglobina oxidada (muy inestable) y la 

prot.nina de trnnsporte transmembranal banda 3, llegando a la 

formación de cuerpos de Heinz, células pinzadas y hemólisis. (17¡ 

Los macrófagos reconocen a las cólulas dafladas oxidativamr.n 

te y las eliminan de Ja circulación por el ~istcma mononuclear 

fagoc1 t.ico. 

En la Figura # 5 se muestra la desnaturalización oxidativa 

tm los eritrocitos normales por la fenilhidrazina y sus comple­

jos en forma esquemútica. 

D/IPSON/I ( NHz-Ph-SOz-Ph-NHz). 

Es una droga usada en el tratamiento do una gran variodnd 

de enfermedades dcrmatológico.s, inmunológicas e infecciosas, 

tales como dcrmati t is hcrposiformes y lepra. ( l"I) 

Induce dñ.f\o oxidativo en oritrocitos dependiendo de Ja 



FIGURA # 5 

FENII.llIDRAZINA l ~ """""'"'""'"' ,,._~ l 
r-ETAHEMOliLIBINA (HB-Fe") 

lntormedlariD!l reactivos j Comrlejns intPrmedlorlos 
<l!l fenilhid;zina ~ ~ fcnilhidraLlna-hemoglobina 

U: J~ HEMOGLllBINll OXIDADA (HB-H, O,) 
{o • J.. (lnesl.ableJ 

Dugmdación de llpldos 1 
y protoinas de la mem-
brana, alteración on le CUERPOS DE HEINZ 
organización de fosfo- l 
lípidO!l y llpidos de la 

ruo~""" ~ 

FORMACIDN 01: Sil JOS DE RECONOCIMIFNTO DE MJl[;ROFAGOS 
POR CELULl\S PINll\DAS 

l 
HEM01.1Sl5 
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Enqumna dC! la úesm1turnlización oxidativn de eritrocitos nortnéllP.S inducida por la 
Íl!nilhidrazina, (17) 
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dosis, y sP. hn encontrado que pacientes que reciben más de 

2~0 mq/dla son más susepLibles de prcsentilr metahemoglobulinumin 

Msociada con formación de cuerpos de Heinz y hemólisis intravas­

culnr. (\'/) 

J,;i napsona en st, no provoca n l Leracioncs, pero su transfor. 

mac i ón en meta bol i t.os ilcti vos ocurre en 1 os neutróf i los y cú 1 u-

1 c:is mnnonucleilrcs en vivo. 

De los dcrivr"1dus, los que causiln dono oxidativo son los 

N-hidroxilodos y monoñceLilhidroxilo. 

El derivado N-hidroxilo,. aunque es el mctabolito menos 

J•roducido, es el que provoca mayor dano y puede uparcc:cr en 

la uriun de pacientes tratados con Dapsonn. (l~) 

g 1 da no cnusndo por esta droga ocurre pri nci palmen te nn 

los fosfolipidos de la mcmbn:ma por cambios r.n ln actividnd 

de los qr·upos sul fhidri los o inhibición de ln eolio fosfotransfQ. 

rasa, que os la enzima que interviene cm la fosfori !ación de 

la colino pnrn In slnlesis de fosfolipidos. (10) 

También se ha obscrvndo un numento en la actividad de 

la viil de Ja glucosa monofosfalo y en presencia de o><ihemoglobi­

na, lo formación de mcldhemoqlobina y hemoglobina oxidada. 

Bn baso a lo ant.crior, apnrccr.n cuerpos de Heinz, células 

pinzndas y hemólisis. (17) 

En formn esquemática so muestra en la Piguril # 6 la ncci6n 

dr. ln Dapsona y su metaboliLo activo. 



FIGURA # 6 

DAPSONA 

l <--~""""®' " " "'"~ 
DERIVADOS N-H!DRDXILl\DOS 

OXIHEMOGLODINA (HB-0,) 1 \ 

METAHEMiG~:-0-BI_N_A_(_H_B_-F_e_'_i~~~~ 
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1 Peroxidación de l!pldon 

HEMOGLOBINA OXIDADA (HB-H ,IJ,) 

l 
CUERPOS~ 

dP la membrana y oxida 
ción de sul fhlrlrilos. -

FDRMAC!ON DE SITIOS DE RECONOCIMIENTO DE MACROFAGOS 

l 
l!EMOL!SIS 

F.squemn de Jo dosnat.uraUzacfón oxidntiva de eritrocitos normales Inducida por 
Ja formación de especies activas de la Dapsona. (ll) 
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DIVISINA ll ISOURllMIL 

!,a divislna Y el ísouramil son Jos derivados activos de 

los qluc6sldos de la visina y la covisina respectivamente. 

lln la Figura # 7, se muestril la hidrólisis de la visina 

en dlvisina (2,6-dlamino-4,5-díhidroxipirimidina) y de la covisl 

na en ísouramil ( 6-ami no-2, 4, 5-th hi dr·oxi pi rimidina), y sus 

intermediarios. 

