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/-INTRODUCCION.

",e; (mefqbp i‘smo' @él eritrocito 1 via. hexo monofosfato: ea:j i

- muy-importante,
del NADPT ‘(fosfato’ de’

,ya’:(ﬁe‘ Ve’s' e{l}t_ieﬁté que l‘av cam’:#dad'rde g uco’sarque entra ’e,nfevs't:a‘ vi 3
a éé rggﬁlacpor 1a‘c§nf,idad dé NADP* -que x‘esultg‘ de 'ia ;pxidggién

-de:l'—:NADPH (fosfato de.nicotinamida-adenin-dinucledtido reducidc;). : ’
. E1 NADPH ge utiliza en la reduccibén del glutatidn oxidado"' {GSSG),
qué se forma al reducir los componentes oxidados del eritrocito,

“'como metahemoglobina, protefinas y ademis el perbxido de hidrégeno,

por lo tanto también la sfntesis y el metabolismo del glutatién
astén relacionados con ésta via. Otra enzima importante en la. re-
dqcci6n de la metahemoglobina es la metahemoglobina reductasa, 1la
mada también NADH-diaforasa (nicotinamida-adenfin-dinuclebtido-dia-~
forasa).

Un grupo diverso de anemias hemolfticas congénitas depende de
&et‘iciencias enzimhticas intraeritroc{ticas. El prototipo de estas
anemias y la mAs frecuente es la causada por deficiencia funcional
de G6PD. El gen de la G6PD est& situado en el cromosoma X y hay po
limorfismo importante en este locus. Este trastorno permanece asin
tomfitico a menos que los eritrocitos se sometan a leslén oxidante
por exposicién a determinados férmacos, infecciones o algunos ali-
mentos o trastornos metab&licos. El efecto principal de estos agen
tes causales es oxidar la hemoglobina a metahemoglobina, la cual
precipita dentro del eritrocito en forma de inclusiones llamados
cuerpos de Heinz, haciéndolo menos deformable y més susceptible de
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ser fagocitado por el sistema mononuc}ear fagoci£ico, pr&duciendo
el cuadrovdé anemia hemolftica. En ia,varianté /'G6PD A(;i; que es‘
lg,més comﬁﬁ, los eritrocitos viejos son los mhs susceptibles a la
lisis. Conforme la médula Gsea compensa la pérdida por reproduc-
c;én de eritrocitos jévenes, la hemdélisis tiende a ceder, incluso
si continfia la exposicién medicamentosa.

En algunos cascs, las deficiencias enziméticas eritrociticas
o las posibles anomalfams enzimiticas o no se acompafian con seguri-
dad de anemia hemolitica o bien no causan claramente sindromes he-
moliticos significativos. Por ejemple, la metahemoglobinemia, que
puede originarse como resultado de una deficiencia hereditaria de
NADH-diaforasa, referida como metahemoglobinemia congénita debida

a deficiencia de NADH-diaforasa.
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GENERALIDADES.

La vid media del eritrocito es de 120 +6- dias durante este

tiempo el‘ectﬁa 1,7 X 10 ciclns circulator os

ritrocito pasa a bravés de regiones de al

Yy ranuras esplénicas muy estrechas, donde son. verificados por los D

macrbfagos esplénicos cuidadceamente, célula por: célula.

.-..dad y eptitud de cada eritrocito. En este tiempo.el fri‘ Vgptizif.o"y'a
‘envejeciendo gradualmente, perdiendo sué propieda&eé"de ‘jrglas‘t;ici‘—’:'
dad y deformabilidad debido a que disminuye la actividad de 1'55 en’
zimas alterfndose el metabolismo del eritrocito, en estas condicio
nes, &l es atrapado por el sistema mononuclear fagocitic&.

Metabolismo del eritrocito.- El paso de lay glucosa al inte;;
rior del eritrocito a través de la membrana no es contra un gra-
diente de concentracién, ni requiere de energfa, ni depende de 1la
insulina sino que al parecer sblo requiere de un transpontador de
membrana, el cual se puede combinar con la gluceosa y otros azlca-
res de forme reversible. Como la sintesis y la utilizacién del glu
cbgeno esti balanceada, no hay acumulacidn importante de glucbgeno

. dentro de la célula.

El eritrocito no posee mitocondrias, por lo que no se efectfia
el ciclo del &cido citrico, ni la fosforilacién oxidativa. La ener
gia la obtiene de la glucélisis anacrobia principalmente.

Para el metabolismo de la glucosa el eritrocito cuenta con



jpix-ix;cipalmente

dos- vias metabblicas’

de lclos:molécl’xlas ‘de "

célularés q'lie t;equl

globina en. 1a formav‘k

del fcido fosfoglucénico, la via de la pentosa fostato ) v(a da la:‘
hexosa monofosfato.

La importancia de esta via radica en que Ea’obﬂenén equiva-v
lentes reductores, necesarios para proteger al eritrocito del dafio
oxidativo que puede ocasionar cambios en la estructura y funcién -

de la hemoglobina, cambios que pueden ser irreversibles.



VIA ANAEROBICA VIA AEROBICA

(Embden-Meyerhaf) (Vfa hexosa monofosfato)
H20 H 02
glutatién
peroxidasa
Glucosa GSSG GSH
ATP glutatién
hexocinasa—e A reductasa
glucosa 6- NADP NADPH NADP
. fosfato S 6-fosfogluconato
glucosa fosfa- glucosa %—fosfato NADP
to isomerasa—* deshidrogenasa fosfogluconato
deshidrogenasa .
NADPH J :
fructdsa 6-fosfato «. 3-ceto-6-fosfogluconato
ATP .. E =
fructocinasa—4 ..
ADP ‘. . g v
fructosa 1,6-difosfato "., ' 'D-ribuloga 5-fosfato:
dihidroxiace- gliceraldeh{- g...-.D—rlbosa 5-fosfatc
na fosfato do 3-fosfato
triosafosfato NAD%gliceraldehfdo 3-fos-
[+] isomerasa fato deshidrogenasa
E difosfogliceromutasa NADH
3 E 2,3-difoefoglicerato #——— 1,3-difosfoglicerato
a7 ADP fosfoglicerato
- difesfoglicerato ] cinasa
< fosfatasa ATP
g 3-fosfoglicerato
fosfogliceromutasa

2-fosfoglicerato

fosfopiruvato hidratasa

(enolasa)

2—§oafoenolp1ruvuto

ADP

:) piruvato cinasa

ATP
piruvato

NAD lactato deshidrogenasa
NAD.

lactato

Fig. 1. Vias'.principales del metabolismo de la glucosa en los eri-
trocitos..
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1. VIA HEXOSA MONOFOSFAT

,reeatructurar para.re

na de gliceraldehidc

fo fato pueden formar

una mclécula de glucosa € fosfato por reagciones que son. esencial-
mente ‘una reversién de la glucélisis.

La via hexosa monofosfato puede responder de la oxidacién com
pleta de la glucosa. En esta via el aceptor de hidrégeno es el fog
fato de nicotinamida-adenin-dinucledtido (NADP) generéindose el
fosfate de nicotinamida-adenin dinuclebtido reducido (NADPH), lo
cual ocurre en las dos primeras reacciones por medio de las enzi-
mas glucosa 6-fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidroge
nasa, con la produccién de COZ'

La via hexosa monofosfato se puede dividir en dos fases, en
ia primera fase se produce la pentosa ribulosa S5-fosfato por deshi

dr ién y descarboxilacién de la glucosa 6-fosfato (Fig. I.1).

La glucosa 6-fosfatc se deshidrogena en el carbono 1 por ac-
cidén de la enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) conocida
también como "Zwischenferment", forméndose la 6-fosfogluconolacto-
na. Esta reaccién se inhibe por ciertos férmacos como las sulfona-
midas y la quinacrina.