Estos glucósidos se encuentran como consti tuycntcs natura-

les de las habas (Vicia Faba). lln vivo Jn transformación ocurre 

por hidrólisis del enlace beta-glucos!<:lico entre la glucosa 

y el qrupa hidroxi la del C-5 en el anillo de pirimidina, por 

acción de la bcta-glucosidasa. ('lJ 

FIGURA U '/ 
OH 

~11-glucosa 

fir~ )LNH, 
NH7• v1sma 

(OH)· covisina 

m :~ l '~"I)Cuc~~UH N):o 
0 < ) . lf ~<---->) 11 

ft N 1, H,N NH, H,N-'"" NH, 
(OH) (OH) (OH) 

llDflUQUINONA SEMIQUINCJN/\ QUI NONA 
(divlsina o isouramil) 

l ransrmmaci{m dn Ja visina en dlvi!iiM y la covinina Bn i!;Ournmil. EJ glucósido 
rt1'"..iPl!Ctivo se hidruliza por la beta~glucosidasa,a ln hidro4uinona qun rápidanmnto 
~,e equilibra con ul radical 5C!miquinona. Fn necesario un suguncJo oJectrón para 
formar la quinmia. (7) 
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Otro constituyente de las habas quo también se relaciona 

con el dano oxidativo, es el ácido ascórbico. 

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 correlación entre los 

efectos celulares y moleculares observados y la concentración 

de devisina y/o isouramil. (5) 

l\mbos tienen efectos comunes y mecanismos de acción aparen­

temente similares~ y se pueden diferenciar claramente en presen­

cia de la superóxido dismutasa. 

En un sistema purificado de ori trocitos con deficiencia 

de G6PD tratados con divisina o isouramil, se ha mostrado una 

reacción directa del radical semiquinina de divisina y la forma­

ción de: rndical o, , H ;fJ 2 y posiblemente otros productos agresi­

vos del oxigeno, los cuales causan la oxidación del gl utatión 

reducido (GSH) y otros tioles, la formación de metahemoglobina 

y hemoglobina oxidada, asl como la inactivación de otras enzimas 

(7) 

La oxidación 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 oxidación del GSH contra 

o! tiempo de incubación de eritrocitos con deficiencia de G6PD. 
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FIGURA # B 

OXIDACION DE GSH POR DIVISINA 

30 
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60 

MINUTOS 

Oxí!lacl(m do GSH por Ja rJivisina.- 11)•--•erltrocitos con deficiencia do G6PO 
no tratados con divi5ina. O)•--· eritrocitos con doflclencla de G6PO trntod05 
con llll µolil rle cJiviolna. Se ohserva que una pequena cantidad de dlvisína 
(100 µmal) oxida can! por calll'leto hasta 2,500 !"'°! de G5H durante los prlmeros 
60 minutos de lncubacl6n. (7) 
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La presencia adicional de ascorbato en las células, poten­

cia! iza todos los efectos t1picos de la dlvisina y el isouramil, 

probablemente acelerando el ciclo entre la oxidación Y la reduc­

ción de los compuestos. En la Figura # 9 se muestra la cinética 

de la oxidación de GSH en eritrocitos con deficiencia de G6PD 

tratados con divisina Y ascorbato, a diferentes concentraciones. 

(7) 

Aunque las consecuencias del dat\o oxida ti vo en los eri trocj 

Los es variado, dos cambios provocados por la oxidación de GSH 

merocen ser resaltados: los que sufre e1 ci toesqueleto de la 

membrana y el deterioro de Ja homeostasis del calcio, la cual 

sabemos regula la concentración de cülcio intracelular. 

Estos dos eventos están probablemente interrelacionados 

entre sl por causa-efecto. (6) 

La homeostasis del calcio, consiste en canales transmembra­

nalos que son los responsables del flujo de manera selectiva 

y controlada del plasma hacia el interior del eritrocito. 

Este mecanismo autobomba, está vinculado con la nctividad 

de muchas enzimas, pero principalmente con la calcio-ATPasa. 