La 6-fosfogluconoclactona la hidroliza la enzima gluconolacto-
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drogenado por accién ‘de la enzima

la cual también requiere NADP como aceptor:de ectrones y ademés'

iones Mg , forméndose la catopentosa D ribuloaa 5—fostato y. otra E

molécula de NADPH.
En la segunda fase, la D-ribui}:s
sustrato para dos enzimas diferentes.: .’
La ribosa fosfato isomerasa convtgrtefia D—Vri@)‘ )

en la correspondiente aldopentosa, la D—riboeé»s—f' fato, reaccid

anfiloga a la interconversién de la fructosa 6-1‘05] ato 'yila-gluco;
6-fosfato en la vie de Embden-Meyerhof. »
En algunas condiciones metab8licas, la ruta del ;

to finaliza en este punto y la ecuacidn global se eécribq 'qomo:i, L

Glucosa 6-fosfato + 2 NADP* + H20 2.——-—> L

D-ribosa 5-fosfato + €O, + 2 NADPH'+ 2°H

La otra enzima que puede actuar sobre la D-ribulesa S-fosfato
es la ribulosa fosfato-3-epimerasa formando otra cetopentosa, la
D-xilulosa S-fosfato.

La siguiente enzima de la via hexose monofosfato es la trans—
cetolasa, gue transfiere el grupo glicolaldehido (HO—CHZ-CO—-). pri
mero desde la D-xilulosa S5-fosfato al pirofosfato de tiamina, nece
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sario, ‘c:omb i:oe 'zima, X Endose el glicolaldehido activo- ademés

.de esta coenzima Be, requieren iones Mg v el radical glicolaldehi—

Por lo tam:o la transcetolasa transfiere ‘la unidad de dos car,

‘bonos que cont;iene 1oa carbonos 1 y 2 de una cetosa al carbono al-
dehidico de unu aldosa, es decir. se trangforma una cetosa en una
sldosa con dos cerbonos menos y una aldosa en una cetosa con dos
carbonos més. Durante estas transformaciones no aparece glicolalde
hido libre.

La transaldolasa es la siguiente enzima en esta via, esta en-
zima transfiere el grupo dihidroxiacetona, carbonos 1, 2 y 3 de la
D-sedoheptulosa 7-fosfato al D-gliceraldehfdo 3-fosfato, forméAndo-
se D-fructosa 6-fosfato y quedando D-eritrosa 4-fosfato, una aldo-
sa de 4 carbonos.

Una reaccién importante es la que cataliza la transcetolasa
en la cual la D-xilulosa S-fosfato es el donador del grupo glicol-
aldehfdo y la D-eritrosa 4-fosfato formada enteriormente que actGa
como aceptor, reaccionan para producir D-fructosa 6-fosfato y el
D-gliceraldeh{do 3-fosfato. Dos intermediarios de la ruta del fos-
fogluconato pueden convertirse reversiblemente en dos intermedia-
rios de la ruta glucolitica.

Debido a que la reaccibén que cataliza la enzima fosfoglucosa

isomerasa es espontfineamente reversible, de tal manera que la frus




wiH: 0 w-tH. 0
HE-ai (e HGoH [e500)
i gullll VAL DR R s
ai,0H GLo-P
Glucosa Glucasa 6-fosfato: .. 6-Fesfogluccnolactona
: H20
- Gluconolactaa
- hidrolasa 2+

CoeH
Qi HG-0H gl + H * HCoH
7 G0 ‘/N::P 3 LA
& H-G-CH 6P Mg, M 6 Ca H-G-oH
2 H-G-0H H-C-0t
d-lzo-P aL,0-P ao-p
Ribulosa S-fosfato 3-Leto-5-Fosfogluccnato 6-Fesfoglucormto
Ritulosa S-Fosfato
Ribosa S~fosfato :&m
cetoisanerasa
HO-C-H
H-C~CH
0P ‘§}|c=sa|
.
H&‘ Xiluleea 5-foafato HoCoH
W o ¢ — e
-G Transcetolasa =
21{20-9 Pirofosfato de ttamina lma{ZO—Pl
2+
Ribosa S-fosfato Sedcheptulosa 7-fos
. java e
Fosfotrans— 24 0P
ferasa m,AD'P m2
P Glicernldehtdo
H_q_q”'iw—‘{ Kb 3-fosfato
H-C-0H o HL-CH
[T - &1,0-p
G Ribosa 1,5-bifosfato

Fig. I-1. Via hexosa monofosfato



H-C=0

© H-C-OH :
! HO-P. 0L
. guceraldehido—a-fasrato
(Y s SR :
OH—‘E:—H transaldolasa
H-G-0H !
H-g-oH H-£=0
H-C-OH - H-C-OH
- duo-p . H-C-OH
Sedofleptulosa H 0P
6-fosfato Eritrosa 4-
fosfato
'SH-OH
*C=0
HO--H -
H-$-0H transcetolasa

bHZO—P pirofosfato de tiamina
Xilulosa S-fosfato M32+

‘Fructosa. 6=
fosfato

3 Gliceraldehido
3-1‘osfato

Fig, I-1. Via hexosa 'mon tqsfa{:vb (Cont.).



}por 1o us’ia cantidad de glucosa que entra ayla v&a hexosa mono-_

fusfato; esfﬁ regulada por la cantidad de NADPi’que—resulta de,la
Voxidacién del’ NADPH. e -

La enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (GGPD) ‘es la enzi‘
ma. que mis se ha investigado. Esta cataliza la oxidacién de la glu
cosa 6-fosfato (G6P) dando la 6-fosfogluconolactona que répidamen—
te se transforma en 6-fosfogluconato (6PG}. Durante la reaccién el
NADP+ se reduce a NADPH, La enzima se purifica en el estado crista
lino, actualmente se dispone de amplia informacién respecto a la -
especificidad del sustrato, constante de Michaelis y curvas del pH
éptimo. El peso molecular de la enzima altamente purificada es de
éao 000 Daltons, pero en su estado natural es probablemente alrede
dor de 105 000 Daltons.

La G6PD se disocia en subunidades de tamafio pequeiio (40 000 &
50 000 Daltons) en la ausencia de NADP*. La enzima se inhibe fuer-
temente con cantidades fisiolégicas de NADPH y en menor medida por
ATP. Su actividad media normal es aproximadamente de 8.3 U.I,/g de
hemoglobina. (V,

max.,
Usando 1a prueba estandar de la OMS, donde las actividades de

a 37°C, pH 7.8).

la G6PD y la 6PGD se miden juntas a 25°C, la actividad por término
: =10



medioy‘noi‘r'r.aai eéfde -6 U I, /g de hemoglobina.

zima va perdiendo su actividad a medida qu

‘sa deaplaza electraforéticamente como una: handa p

Se conocen muchas mutaciones que 1nf1uyen obre la

'Aestabilidad y propiedades cinéticas de 1

+' GSPD
Glucosa 6-fosfato + NADP - ———>

S-fos!‘oglhconoiactona 4

gluconolactona

6—tosfogluconclactona + HZO hidrolssa

6-fosfogluconato

La enzima fosfogluconato deshidrogenasa cataliza la’oxidaqién
del fosfogluconato a ribulosa 5-fosfato con la liberacién de CO2
en presencia de NADBY que se reduce a NADPH. Tiene una actividadb
normal promedio aproximadamente de 8.8 U,I./g de hemoglobina.

(Vméx a 37°C, pH 7.8). Tiene movilidad electroforética variable.