La c~lcio-ATPasa es una enzima de alta afinidad en sistcmns 

de baja capacidnd y se caracteriza Por dirigir la predicción 

de rcqueriminntos enzimáticos 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 varíe-
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FTGUl!A # 9 

CJNl'.TJC/\ DE LA OX!Di\CION DE GSH CON D!VIS!NI\ Y l\SCORIJl\TO 

GSH 
}'"ole:;/ml 

pRHL: 

1.21~· ·--· O.B 

0.4 

o 

e 

1.2¡ ·-"'~.-. 
n.o """ ·-·-0.4 

o 

:·:1 '~::::_ 
0.4 

o 

IJ 30 

ll 

/\ 

170 

MINUTOS 

CinAllca dP. la oxidación de GSH r.n eritrocitoo con deficiencia en Gbf'D trnt.ados 
con dlvlslna v n!3corbntu. o-º control !lin tratamiento; A)•-• trat.ndns con ?50 

y.noi/L da clivisina, sin u:.;corbalo; lll •--•tratados cnn 7.',{) jlmol/L de divisina y 
W )'iuol/L e.Ju U!>corbolo; CJ •-• trotados con 750 }\moi/L de divisina v 2'"J!I )"noi/L 
ón ascorlliltu. Se observa quu In concentr·aclún do G!iH decrece not.ablement.c 
µar la pre5encia do la divisina, pnro en prenencia de ascorbato al aumcmto en 
In oxidación 05 µoi;o. (7) 
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dad de ofectores, los que incluyen calmodulin, fosfolipidos 

ácidos, ácidos grasos poi insaturados de cadena larga; y también 

en tratamientos tales como la inClestión limitada de los enzimas 

proLeollticas (tripsina. quimotripsina y calpinaJ. (ll 

En condiciones patológicas tales vomo uncmia hemolitica, 

onfermedad de hemoglobina C, beta-talasemia y el favismo, el 

envejecimiento prematuro del eritrocito y la inactividad de 

sistemas enzimáticos dependientes del calcio son provocados 

por fallas en la actividad de la 111'Pasa. (6) 

De los procesos enzimAticos calcio-dependientes que se 

ven afectados por el aumento de calcio intracelular tenemos: 

ll Una baja en la actividad de la calcio-1\TPasa en la auto­

bomba de calcio como resultado de una disminución del contenido 

de GSll, debida a la outooxidación de la divisina o isouramil. 

2) Un aumento de la suseptibilidad a la degradación 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 innctiva, 

que por mecanismoH autoproteoliticos irreversible$, calcio depe.!!. 

dienLcs, se transforma en la calpina (enzima activa). (5) 

J,él cu l pina después de Actuar sobre proteínas se inactiva. 
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rn sistema procalpina-calpina juega un papel importante 

cm la deformabt lidad del eritrocito porque catoliza la degrada­

ción proteol!Lica limitada de algunas proteinas submembranales 

del citocsqueleto. Es muy suseptible de ser jnactivado en forma 

irreversible por la divisjna. (7) 

lln la ~'iqura # 10 se muestran en forma esquemática los 

::;itios donde nctúa lJ divisino y el calcio en el sistema procal­

pinu-calpina y las modificaciones que ocurren en el eritrocito 

con deficiencia de C6PD. 

Las fallas r.n la homeostasis del calcio, ocasionan un 

incremento notable en los niveles de calcio intracelular y 

responsabilidad en el dano irreversible de la integridad del 

citoesqueleto de! eritrocito. (6) 

Los danos ocasionados por la divisina y el isouramil en 

Lns proteínas de la membrana están bien caracterizados y se 

sabe que ocurren enlaces transversales de las proteinas via 

enlaces disulfuro o alquilación de grupos tiol C-SHJ completamen 

te estables e irreversibles, con lo cual se producen agregados 

polipeptidicos grandes. principalmente de la proteina banda 

3 y en menor extensión de la espectrina. 

También se activAn enzimas que pueden atacar n la ancirina, 

a Ja prolelna banda 4.1 y al equilibrio d!mero-polimcro de 

la espectrina. (5) 

Estos aqregados polipeptidicos afectan la deformabilidad 



FIGURA # 10 

SITIOS DONDE ACTUAN LA DJVISINA Y EL CALCIO 
EN EL SISTEMA PROCALPINA-CALPINA 

-JO-

PROCALPINA ·o~ ch" 

O Cá • o o" Fragmentos de 
CALPI · ---------'>0 ocalpina inactiva 

PHUlEINAS { Banda 2.1 ~ ~:ro 2.3 
Mf;MllRANA Banda ~-1 Fragnentos 

Al Esqumia de la degradación de protelnas en reposo, de eritrocitos con doficlen 
cla de l.iGPD, mostrando la conversión calcio dependiente de procalpina-calplna. -

PROCALPINA o 
~ _______ c_A_l l_'l_Nl\~~ • Q __________ - _ -) 

0
• Fragmentos de 

'"'~"-)=~==~ '' g~calpina lnacUva 
( (2) ' '' o 

PROTEINAS AGREGADOS __ ~ ~ ~ _ _ _ ~ DESINTEGRACION 
l"EMBRANA NACIENTES 

! 
CUERPOS UE HEINZ 

ll) Enciuema de la degradacl6n de protolnas en rlnno oxidativo, de eritrocitos con 
deficl•mcla de G6PO, mostrando la accl6n dR la dlvlsina. (1) puede Inhibir la forma 
clón de agregados polipeptldicos, o bien, (2) lnactivar a la calplna. -

La colpinn se forma por un mecanismo h·t'eversib1e y se inactiva por un mecanismo 
¡iutoproteullLicu, ambos dependientes del calcio. Esta enzima catallza la degrada­
cl6n rle los enloces transversales de las prntelnas submembranales. (5) 
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de la célula y la viscocidad de la bicapa lipidica de la membra­

na del eritrocito, provocando la formación de cuerpos de Helnz 

y la hemólisis extravascular. (6) 

Es apenas posible que dos modificaciones diferentes _ 

(formación de enlaces disulfuro S-S y alquilación de tioles 

-SH) puedan inducir, primero, el mismo rcordcnamiento secundario 

y, subsecuentemcnte, la estabilización irreversible de la cstrug 

tura molecular del eritrocito. (10) 

Rn la Tabla # 2 se muestra una sinopsis de los etectos 

de la concentración de divisins e isouramil y el rango de Licmpo 

en el cual se presentan las alteraciones en eritrocitos con 

deficiencia de G6PD. 

Se puede observar que la mayor parte del daf\o oxidativo 

ocurre en las primeras horas después de la ingestión de la 

divisina, y además estos daf\os se relacionan con la do,;is. 

(5) 
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TABLA # 2 

EFF.CTOS UE LA CONCENTRACION DE DIVISINA O ISOURAMII, 
V EL TIEMPO EN PRESllNT/\RSF. ~:N ERITROCITOS 

CON DEFICIENCIA DE G6PD. (5) 

DAÑO SOBRE EL ERITROCITO 

Oxidación d8 GSH 

Oxidación de tiales de mernb1·ana 

Ollgomerizaclón de agrupamientos 
de prote!na banda 3 

Enlaces anticuerpo-banda 3 

Enlaces rlel fragmento C 3 

Aumento de la fagocitosis depen­
diente del complementa 

Cuerpos de Heinz 

Metahemogloblna 

Incremento del ílujo pasivo de 
calcio 

Dir.mlnución rle la actividad de la 
calclo-ATPasa 

Incremento de calcio intracelular 

Agregación de las protefna• de 
la membrana de alto peso molecular 

Alteraciones reológlcas 
Enlaces transversales en la mombrana 

Peroxldación de Jfpldos 

Formación de radicales OH' 

DIVISINA/ISOURAMIL 
C)\mol/Ll 

50/1000 

50/1000 

20/700 

100/500 

100/500 

20/500 

100/1000 

100/5000 

100/500 

2000 

100/500 

50/1000 

250/500 
100/1000 

10[)(] 

5000 

l!EMPO 
(min) 

5-30 

30-60 

60 

60 

60 

30-60 

60 

7-90 

180 

180-720 

180 

180 

180 
1-2 

no hay 

30-90 



CONCLUS10Nr:8 

!.os aspectos moleculares de las drogas que inducen desnatu­

rnl i7.ilcibn oxidativa en eritrocitos humanos, pueden tener carac­

\:eristlcns on común, pero el dano en vivo y las diferencias 

individuales entre paciuntes juegan un papel importante entre 

el mecanismo de acción y el dano tóxico. 

Hasta ahora, está claro que hay tres componentes bioquimi­

cos involucrados en ln formación de los radicales libres tóxi­

cos que son: 

1 ·1 ln presencia de oxigeno bajo condiciones en las que elemen­

tos reducidos y protones pueden transferirse del oxigeno al 

peróxido de hidrógeno (11
2 

O,) con o sin la mediación del ión 

superóxido CO;>; 

?) la presencia de una molécula blanco con sitios especlflcos 

de enlace a un metnl redox activado, frecuentemente el Fe o 

uJ cu; 

J) ln interacción del W,o,) con el metal reducido y/o el sitio 

de enlace del metal parn generar radicales libres hidroxilo 

(OH•), los cuales realiznn el dano molecular y celular. 

Parn comparar el mecanismo de acción entre la fenilhidrazi-

ria y la dapsorm en criLrocilos normales, se 

para la formación de 1 os productos tbx icos, 

encuentra que 

la fcnilhidrazina 

puede actuar directamente sobre los componontes del eritrocito, 

mientras que ln dapsonn debe ser metabolizada en el higado 
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o activada por los macrófagos. 

En ambos casos, la alteración mfls importante es a nivel 

de la hemoglobina de la membrana, la cual provoca peroxidación 

de 11p!dos, formación de cuerpos de Heinz y células pinzadas. 