. GPGD
6-fosfogluconato + NADP® ————

D-ribulosa 5-fosfato + NADPH + H'

‘La ribosa fosfato isomerasa interconvierte la ribulosa S-fos-
fato a’'ribosa S-fosfato. Es una enzima muy dinfémica, su actividad
es de aproximadamente 200 U,I./g de hemoglobina. (Vméx. a 37°C,. ﬁHv

-7.6). ribosa fosfato isomerasa

Diribulosa 5-fosfato

D-ribosa S-fosféto

11



Larihulosﬁ fos'tt‘atoy epimei‘as ctﬁa sobre la ribulosa 5—tosfa

’D-:énﬁlosa B-fosfato

La ‘transcetolasa transfiere dos .A&tomos de carbono de la xilu="
1osa 5—fosfato a la ribosa 5-fosfato, formﬁndoae un azﬁcar de trea

““carbonos, el gliceraldehido 3-fosfato y la sedoheptulosa 7-fosfato
ﬁn azficar de siete carbonos, ademés puede catalizar la reaccién en
tre la eritrosa 4-fosfato y la xilulosa 5-fosfato produciendo frug
tosa 6-fosfato y gliceraldehfdo 3-fosfato, en presencia de la coen
zima pirofosfato de tiamina. Tiecne una actividad de 0.2 U.1./g de
hemoglobina. (Vm&x. a 37°C, pH 7.6). Su actividad se utiliza como
fndice de una aportacién adecuada de tiamina en la nutricién. Se

estudia por métodos electroforéticos.
transcetolasa
D-xilulosa 5-fosfate + D-ribosa S5-fosfato ——————-—u-d
—
D-sedoheptulosa 7-~-fosfato + D-gliceraldehido 3-fosfato

transcetolasa
——————
e t——— 4
D-fructosa 6-fosfato + D-gliceraldehido 3-fosfato

D-xilulosa 5-fosfato + D-eritrosa 4-fosfato

La transaldolasa cataliza la conversién de sedoheptulosa 7-
fosfato y gliceraldehido 7-fosfato en eritrosa 4-fosfatc y fructo-

12




. 8a-6-fosfato, lo cual proporciona:otro medio ﬁera\ iqs V;JuAscea mole

culares que:se’llev

Parece ser ‘que la actividad de’ la'via hexosa monofosfato esté

régulada por la concentracién de élutatién oxidado {GSSG), ya que
al aumentar la concentracién de GSSG, se produce un amumento en la
cantidad de glucosa que entra en la via hexosa monofosfato, produ-
ciéndose NADPH, que va a reducir al GSSG, para obtenerse glutatién
reducido (GSH), y a través de este mecanisno preservar las enzimas
vitales y la hemoglobina. E1 GSH también reduce pequefias cantida-
des de hemoglobina oxidada, la metahemoglobina. También aumenta la
actividad de la via hexosa monofosfato cuando el eritrocito se ex-
pone a una substancia oxldante. Por lo tanto el GSH es un componen
te clave del sistema que se encarga de proteger a la hemoglobina,
las enzimas y membrana del eritrocito de los efectos nocivos de la
oxidacién, Ademés del NADPH y el GSH, hay otros componentes comor
son: la G6PD, la glutatidn reductasa (GSH-R), la glutatidén peroxi-
dasa (GSH-P), la glutatién sintetasa (GSH-S) y la metahemoglobina
reductasa. De las enzimas anteriores, las de la aintesis y del me-~
tabolismo del glutatién, son esenciales para reciclar el NADPH o

13



NADP ', generando asf.el cpféctor que permita- funcionar a-las deshi

drugehasga de la via hakqsa ‘manofos!‘aéo. :
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1I1. PANORAMICA DE TRASTORNDS QUE INVOLUCRAN ESTA ‘RUTA.

Lal via hexcsa monof‘osfato genera NADPH en las dos’ primeras fa
"séa. ,zba tr_-avéa ;!e lgs enzimas glucosa’ 6~-fosfato deshidrogenasa y:6-.:.
fcsfcglgcbnato t;'levshiidrc‘:genaa. La producqién de NADPH est& ligada
‘a 1areducc16n dei Lgl\.it%l'tién y 5 través de este mecanismo a la pre:
'ge;-v;vpisléi;de;lvas'e‘nzibmasw\;itales y de. la hemoglobina del erlh{céi-
to. »f;'equeﬁas c‘antidades‘ dé. hemoglobina oxidada, metahemoglobina,
- son red‘uéyidaa‘ pot el gl'utétién reducidé. La actividad de la via
hexosa monol‘oat‘ato aumenta cuando la célula se expone a  una -Subs-—
tﬂncia oxidax;te. 51 en. esta via: metabblica hay deficiencia de algu
‘na‘de 1as enzimas que dan lugar al NADPH, el glutatién oxidado (GS
SG)F,’ pr:;duCidO en la reduccién de la metahemoglobina, no se puede
redu}:ir ¥y la-hemoglobina oxidada da como resultado una molécula
desnaturalizsa‘da la cual precipita formando los cuerpes de Heinz
que se adhieren a la membrana produciendo rigidez y tendencia-a la
“hemblisis dando lugar a un cuadro hemolftico. lLa deficiencia mode-
rada. de alguna enzimaq de esta via puede no asociarse con anemia,
aunque, gi los eritrocitos son expuestos m un agente oxidante, pug
de aparecer un episodio de anemia hemolftica mguda.

Los sindromes de anemia hemolftica pueden estar asociades con
deficiencias a nivel enzim&tico tanto de la via hexosa monofosfato
como del metabolismo del glutatidén,

Estas deficiencias enzimfAticas pueden originar dos tipos de

sindromes hemoliticos:

1), Los que su patogenia se debe en gran parte & la incapaci-

15




5 dadhparv'

globina

4 D tias relacionadas con la v.{a hex

istema NADP /NADPH la destruccibn de 105 peréxidos y o

educcién del glutatibn. (Fig, II—l)

'La enzimas claramente asociadas con anemia hemolitica esen—

cial que se. encuentran en la via hexosa monofosfato y en el metabo
lismo del glutatibn son la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PD),
la ﬁlutatién peroxidasa (GSH-P), la glutatién reductasa (GSSG-R);
la deficiencia de gama-glutamil-cisteina sintetasa (Y-GC-S) y la
glutatién sintetasa (GSH-S), dan lugar a una deficiencia de GSH.

Las enzimas relacionadas con la vin hexosa monofosfato asocia
das con anemia hemolftica esencial o su asociacibén con deficiencia
incierta son: la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD) y la gluta
tibn peroxidasa (GSSG-P).

Por ensayo de eritrocitos, se encuentran deficiencias enzimb-
tfcas como NADH-metahemoglobina reductasa y NADPH-metahemoglobina
reductasa.

A excepcidn de la deficiencia de G6PD, las enzimopatias res-
tantes de la via hexosa monofosfato y las del metabolismo del GSH,
son excepcionales y su expresividad clinica suele ser superponible
a la deficiencia de G6PD, es decir, se presenta hemblisis general-

16



Pentosa

Piruvato

Lactato

Fig. II-1, Papel de la G6PD en el mantenimiento del glutatién en
estado reducido, a través de la reduccibén del NADP , haciendo posi
ble asf, la reduccién del glutatién oxidado (GSSG) y el papel del
GSH en la conjutadién con la glutatién peroxidasa en la destoxifi-
cacidn del perdxido. 17



mente aguda, desencadenada por agentes oxidantes. No obstante; el’
sindrome hemolitico es casi siempre crénico ¥y en algunos casos‘ se
acompaiia de retraso mental y acidosis metubélicé, con eliﬁinacién_:
urinaria del &cido piroglutfmico (oxoprolinuria). Aunque con cier-
tas variaciones de un paciente a otro, la anemia suele ser poco in
tensa y puede agravarse por efecto de substancias oxidantes.

La deficiencia de GSSG-R, se observa relativamente frecuente_
en el curso de diversas enfermedades, ahora se sabe que en reali-—
dad se debe a una deficiencia de un cofactor de la enzima, el fla-
vin-adenina-dinuclebtido (FAD), el cual depende del metabolismo y
aporte en la dieta de la riboflavina (Vitamina Blz): puede haber -
disminucién de FAD en una variedad de estados patolégicos e inclu-
so en algunos sujetos aparentemente normales. Por esto, la medida _
de su actividad enzimfitica puede Ber empleada en la préctica, como
una forma indirecta de conocer la concentracién de vitamina B,? en

el organismo.
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"III.. DEFICIENCIA DE GLUCOSA.