La peroxidación de los 11pidos de la bicapa, puede inducir 

cambios en la permeabilidad de la membrana y como resultado 

la hemólisis intravascular; o bien en la antigenicidad y capaci­

dad de deformación con lo cual se provoca una hemólisis extrava!!. 

cular de los eritrocitos con dano oxidutivo. 

Por otro lado, las dos alteraciones mfls importantes e 

interrelacionadas por causa-efecto provocadas por la divisina 

o el isouramil en eri troci t.os con deficiencia de glucosa 6-

fosfato deshidrogenasa (G6PD). son: 

1) alteraciones en los proteinas dr. la mombrona, por excesiva 

oxidación del glutatión reducido (GSH); 

2) deterioro de la homeostasis del calcio. 

El primer blanco de la divisina e isournmil es la oxidación 

del GSH, los grupos tiol de las proteinas y los tioles solubles, 

con la formación de enlaces disulfuro (S-S) o alquilación. 

llltas 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 fagocitos is. 

Los mecanismos que median la dosnaturaliznción oxjdativa 
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de P-ritrocitos normales y con deficiencia de G6PD están Jejos 

de ser elucidados y ordenados dentro de una secuencia precisa 

de eventos. 

Sin embarqo, todos los componentes celulares del eritrocito 

son suseptibles al dallo oxidativo y esto hace que múltiples 

reacciones de oxido-reducción sean importantes. 

Además, existen ciertos componentes y mecanismos de Ja 

mcmbrnna del eritrocito que pueden ser más suseptiblcs que 

otros al rlailo oxidalivo de las droqas, debido a defectos conqé­

nitos o adquiridos de su estructura. 

g) conocer estos mecanismos y sus manifestaciones clinicas 

es con el fin de prevenir o alterar las condiciones que dirigen 

)fl formación de radicales tóxicos y remover o desplazar a los 

iones metálicos activos de los sit.ios do especificidad con 

agentes quelantes más efectivos. 

Por último, es paradójico notar, que por un lado, las 

ospecies altamente reactivos del oxigeno son esenciales para 

la sobrevivencia de las células aérobicas (eritrocitos) y, 

por otro lado,. estas especies pueden ser un factor importante 

que contrubuya a Ja desnaturalización oxidativa y Por consiquien 

te a ser removidas de la circulación n través del sistema 

mononuclcar fagocitico. 



APENDICE 

DETERMINACIONES DE LABORATORIO 

!)CUERPOS DE HEINZ EN LOS ERITROCITOS 

INTRODUCCION: 

En el proceso de desnaturalización 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 químicos (compuestos aromáticos, agentes oxidantes 

inorgánicos, por clorato de potasio) o por intoxicación con 

drogas (hidrocloruro do fenilhidrazina y drogas antipalúdicas). 

FUNDAMENTO: 

Es posible inducir la formación de cuerpos de Heinz exponi~ 

do los eritrocitos a la acetilfenilhidrazina y coloreandolos 

posteriormente. 

En preperaciones no tenidas pueden verse como objetos 

refractarios, pero es preferible verlos en prcparacíonos tenidas. 

MATERIAL: 

Rl común en el laboratorio. 
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A. METODO CON COLORANTE DE METIL VIOLETA: 

REACTIVOS: 

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

MUESTRA BIOLOGICA: 

Una biometria hemática del paciente y un testigo normal. 

PROCEDIMIENTO: 

1. Mezcle un volumen de sangre total del problema, más cuatro 

volúmenes de la solución colorante de motil violeta. 

2. Deje reposar la mezcla por 10 minutos a temperatura ambiente 

(20-22ºC). 

3. Coloque una gota de la mezcla homogeneizada entre porta y 

cubreobjetos. 

4. Selle la preparación con parafina. 

5. Observe al microscopio con objetivo de inmersión. 

Los cuerpos de Heinz aparecen tef\idos de color púrpura 

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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n. METODO u~: BEUTLER: 

R~:ACTJ VOS: 

1. - Sol. buffer de fosfatos para cuerpos de lleinz (rea et. 
#74). 

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

MUESTRA BIOLOGJCA: 

Una bíometrla hemática del paciente y un testigo normal. 

PROCEDIMIENTO: 

l. Agregar O. 1 mi de sanqre fresca a 2 mi de la sol. de acetil-

fenilhidrazina. Aerear la sol. resultante soplando en ella 

por medio de una pipeta Pasteur. 

2. Dejar la pipeta en e.l tubo e incubar a 37ºC 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 qota grande de la sol. de cristal violeta. 

4. Dejar la preparación 10 minutos a temperatura ambiente para 

permitir que las células so tinan.Leer con objetivo de inmersión. 