ANTECEDENTES HISfORICOS.V

acerca del efecto hemolftico de un fﬁrmaco antipalﬁdico, la prima—

quina, dando como resultado la deficiencia de G6PD, Los intentos
para determinar por qué s&lo algunos individuos eran susceptibles
al efecto hemolitico de estos farmacos, generalmente fueron infruc
tuosos. Se pudo estudiar por primera vez esta reaccibén hemolftica
en condiciones muy controladas, durante la guerra de Corea. Usando
la nueva técnica de marcaje con cromo radiactivo (51cr), se demos—
tré que la sensibilidad al fArmaco era debida a una anomalfa in-
trinseca del eritrocito y que la anemia hemolitica era autolimita-
da, es decir, que después del episodio hemolitico inicial el nivel
de la hemoglobina volvia a la normalidad, afin si se continuaba ad-
ministrando la misma dosis de primaquina que habfa provocado ini-
cialmente la hemblisis. Si se transfundian hematfes de pacientes
que habfan sufrido una hemblisis y que continuaban recibiendo el
férmaco, a un paciente sensible a la primaquina, estas células e-
ran insensibles & la hemblisis; y al contrario, si se transfundfan
eritrocitos de un paciente sensible a la primaquina a un individueo
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'tratada,pr,eviamente con este fArmaco, estos eritrocitos se destru_i_
‘:an répidamente. Por lo tante, al parecer los eritrocitos de los in
dividuos sensibles a la primaquina eran heterogéneos con respecto
'ayila sensibilidad a los férmacos y estos eritrocitos se destrufian_
répidamente después de la administracién del farmaco, mientras per
sistia una poblacidn no sensible. Al marcar los eritrocitos con --
hierro radiactivo (nge) se demostrdé que esta sensibilidad estaba
en funcién de la edad del eritrocito, lo que orientd los estudios
hacia el metabolismo del eritrocito, ya que se sabfa que la activi
dad de ciertas enzimas y prcceéos metabdlicos disminufan a medida_
que envejecian los eritrocitos. Se encontré gue las células senai-
bles a la primaquina tenfan un nivel bajo de glutatién reducido, -
que impedia a la célula protegerse del estrés oxidativo. Finalmen-
te al estudiar las vi{as de reduccidén del glutatidén del eritrocito,

se encontrd una deficiencia de la enzima GE6PD.
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Pax‘a hacer frente a todos los. daﬁus externos e internos a que

senciales .

Los eritrocitos utilizen casi exclusivamente el glutatién re- :

. ,ducido, para neutralizar la tioloxidacién. Como el glutatién oxida

do es reducido metabblicamente: por el fosfato de nicotinamida ade—‘
nin dinuclebtido reducido (NADPH), y la primera fuente principal -
de NADPH es la reaccién que cataliza la enzima G6PD, por lo tanto_
esta enzima ocupa una posicién importante para asegurar la estabi-
lidad y viabilidad del eritrocito. Como muchas enzimas, la GE6PD s&
lo utiliza un bajo porcentaje de su capacidad mAxima de actividad,
lo que explica por qué cuande las variantes bajan su actividad dan
do un bajo porcentaje del rango normal, el funcionamiento del eri-
trocito es casl normal y sblo en condiciones de estrés particular_
se puede afectar la viabilidad y/o funciones del eritrocito afecta
da.

Normalmente en las células jévenes, la GOGPD est4 mhs elevada
que en las células viejas, por lo que en las personas con deficien
cia en G6PD, las células mhs viejas son las que se destruyen.

La susceptibilidad hemolftica de las personas deficientes de
G6PD puede aumentar considerablemente durante una enfermedad o a -
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varios fﬁrmacos oxidantes.como lak

consecuencia de ia'gxposicié

primaquina, sultamida 3 nitr fura toinas' Bmincquinolonas

La demanda aumen

msntando asi la actividad intracelular deila’ GGPD y el ciclo .detla.. -

hexoaa moncfosfato. E1l fracaso de los eritrocitos deficientes

»GGPD para hacer frente al ‘agotamiento agudo o crénico de e uivalen

tes reductores, tales como NADPH y GSH, repreaenta el evento
cial que lleva al dafio y destruccibén del eritrocito.

'La deficiencia de G6PD es la enzimopatia més trecuentéyy por
lo tanto 14 més estudiada, tanto clfnica como molecularmente aﬁ un
elevado nfimero de grupos &tnicos diferentes. Se ha . encontrado en
la raza blanca sobre todo en los sefarditas y otros grupos étnicos
del litoral mediterréineo, indios americanos y orientales; con ma-
yor frecuencia en la raza negra, alrededor del 10% de los negros
varones de E. U, Esta carencia estid extendida por el mundo entero,
afecta del 2 — 3% de la poblacién mundial y es responsable de casi
un tercio de los casos de anemia hemolftica no esferoc{tica, créni
ca o recidivante. Se caracteriza por una concentracién deficiente
de G6PD en eritrocitos, pero concentracidn normal en leucocitos y
plaquetas.

Se puede presentar una forma més grave, cuando hay deficien-
cia de G6PD en'leucocitos y eritrocitos, lo cual ocasiona mayor a-

nemia por sensibilidad a las habas y a diversos medicamentos; ade-
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més se; han encontrado du‘arencias ‘en la grnvedad d
cl!nica Y en el grado da* depresiﬁn de los niveles

. los eritrocitos ¥ leucocitos.

‘mico es_un _hecho bien conocido, siendo precisamente
dad la que ha ejercido una presién genética positiva ".'e - i‘avc;xi de
la prevalencia de la enzimopatfa. Esta elevada rrccuencoﬁ del: défi
cit de G6PD se acompafia ademfs de un acusado pleomorrismo‘ger‘xético‘
qﬁe es expresién de un gen situado en el cromosoma X. Su. tr:ansmi—
sién hereditaria se halla por tanto ligada al sexo y la expresivi-~
dad clinica es completa en varones hemicigotos y mujeres homocigo-
tas. En una mujer heterocigota hay una expresidn parciz;l, tiene
dos poblaciones de eritrocitos, una normal y otra deficiente,

Debido al fenbmeno de inactivacién cromosémica durante el de-
sarrollo embrionario (fenémeno de Lyon), el mecanismo generalmente
equilibrado (50% de actividad) de los Bujetos heterocigotos, puede
presentar un desequilibrio hacia el cromosoma X normal (100% de ac

) tividad) o hacia el portador de la mutacién (0% de actividad). En
el primer caso, la deteccién del déficit resulta totalmente imposi
ble, a excepcidn de que el estudio familiar demuestre que se trata
de un portador forzoso y en el segundo se observa un comportamien—
to clinico superponible al estado homocigoto.

Los estudios de caracterizacién molecular (propiedades cinéti
cas, electroforéticas o de estabilidad molecular) de las enzimas
deficientes, han permitido identificar hasta la actualidad mis de
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reldclonad
Vmim;do ’cpﬁgo!ffamiento c;nébiqo‘ : embaxjgb_.’ la natf.uralezar de 1‘5 2
muf,aciénr s§ln se ha iﬁentific;aéo en cuﬁl‘cro‘ ‘;ariahteé , una de.. 1a's'i
- cuallyes posee actividad aupériér a la no;'mal (GepPD Hecktqehs.: Adé—
més, ‘debido a- la complejiéad particular del gene G6PD y al mecanis
mo aparentemente heterogéneo de su expresibén en diferentes tipos
de células, todavia existen algunas dudas estructurales. A pesar
de estos problemas, se han llegado a algunas conclusiones, la més
importante parece ser la reciente identificacién de las bases mole
culares de la deficiencia de G6PD en un nimero de alelos GEPD-mu-
tantes, de las cuales 4 estln asociadas con manifestaciones clini-
cas, hemblisis en 3 e ictericia neonatal en 1., Asf, se encontraron
6 variantes, incluyendo G6PD Mediterréfinea, que tienen un sélo pun~
to de mutacién. La enzima normal se designa como GEPD B{+), dos en
zimas mutantes que predominan en negros americanos son G6PD A(+) y
G6PD A(-), amunque al parecer se trata de la misma mutante estructu
ral, en la cual la G6PD A(-) se deriva de la G6PD A(+) como resul-
tado de una mutacidén adicional superpuesta, ya que la G6PD A(-)
muestra dos puntos de mutaciones separados, uno de los cuales se
encuentra también en la G6PD A(+).

La heterogeneidad genética es grande y se expresa en diferen-—
tes grupos como una variacién en las propiedades electroforéticas
y catalizadoras de las enzimas en el grado de la deficiencia en el

tipo de células afectadas en el organismo, en el tipo de fdrmacos
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v'oxidantes que producirén la hem&lisis y en 1a. susceptlbilidad a u-

r'na hem&lisis'crén a'oa 1a ictericia neonatal

AN ESTACIONES CLINICAS. La deficiencia‘ de GGPD suele presentar—' s

- de ~1a ,ingestiﬁn del agénte 'oxidahte; 'a vece

" patitis aguda y también trastornos metabblicoa divereos entre -los
: que destaca le cetoacidosis diabética. Aparecen cuerpos de Heinz
en.los eritrocitos, empleza a disminuir répidamente la concentra-
cidn de hemoglobina. Conforme avanza la hemblisis, los cuerpos de
Heinz desaparecen de la circulacidén, quiz& eliminados por los ma-
créfagos esplénicos. En casos graves se pueden presentar dolores
abdominales o lumbares, se presenta hematuria. En el término de 4
a 6 dias, generalmente aumenta el nimero de reticulocitos excepto
en aquellos casos en los que el paciente recibe el ffirmaco en el
tratamiento de una infeceibn activa.

La ictericia neonatal a veces grave, es relativamente frecuen
te en la deficiencia de G6PD, especialmente en casos de variantes
severas. Con mucha menor frecuencia, la deficiencia de G6PD puede
cursar con un sindrome hemolftico crénico, cuyas caracteristicas
clinicas son superponibles con la deficiencia de piruvato cinasa

(PK) y esferocitosis hereditaria (ictericia, esplenomegalia, tras-
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b'tornos 6seos ¥ 1itiasis biliar) Estas variantea suelen caracteri—

‘trocitnria. De acuerdo con ello, Beutler ha clasiti jdo clinicamen

{.ta la deficiancia de G6PD en 5 grupos o clases diterentes (Tabla
'vIII 1)..Los grupas més frecuentes son el Ir: y el III y las varian-

asintométicas haeta

. tea incluidas en ellos se caracterizan por se;

que el paciente entre en contacto con el agente

xidan:e.v En este
caso sobreviene una crisis hemolitica de 1ntehaidad variable, se-
guida de un proceso de recuperacién répido.

Las variantes del grupo II afectan preferentemente a’'los indi
viduos que habitan el litoral mediterréneo y se caracterizan por'u
na notable disminucién de la actividéd de la G6PD eritrocitaria
(= 1%) y leucocitaria (20-26%). Una forma clinica peculiar muy freg
cuente dentro de las variantes de la raza blanca es el faviemo o
hemdlisis aguda después de la ingesta de habas o de la inhalacién
del polen de habas. Es una de las consecuencias més graves en po-
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tencia, de la def}qienéia de G6PD. El favismo puede presentarse a
,:cugléqier edad e incluso despué; de haber tenido contacto previo
'sinrféapqiﬁn,Lcon Hapas; aunque laé per;onas méAs susceptibles son

los niﬂéé de eaadtinférior a los S afios. El inicio de la hemélisis
1iaug;grse§‘m§§fbfupéo,;ppedg}ocqr?ir en las primeras horas después

-rdeilaALngestién de habﬁs. Por 'lo regular, se inicia gradualmente,

7}}'lé{h€m6lisig'séA}uQAe'aﬁreciar al’le § 20 dfa después de ingerir
n}ss ﬁaﬁé;}’se ﬁrééenta fambién fiebre, ﬁostracién, hemoglobinuria,
f:eﬁllg qﬁé} 1A,obin; p;ede aparecer roja o francamente negra, ane-
y mia:intensa & en algunos cagos graves, puede surgir un shock en po
’.éo tieﬁpo. El favismo presenta una relacidén muy clara con aquellas

poblaclnﬁéa en las que las habas constituyen un componente habi-
ftual de la dieta.

El mecanismo de la hemélisis en el favismo se atribuye al e-
fecto que producen ciertos derivados de las habas sobre el GSH eri
trocitario, entre los que sobresalen la divicina y el isouramilo,
glucbsidos muy abundantes en esta leguminosa. Dentro de este grupo
destacan, por su frecuencia, la variante G6PD Mediterrfinea A(~) y
otros de caracteristicas moleculares similares. Estas variantes
son especialmente frecuentes en Grecia, Italia y Espafia y se ca-
racteriza por sd notable inestabilidad molecular.

Dos variantes del grupo III se diferencian de 1las anteriores
por presentar mayor actividad de G6PD eritrocitica (5 - 15%) y una
actividad de G6PD leucocitaria précticamente normal. Por lo que la
anemia es en general menos intensa que en las variantes del grupo
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s{;e gi‘ po se halla la variante . propia de’ 1}: féza

)Ly la mas frecuente en Espaiia, - la variant::e G6PD

3 Finalmehte, las variantes del grupo 1 son las més raras y Jun

“to aﬁy}.a deficiencia enzimftica eritrocitaria se acompafian de una

g!‘jah;'q‘isyr"niriuéién de la actividad de la G6PD leucocitaria. Estas va
ki-i‘gm:e’s se caracterizan por presentar propiedades cindticas pecu-
ljiares y con frecuencia se acompafian de anemia hemolftica crénica
y-disfuncién granulocitaria, sindrome parecido a la enfermedad gra
nulomatosa crénica.

~ DATOS DE LABORATORIO.- Cuando no hay hemélisis loa eritroci-
tﬁs se ven con microscopio éptico, morfolégicamente normales, S&lo
con microscopia electrénica, se observan diferencias de textura
del estroma. Afin cuando se presentan episodios hemoliticos, los
cambios morfolégicos no son muy notables. Al administrar un férma-
co ‘hemclltico. se foerman cuerpos de Heinz en los eritrocitos, 1nmg
diatemente antes. de la hemdlisis y en sus primeras fases,

Los cuerpos de Heinz son partfculas de protefnas desnaturali-
zadas inicialmente hemoglobina, formados debido a una agresién qui
mica de niveles aumentados de H202 por defectos hereditarios de la
via hexosa monofosfato.
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.Tabla TIIl.1l.

CORRELACION CLINICOMOLECULAR

DE LA G6PD
Grupo o Acﬁividad Actividad Expresividad Ejemplos
clase Hematfes = Leucocitos clinica
1 E o 0 Anemia hemolf{- Variantes raras

tica crénica
Gd(-)} Barcelona
Infecciones de

repeticién
11 Asintomética o Variantes medite—
Anemia hemolf{-. rréneas
tica aguda Gd(-) Medite—
Medicamento rrénea
sa
favismo
111 AsintomAtica o Variantes de la
raza negra Gd(-)A
Anemia hemoli- Variantes de la
tica aguda raza blanca
Medicamentosa Gd(-)Bética
Favismo (raza
blanca)
v . 1007 77100 . Asintomética Gd(+)B {(raza blan
L St ca
Gd(+)A (raza ne-
: gra)
i tV,; . ﬁle, : =150 .. AsintomAticas Gd(++)Hecktoen
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La hemoglobina desnaturalizada se fija a la membrana del eri-

trocito, alterando la permeabilidad catiénica, con pérdida de agua

.y de iones potasio, ganancia de iones sodioc y disminucién . precoz

de ATP. Algunas porciones de membrana lesionadas de esta mahera.
pueden desaparecer del eritrocito por microesferulacién o fragmen—
tacién produciendo esferocitos.