VALORES NORMALF.S: 

Menos del 40% de c6lulas que tienen 5 ó más cuerpos de 

llelnz es negativo. Si mf1s del 40% de células tienen 5 ó más 

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

Los cuerpos de Heinz se ven mejor en preparaciones húmedas 

sin tci'lir como cuerpos altamente refrigentes y cerca de la 

periferia celular. 

También son tenidos con azul de cresil brillante en sol. 

salina isotónica o con metil violeta al 0.5% en sol. salina. 

No son tenidos con colorantes de Harnanowsky. 

El diámetro de estas inclusiones varia entre 1-3 micras. 

llIBLIOGRAFIA 

nacie,J.V. & Lewis,S.M. 
PRACTIC/\L HAEMATOLOGY 
~th. lld. 
Churchi 11 Livingstone 
London (19'/!:>) 

ll)DEMOSTRACION DE HF.MOGLOBINAS INESTABLES 

INTRODUCC ION: 

Las hemoglobinas inestables son variantes de la hemoglobina 

que debido a algunñ anormalidad importante de su estructura 

primaria, precipitan dentro de los hematiés como inclusiones 

JnsolublP.s o cuerpos de Heinz. Se han descrito numerosas hemoglQ 

binas inestables, pero sólo se ha obtenido información en algu-

nos casos de susceptibi 1 idad a la desnaturalización oxida ti va 
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inducida por fármacos, como son los de las hemoqlobinas: Zúrich, 

Torino, Shepherds Bush, M Saskatoon y Hb H. 

A.PRUEBA DE PRECIPITACION POR CALOR. 

FUNDAMENTO; 

!.as hemoqlobinas inestables, se desnaturalizan y precipitan 

al calentarse a SO"C durante una hora, en cambio la hemoqlobina 

normal no precipita al calentarse a esta temperatura. 

MATERIAL: 

El común en el laboratorio. 

REACTIVOS: 

l. - Sol. amortiquadora de fosfatos 0.1 M pH 7. 4 (react. 
#27). 

2.- Reactivo de Drabkin (react. #2B). 

MUESTRA BIOLOGICA: 

Coloque una qota 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 sanqre 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 coagulación. 

PROCEDIMIENTO: 

l. Prepare un hemolizado con la misma técnica de la electrofore-



sis de hemoglobJna. Ajústclo 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 
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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 50ºC en bano maria durante 

lhora. 

7. Los tubos marcados con TA colóquelos en bano de agua a 22ºC 

durante lhora. 

6. Transcurrldo este tiempo, centrifugar los tubos a 3500 rpm 

durante 10 minutos. 

9. Decante los sobrenadantes a otros tubos rotulados. 

!O.Separe en otro tubo 0.5 mi de cada sobrenadante. 

11.Agrege 9.5 mi del reactivo de Drabkin. Mezcle bien. 

12.Deje en reposo durante 10 minutos. 

13.Mida O.O. en espectrofotómetro a 540 nm. 

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

CALCULOS: 

(
O.O.muestra s/) (D.O.muestrÁ 

Porcentaje de hemoglobina calentar - calentada 
inestable ::. XlOO 

O.O.muestra s/calentar 
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INTERPRETACION: 

lln general el hemolizado permanece claro después de una 

incubación de una hora a 50'C. 

VALORES NORMALES: 

Hemoglobina inestable a 50'C• menos de 1% 

BIBLlOGRAFIA 

Dacle,J.V. & Lewis,S.M. 
PRACTICAL llAEMATOLOGY 
5th. Ed. 
Churchull Livingstone 
London (1975) 

Brown Bárbara A. 
TECNICAS DI! LABORATORIO EN HEMATOLOGIA 
Elicien 
Barcelona,Espana (1976) 

B.PRURBA DE PRECIPITACION CON ISOPROPANOL. 

FUNDAMENTO: 

La adición de alcohol isopropilico al hemolizado problema. 

debilita las uniones internas de la hemoglobina. La hemoglobina 

inestable precipita en esta solución en menor tiempo que la 

hemoglobina normal. 

Una vez precipitada la hemoglobina Inestable, puede determ.!_ 

narse el contenido de hemoglobina del sobrenadante y as1 calcular 

el porcentaje de hemoglobina inestable. 
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MATERIAL: 

El común en el laboratorio. 

REACTIVOS: 

l. - Sol. de isopropanol al 17% en tris HCI O. 1 N pH 7. 4 
(react. #29). 

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

MUESTRA BIOLOGICA: 

Las mismas que para la prueba de precipitación por calor. 

PROCEDIMIENTO: 

l. 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 

2. Adiciono a cada uno de los tubos l. O ml de la sol., de isoprf?. 

pano!. 

3. lldiclone 0.1 mi' de hemolizado correspondiente a cada tubo. 

4. Mezcle el contenido de los tubos perfectamente bien. 

5. Coloque los tubos marcados con 37'C en bano maria durante 

30 minutos. 