Los cuerpos de Heinz miden de 0.3 a 2.0 micras de difmetro. -
Al microscopio 6ptico aparecen como pequeiilas inclusiones redondea—
das o angulares. Después de la hemblisis persisten y oparecen adhe
ridad a‘la membrana celular. Se demuestran fhcilmente con la tin-
cién supravital con cristal violeta, nuevo azul de metileno o azul
de cresil brillante. Son invisibles en extensiones tefiidas con el
método de Wright. Con el microscopio electrénico se observan como
mas densas que empiezan a formarse en el centro del eritrocito y
luego se adhieren a la membrana celular. Al adherirse los cuerpos
de Heinz, provocan una distorsién en la membrana celular del eri-
trocito, también las particulas asociadas a le membrana se reorga-—
nizan agregfndose sobre la regién de los cuerpos de Heinz.

’ Los cuerpos de Heinz no pueden atravesar las hendiduras del
seno esplénico, por lo que al circular por ellos se quedan en la
pulpa roja periéinusoide para ser fagocitados por los macré6fagos.

Si la anemia hemolftica es muy grave, se podrén observar esfe
rocitosis y fragmentacién de los eritrocitos en el frotis tefiido.
Se puede presentar hiperbilirrubinemia en diferentes grados. Debi-
do a la disminucién de hemoglobina, aparece reticulocitosis y se
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observa po}icrémasia‘ép;lgfﬁinclén,

LEl diugnﬁ;tiua‘devia dqficiencia de G6PD depende de la demos~
trac;6n~de unéjééﬁividad enzimdtica disminufda, puede ser por .me-
Hio de ﬁn‘eﬁséyé éhahtitativo en el cual generalmente se mide el
grgdo'dg'iqduéq%éﬁ‘ael'NADP+ a NADPH en un espectrofotémetro ultra
:Qioieé;.'?aﬁsién ;e pueden hacer pruebas exploradoras, 1las cuales
'aén,bgstanté aceptables y los reactivos que se utilizan para prac-
,.ﬁicar éstos métodos se encuentran en el comercio ya preparados. U-
 na de estas pruebas en el mé&todo fluorescente, que es probablemen-—
te la més satisfactoria. No hay problema para detectar deficiencia
enzimAtica en un varén plenamente afectado (homocigoto) cuando no
presenta crisis hemolitica, por medio del ensayo o de las pruebas
exploradoras. Sin embargo, cuando un paciente con deficiencia de_
GEPD A(-) ha sufrido un episodioc hemolitico, sf hay dificultades,
va que al destruirse las células mis viejas, salen a la circula-
cién células jévenes, haciendo que las enzimas suban su nivel, in-
crementando asf{ la actividad hacia la normalidad. En este casoc, de
be sospecharse deficiencia de G6PD, ya que la actividad enzimética
deberfia estar aumentada debido al mayor nlmerc de reticulocitos..
Si se centrifuga la sangre, se pueden estudiar los eritrocitos més
densos, que son los més viejos, para detectar deficiencia de la
G6PD del tipo A(-) en individuos que han sufrido hemblisis reclen-
te. También puede esperarse a que los eritrocitos envejezcan lo .su
ficiente para demostrar su deficiencia enzimAtica.

Es més diffcil el diagnéstico de la deficiencia enzimﬁt;ca he

3r



x iricar la deficiencia de GEPD en subtipos (Mediterrd
‘nea; ‘A(—‘)‘, Caﬁtéﬁ; etc.) se necesita el uso de técnicas bloquimi-
cas:relativamente complicadas. Se debe purificar parcialmente 1la
enzima,- después determinar su K"| para el NADF‘+ y glucosa 6-fosfa~
'to, la‘utilizacién de substratos anélogos, pH &ptimos y la movili-
dad electroforética en sistemas esténdar. Esta clasificacién es (-
til para valorar si la etiologfa de la anemia nc esferocitica se
debe a la deficiencia de G6PD. Por ejemplo, se tiene un paciente
negro con hemdlisis crénica, se le determina una variante de G6PD
A{-), entonces la hemblisis se origina por otro padecimiento.r Peror
si se encuentra'una variante rara termolébil, lo .mAs probable es
que le deficiencia de G6PD desempefie un papel importante.en la e-
tiologfa del proceso hemolftico. ‘

III. A4, DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

La anemia hemolitica inducida por fﬁrmacos, dabida a. la defi— 3




- cie'hﬁ:ia "de‘quD! se parece a la anemia hemolftica inducida por fég

ma;osyésbciéq; con hemoglobinas inestables en sus manifestacliones
clinicasy en" alguﬁas de laboratorio. Tembién otros defectos enzi-
: ;'miéfi_q‘os"én ira via hexosa monofosfato como la- deficiencia de GSH
‘ain{;etgég,‘(-glut;amil cisteina sintetasa o  quizd GSH reductasa,
p\{édénbélimu‘la‘r deficiencia de G6PD. para descartar las hemoglobing
Ipa‘tiars'se puede bracticar una prueba de estabilidad y electrofore-
“s{a bdei')rwmorglubina, éstas son norrﬁales en la deficiencia de GG6PD.
En ]@s hemoglobinopatias y en la deficlencia de G6PD, algunas de
lasy"prgebas exploradoras, sobre todo la del prusiato-ascorbato,
i pueden dar. resultados positivos, las pruebas que serén solamente
positivas en la deficiencia de G6PD gon la prueba exploradora flug
reséente o un ensayo de G6PD.

III. 5. TRATAMIENTO.

La deficiencia de G6PD carece de tratamiento causal y siempre
debe ser paliativo, a base de transfusiones sangufneas cuendo la
situacién hematolégicn lo requiera, sobre todo cuando exista un
compromiso hemodinémico. Una vez establecido el diagnéstico, debe
procurarse evitar el contacto del paciente con todas aquellas subg
tancias ‘capaces de desencadenar el cuadro hemolitico. En la Tabla
I1I. 2. se detallan medicamentos de actividad hemolftica, En el ca
so de nifios con ictericia neonatal, debida a deficiencia de G6&PD,
necesitan exanguinotransfusién. En las regiones donde se presenta
con frecuencia este padecimiento, hay que cuidar de no transfundir

sangre de sujetos con deficiencia de G6PD a estos nifios. Se ha vis
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@ obaerv6 que a medida -

) que aumenta as; dad e la poblacién. disminuye la incidencia de la

deficiencia de GGPD En tro estudio de una sociedad americana de

" un sector derpc§1ap;§é débilyeconémicamente se encontré una ‘inci-
Vrdénci;f&és Alté:de ééhes éfricénos‘y una vida media mAs corta, lo
. que causarfa una diéHinuci&n en la incidencia de la deficiencia de

GGPD,coﬁ;éf:gnvéieéimientn de los individuos, pero no habrfa una
:rglacién dé’éausa-efecto entre la deficiencia de G6PD y la vida mg
tdial Aunque no se recomiendﬂ el estudio de la poblacién a nivel co
vmunidad, ya que los tipor comunes de deficiencia son benignos, po-
dria ser ﬁtil estudiar la posible deficiencia de G6PD en todos los

~enfermog que 1ngresanval hospital.

a4



Tabla'IIz—z. Cchpuéét§s ﬁuerée‘cond
ritrocitos . deficientes en:glucosa.6

Analgésicos:

Acetanilida

Acido acetilsalisf{iico®
Acetofenetidina (fenacetidina)

Sulfamidas y sulfonas:
Sulfanilamida
Sulfapiridina
Diafenilsulfona

N-acetilsulfanilamida e

Sulfisoxasol (Gantrisin)®
Tiazolsulfona
Salicilazosulfapiridina (Azulfadina)
Sulfoxona

Sulfametoxipiridazina (Kynex)

Antipalidicos:
Primaquina
Pamaquina

Agentes antibacterianocs no sulfamidicos:
Furazolidona

Nltrofurnntoiga {Furadantina}
Cloramfenicol

Acido para-aminosalicflico

Diversos:
Naftaleno

Acido nalidixico
Azul de metileno®
Fenilhidracina
Acido ascérbico

a S6lo ligeramente hemolitico en G6PD-en désia huy elevadas.
b Hemolitico en la G6PD Mediterrénea pero no en A( ) o Cantén.

c En dosis masiva.
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¥-glutamil-cisteina + ADP + P

Jiglutatién sintetasa

)
Mg2+

glutatién + ADP + e,

as ;catalizan los hemolizados de eritro-

rocitos normales. La capacidad de los eritrocitos -
sintetizar el glutatién es 150 veces mhs la velocidad de re-_
’.éémbio. e .
= “}Purecc»a ser que la funcidn princifpal del GSH en el eritrocita,
es ia destoxificacién de los bajos niveles da-Heo2 que se pueden —
formar espontfineamente o los producidos por la administracién de -

ciertos fhrmacos. De cualquier modo se puede formar primero el ra-
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dical éuberéxido. para que luego la superdxido dismutasa.:lo con-. =

2

cobre. Enseguida la glutatién peroxidasa reduce el H202 a H2°~' Eg= -

ta enzima. contiene selenio. A mayores cantidades de peréxidc;,r ia' -—  )

vierf:a en H 02; la guperéxido dismutasa es una enzima qué ‘coqfiéné

catalasa proporciona proteccién adicional, debido a que es-una pro:

tefna del hem que descompone el H202 en 0_. En el proceso de redug

2
cidn de los componentes oxidados del eritrocito, el GSH en conver=
tido en glutatién oxidado o también puede formar disulfuros:mixtos :
con’ los grupos sulfhidrilos titulables de la hemoglobina (a 937 cig
tefna).

El eritrocito tiene ademis un mecanismo eficiente para redu-_
cir el GSSG a GSH, se trata de laenzima glutatién reductasa, la -~
cual es una flavoproteina que contiene probablemente dos moléculas
de flavin-adenfn-dinucledtido (FAD)}, que cataliza la reduccién del
GSSG, con NADPH o NADH como donadores de hidrégenc. En la célula -
intacta parece ser gle s6lo funciona el sistema NADP+/NADPH.

A pesar de que los estudios sugieren que es importante el con
trol genético en la actividad de la glutatién reductasa, la ribo~_
flavina contenida en la dieta influye mucho en la actividad de eg-
ta enzima.

Como cierto;z disulfuros, el GSSG inhibe la hexocinasa eritro-

citaria, aunque al parecer, se necesitan niveles més altos que los

fisiolégicos,




V. DEFICIENCIA DE METAHEMOGLOBINA REDUCTASA.

La metahemoglnbina es “un’ derivado ‘de 1a hemoglohina en el que

el hierro ferroso se ‘oxida a su fcrma férrica (hemina) Consta de

cu tro cadenas palipeptidicas y cuatro moléculas de hemina. Fbrmé

parte de 1 ‘hemoglobina "1nectiva" es incapaz de combinatse de mo
do reversible con el 02 y el 002, desvia la curva de disociacién -

‘del’ 0 y entorpece su transporte desde la sangre a los teJidos. En

cantidadea anormalea produce una “anemia" funcional con cianosis.

El grado de éiBUOBiE no slempre esté correlacionado con la concen—
tracién de metahemoglobina., La concentracién normal puede ser has-
ta 0.24 g de metahemoglobina/1C0 ml de sangre, la concentracién me
~dia normal es alrededor del 0.4% de la hemoglobina total, o alrede
dor de 0.06 g de metahemoglobina/100 ml de sangre.

Aunque constantemente se estd formando una pequefla cantidad
de metahemoglobina, &sta es reducida por los sistemas enzimAticos
que se encuentran dentro del eritrocito que son por lo menos cua-~
tro vias.

La mAs importante es el sistema de la NADH-metahemoglobina re
ductasa conocida también como NADH-diaforasa I, esta es una enzima
flavinica a la cual corresponde el 90% de la capacidad reductora
de la metnhemogiobinn del sistema ligado al NADH.

La NADH-diaforasa II es otra enzima que reducé la metuhemoglg
bina. Es una enzima no flavinica, que explica el otro 10% restante
de la capacidad reductora de la metahemoglobina ligada a NADH.

La NADH-diaforasa cataliza un paso en la via principal para
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la reduécién de l'anetahemégléb’ina'~‘re’d\;\cie'ndo Jel citocronio‘b5, u-'

sando como donador de lectranes 1 NADH. El‘citocromo’ b prnduci— ': ’

E La metahemoglobina
; ’nbsorcién a 532 ‘Am.

La’ metahemoglobina puede reducirse: wen e rma noe enzimétlcn por

oﬁrgs formas que principalmente‘funcionan como sistema de reserva,
‘son el 4ecido’ ascérbico, el glutatién y la metahemogldbina reducta-

sa 'ligarda al NADPH. Sin embargo, este Gltimo sistema s6lc funciona

; en pr ia de un tr portador artificial de electrones, como
©por ejyemplo, el azul de metileno. Cuando el ritmo de formacién de
metahemoglobina iguala al ritmo de su reduccidn ya sea por medio
del sistema NADH-diaforasa o de mecanismos auxiliares como el as—
corbato o GSH, me mantiene un nivel constante de metahemoglobina,
La acumulacién de metahemoglobina se podré deber a un aumento
en la velocidad de formacidén de metahemoglobina, a deficiencia mar
cada de la NADH-diaforasa o una disminucién acentuada de la activi
dad de esta enzima, como ocurre tras la exposicién a TfArmacos o
substancias quimicas oxidantes, a este tipo de metahemoglobinemia
que es hereditaria se le llama metahemoglobinemia congénita debida
a deficiencia de NADH-diaforasa, la cual se hereda como una carac—
teristica autosdmica recesiva. Los heterocigotos tienen niveles
normales de metahemoglobina, pero niveles intermedios de la activi
dad de la NADH-diaforasa. El homocigoto tiene niveles del 10-15%
de metahemoglobina de la hemoglobina total y es cianbdtico. Ocasio-
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nalmente se ve una policitemia éém;) méciar}iamo compé_naador. De 10 a
25% puede no haber sintomas apnx‘éhie‘_s';' del 35450;% ‘dan sintomas le-
ves, como disnea de esfuerzo:y dolér 'de c'ahéza'; niveles superiores
a 70% son probablemente 1ata1es. La terapia con azul de metileno

~en esta forma de metahemoglubinemia hereditaria, reducird el nivel

de metahemoglobinemia, al parecer por activacibn del sistema de la
NADPH-metahemoglobina reductasa. g ;

En el caso de que los é{stemés':‘edﬁctores dentro del eritroci
to son normales, pero 715 estruétura molecular de la hemoglobina es
anormal. Una alteracién en la secuencia de aminofcidos de dos de -
las 4 cadenas polipeptfdicas (3 £;) produce una molécula de hemo-
globina que tiene tendencia aumentada a la oxidacién y una suscep-
tibilidad disminufda a que la metahemoglobina formada sea reducida
a hemoglobina.

Se han identificado 8 o mAs hemoglobinas aberrantes asociadas
a la metahemoglobinemia, a las cuales se les denomina formas diver
sas de la hemoglobina M. Se heredan como genes dominantes autosémi
cos, Este tipo de hemoglobinopatfa no responde a la terapia con a-
zul de metileno.