6. Los tubos marcados con TI\ colóquelos en bano de agua a 22'C 

durante 30 minutos. 

'I. Transcurrido os te tiempo, centrifugar los tubos a 3500 rpm 

durante 10 minutos. 
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B. Decante los sobrenadantes a otros tubos rotulados. 

9. Separe en otros tubos 0.5 ml de cada sobrenadante. 

10.Agrege 9.5 ml dol reactivo de Orabkin. Mezcle bien. 

11.0ejc en reposo durante 10 minutos. 

12.Mlda O.O. en espectrofotómctro a 540 ron. 

13.Ajuste a O de o.u. con reactivo de Orabkin. 

CALCULOS: 

Porcentaje de hemogjobina 
inestable 

/o.o.muestra)- (o.o.muestra\ 
_ \s/calentar calentada ') XlOO 
- o.o.muestra s/calentar 

INTERPRETACION: 

Tanto la prueba de precipitación a 37ºC con alcohol isoprQ 

pilico como la de precipitación a 50ºC demuestran la presencia 

de hemoglobinas inestables; complementándose con otras pruebas, 

como la presencia de cuerpos de Heinz y la electroforesis. 

Las dos pruebas de presipitación 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 al to. Las muestras manejadas inadecuada-

mente {no refrigeradas) dan falsos positivos por la formación 

de metahemoglobina. En estos casos debe anadirse a la muestra 

KCN al 2% lo cual reduce la frecuencia de falso positivo por 
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formación 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 solución se pone turbia 

y después de 20 minutos se observa la formación de un presipita-

do floculento. 

VALORES NORMALES: 

Hemoglobina inestable con alcohol isopropilico• negativa. 

llIBLIOGRAFIA 

Carral. R. and R. Kay. "Method for the detectlon of unestable 
haemoglobins•. llri t J. Haematol. 23/615 (1972) 

I II )PRUEBA SELECTIVA PARA DETERMINAR LA DEFICIENCIA 

DE GLUCOSA 6 FOSFATO DESHIDROGENASA 

(METODO DE LA METAHEMOGLOBINA RESIDUAL) 

INTRO!JUCCION: 

La deficiencia de la enzima está determinada por uno o 

más genes en el cromosoma X y existen alrredcdor de 50 variantos 

diferenciadas por sus propiedades electroforéticas y catallzado-

ras, dando diferentes formas de expresión clínica. Las dos 

vnriantes más comunes son: La de la raza blanca del litoral 
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del mediterráneo (G6PD-B con defic!enc.!a de la enzima en: 

plaquetas. leucocitos y eritrocitos. de presentación severa 

cuando se inqieren habas (favismo), presipitada también por 

ciertas droqas oxidantes. La variante (G6PD-A ) encontrada en 

poblaciones de neqros del oeste de afrlca >' los estados unidos 

que lleva a una hemólisis por droqas oxidantes, se expresa cl1ni­

camente más leve que la anterior y ta deficiencia de la enzima 

es únicamente en los eritrocitos. 

FUNDAMENTO: 

Esta prueba sirve para demostrar las deficiencias de G6PD. 

Consiste en trutar a los eritrocitos con nitrito de sodio pnra 

convertir su oxihemoqlobina en matahemoqlobina, ta cual en prese~ 

cia de G6PD y azul de metileno es transformada nuevamente a 

oxihemoqlobina. Esto ocurre por la activación dei ciclo de las 

pentosas y activación de la metahemoqlobina-NADPH-reductasa. 

Si existe una deficiencia de G6PD. el nivel de metahemoqlobina 

permanece elevado. 

La cantidad residual de metahemoglobina se determina en 

forma calorimétrica; para ésto. cuando a una sol. de metahemoglo­

bina se le adiciona cianuro de sodio, su banda de absorción 

se anula por la conversión de metahemoglobina a cinnometahemoglo­

bina. IU cambio en U.O. es directamente proporcional a la concen­

tración de metahemoqlobina. Posteriormente se mide la cantidad 
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de hemoglobina total, después de la conversión completa a ciano-

metahemoglobina por la adición de ferricianuro de potasio y 

cianuro de sodio. !lsta conversión medirá la oxihemoglobina y 

metahemoglobina pero no la sulfahemoglobina, por lo que la prcserr 

cía de grandes cantidades de sulfahemoglobina producirá una 

lectura errónea de la hemoglobina total. 

MAT!lRIAL: 

El común en el laboratorio. 

REACTIVOS: 

!.-Glucosa en sol. acuosa 0.26 M{5%) (react. #50) 
2.-Nitrito de sodio 0.16 M Creact. #51]. 
3.-Azul de metileno 0.0004 M (react. #52). 
4.-Cloruro de sodio 0.65%. 
5.-ACD {react. #53). 
6.- Sol.reguladora de fosfatos M/15 pH 6.6 (react. #55). 
?.-Sol.reguladora de fosfatos M/60 pll 6.6 (react.#56). 
8.-Cianuro de sodio neutralizado (reuct. #60). 
9.-Sol. ferriciunuro de potasio al 20%.(react. #57). 

MU!lSTRA B!Ol.OGICA: 

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 PART!l (MODIFICADO POR llL B.C.S.) 
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l. Las muestras del paciente y normal se dejan sedimentar a 4ºC 

durante aproximadamente 30 minutos. 

2.Elim!ne 1·1 canlidad de plasma necesario para que el volumen 

de eritrocitos sea lqual al del plasma (hematocrito aprox.45). 

3.Rotule 5 tubos de 13X100 mm de la siq. fonna: 

P•Problema 

N•Normal 

S•Sin reactivo 

C•Con reactivo PS PC NS NC TP 

T•Testiqo positivo 

4.Adicione a los tubos 

Sanqre problema (mlJ 2.0 2.0 
Süngre normal (ml) 2.0 2.0 
Sanqre testigo positivo (*) 2.0 
Glucosa on sol.acuosa(ml) 0.2 0.2 
Nitrito de sodio Cm!) 0.1 0.1 o. 1 
llzul de metileno 0.1 0.1 
NaCL 0.85% (ml) 0.4 0.4 0.3 
C*l·Es sanqre normal. lo hacemos positivo al adicionarle ni tri-
to de sodio y no azul de metileno. 

5.Mezcle suavemente por inversión. 

6.Incube en bana de nqua a 37º±0.5ºC,durante 3 horas. 

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

8. A Jos 180 min. de incubación, congelar los tubos en hielo 

seco-acetona. 

9. Desconqelar y determinar en el hemolizado la metahemoqlobina 

residual por el método de Mallo y y Evelin, madi ficado por 

Rrewer, que corresponde a la SEGUNDA PARTE DEL PROCKD!MIENTO. 
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SEGUNDA PARTE:DETERMINACION DE METAHEMOGLOBINA POR EL METODO DE 
MALLOY Y EVELIN (MODIFICADO POR BREWERl. 

SERIE 1 SERIE 11 1.Rotule 12 tubos de 
1B X 150 ll1Tl de la 
slg. forma: BK PS PC NS NC TP BK PS PC NS NC TP 

2.Adicione: 
Sol.reg.de fosfatos M/15 ---- ---- ---- B.O B.O B.O B.O B.O B.O 
Sol.reg.de fosfatos M/60 19-:0 10.0 10.0 10.0 10.0 10.0 ---- ---- ---- ---- ---- ----
Hemoi12.Probiema(mi) ---- 0.2 a.2 ---- ---- ---- ---- ---- ----
Hemoiiz.Normal (mi) ---- ---- ---- a.2 0.2 ---- ---- ---- ---- ---- ---- ----
1 'e""'iiz.Testigo (•)(mi) ---- ---- ---- ---- ---- a.2 ---- ---- ---- ---- ---- ··--

3.Mezcle y lea O.O. a 635 nm; empleando el tubo BK para ajustar a a, esta lectura 
5erfJ L-1, UNICAMENlE lA S~RIE l. 

4.Adicione cianuro de sodio 
neutralizado ca.05mI· 1 gota) a.os a.05 o.as a.a5 o.as a.a5 ---- ---- ---- ---- ---- ---

5.Mezcle y deje reposar 2 minutos. 

6.Lea O.O. a 63S nm (l ·2). NO DESECHE LOS TUBOS 

7.Pasar 2.a mi de e/u de 
los tul.los de la serie 1 a su correspondiente de la serie 11. 

B.Adicione a serie 11: 
Ferricianuro de potasio 
al 20% ca.05mM gota) ---- ---- ---- ---- ---- ---- a.a5 a.as 0.05 0.05 a.as a.05 
Cianuro de sodio neutra-
lizado (a.05 ml•1 gota) ---- ---- ---- ---- ---- O.LE 0.05 0.05 0.05 0.05 O.OS 

9.Mezcle y deje reposar 2 minutos. 

10.Lea o.o. a 540 nm (l-3). 

CALCULOS: 

D.O.(L-1) - D.O.(L-2) 
D.O.(L-3) X F 

F• Factor de dilución; 

X 100 • % Motahemoglobina. 

!'• 2;i . 5.0 
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INTERPRETACION: 

Si la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa está disminui-

da al exponer la hemoglobina al nitrito de sodio, la producción 

de NADPH estará bloqueada y no se producirá glutatión reducido 

(GSH), entonces, la hemoglobina se oxidará a metahcmoglobina. 

VALORES NORMALES: 

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

reactivo menos de 2%. 

UIBLIOGRAFIA 
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