La mayoria de las metahemoglobinemias se clasifican como se-
cundaria o adquiridas. Provienen principalmente de la intoxicacién
por ingestibén, inhalacién o absorcién a través de la piel, drogas
o productos quimicos, sobre todo los que contienen grupos nitrados
o aminicos como la anilina y sus derivados, nitrato, nitritos y a}l
gunas sulfamidas. El sulfato ferroso produce metahemoglobinemia
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: después de 1 in| esta de una dosia muy grande.
En las metahemoglobinemias secundarias, el azul de metileno -

s muy et‘ica su. répida acc16n no se basa en su propia capacidad

: reductora sino en’su: aceleraci6n del mecanismo de reconversién ce-
Clulan. . SR
““La metahemoglobina se combina reversiblemente con varios pro-
ductos tiuimicos comos cianuros, sulfuros, perdxidos, fluoruros'y &
cidss. P«;.vr éu gran afinidad con el cianurc, las intoxicaciones cia
vnﬁricag deben tratarse con nitriﬁos para formar metahemoglobina
que luego se combina con el cianuro, asi el cianuro libre (sumame_q
te tbxico para las enzimas respiratorias celulares) se vuelve me-
nos téxico al transformarse en cianometahemoglobina.

Los sintomas de la metahemoglobinemia se deben a una capta-
cibn disminuida de oxigeno causada por la inactivacién de una gran
parte de la hemoglobina.

El diamgnéstico se basa en el antecedente de exposicién a a-
guas de manantial o ingestidn de firmacos. En la cienosis parda
que es producida por la combinacibn de metahemoglobina parda y he~
moglobina reducida de color rojo azulado y por #ltimo, en los ha-

llazgos en la sangre de metahemoglobina en cantidades excesivas.
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pauam\bs LS ‘CUERPOS ' DE 'HEINZ PARK ERITROCITOS DEFICIENTES &

EN GGPD.

.“0 e le ’aﬂaden 200, mg de glucosa.
- \iibleta de metilo: Se disuelven 0.5 g de violeta de meti-

‘rlo -] 2 0 g ‘de cristal violeta por . 100 ml de solucién salina.

) 3.~ Muestra de sangre: Puede emplearse como anticoagulante

' lfD;l‘A. oxalato doble o heparina, o bien sangre desfibrinada.

Método:

A 2 ml de solucién de acetilfenilhidracina en un tubo de ensa
yb, se afladen 0.1 ml de sangre, se mezcla bien y se coloca a baflo
mafia a 37°C. A las 2 hrs. se coloca una pequefia gota de la mezcla

T enun cubréob_jetos que luego se invierte sobre una gota grande - de
violeta de metilo colocada en un portacbjetos. Se deja reposar y a
los 10 minutos se investiga la presencia de cuerpos de Heinz en
las preparaciones asf{ obtenidas de 1la sangre del paciente y del
control. Si es necesario se repite el exémen a las 4 horas.
Resultados:
Se determine el porcentaje de células con 5 6 mis cuerpos de
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Control.= Entre 0
Paciente.- S;l‘es'ﬁ

sistema del gllrata:ﬁ'ién‘

/ tran’mas del-'a5% de c&lule
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PRUEBA DEL ASCORBATO DE. CIANURO. (Jacob y Jandl, 1966)."

Principio.- Se’ incuba la sangre con una_

ascorbato sédico, se genera H2 2 a partir de

del ascorbato y la hemoglobina :

tuboa de ensayo que se tapan y. al indef‘ni“. te a 20"

: 2.- Se disuelven 500 mg de cianauro sb6dico en 50/ ml da ag
se aﬁaden 20 ml de amortiguador de fosfato isoténico pH 7.4. La 80
1u016n se neutraliza a un pH de 7.0 con HCl y el volumen se uumen- ’,
ta hasta 100 ml afladiendo agua destilada. Esta solucién es estable :
indefinidamente a temperatura ambiente.

3.- Sangre: Pueden emplearse como anticoagulante EDTA, ACD o
heparina, pero no oxalato (la actividad de la via hexosa monofosfa
to se. inhibe con el oxalato). El almacenamiento de la sangre a 4°C
durante 14 dfas con ACD no altera los resultados de la prueba.

Método:

Junto con 1n muestra problema se corre un control normal. Se
oxigenan las muestras de sangre hasta obtener un color rojo bri-
llante antes de afladir 2 ml a la mezcla de ascorbato y glucosa. Se
afladen 2 gotas de solucidn de cianuro sbédico y se incuba sin tepar

en bafio mar{a a 37°C, de preferencia con agitacidn. Se mezclan de
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4 horas, observa‘n't/id‘c‘a,da vez - .

:de color en el transcurso’de variq

Interpretacién:

No es especificu. ya que la prueba e 2
cia de piruvate cinasa, hemoglobinuria p ox(stica nocturna y en
las hemoglobinas inestables. Es la mﬁs sensible de las pruebas, ya
que se emplean células intactas y se puede detectar la deficiencia
en varones negros durante los episodios hemolfticos y en heteroci~

gotos.
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. PRUEBA CUANTITATIVA DE.G6PD.

 Los ;étsﬂosbaétuélﬁenteben uso son presentados por Beutler
,(19%15. Pﬁra}ia GGPD. 1§ mayoria de las pruebas se basan, sobre to
7d§'§ﬁ'gi_bitm6 de reduccidn del NADP® a NADPH, medido en espectro-~
'fotbhgtfo’a 340 nm, cuando un hemolisado se incuba con G6P. A menu
do, una prueba para la actividad de la G6PD se lleva a cabo simul-
:tineamente empleando fases apropiadas, debido a que se forma NADPH
en-las dos primeras reacciones de la via hexosa menofosfato.

"En heterocigotos o en la hemblisis aguda en individuos de ra-
za negra con deficiencia de G6PD el diagnéstico puede ser obscuro,
incluso con la prueba, debido al aumento del nivel de GG6PD en los
feticulocitcs y eritrocitos jévenes. Sin embargo, habitualmente,
;a prueba. de investigacién del cianuro de ascorbato serd positiva_

.en los casos ;ndicados.
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FLUORESCENCTA DEL NADPH.- (Beutler, 1671},

Principio.- Se’afiade sangre completa‘a uha mezclﬁ de VGGPD,v
NADP, saponina y amortiguador. Una muestra pequefia de esta mezcla
Be colo‘ca en un papel filtro, observando su fluorescencia coen 1luz
ultravioleta. Si existe NADP'se convierte en NADPH. Dado que la
fosfogluconato deshidrogehasa esth presente en la mayor parte de
los hemolisados, también hay conversibn de NADP'a NADPH. E1 NADPH

es fluorescente y el NADP+ no lo es, por consiguiente la falta de
fluorescencia indica una deficiencia de G6PD., Reoxidando pequefias
cantidades del NADPH formado, el glutatibn oxidado (GSSG) facilita
la capacidad de la prueba para detectar la deficiencia leve de

G6PD.

Reactivos:

1.- Se px;epara una mezcla de exfmen con la compoBicibn Bi-
guiente: una parte de G6PD 0.01 M; una parte de NADP 7.5 M; dos
partes de saponina {§F) al 1%; tres partes de amortiguador de tris~
HCl 750 mM, pH 7.8; una parte de GSSG, 8 mM y 2 partes de agua. EB
;:a ;nezcla es estable en congelacién durante varios meses, pero es
obf.enible en forma liofilizada de Hyland Laboratories, Costa Mesa,

California.

»
1

Papel i‘iltro Whatman no. 1 {no fluorescente).
3.~ Sangre en heparina, ACD oEDTA, que puede tener varias Be-~
manas de almacenamiento. También son adecuadas las manchas de san-

gre seca en papel filtro.
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.. Método:
Se afiaden 10,(1 de sangre a 100 ul de la mezcla que.ha de-in—
vestigarse y se efect(ia una mancha en papel filtro.‘Dea‘buéa‘de 1n-

cubar la mezcla a temperatura ambiente.durante 5 a 110 minutos. se

realize una segunda mancha. Se examinan 1as munchnyr’

violeta de onda larga.
Interpretacién:
Control normal:

La primera mancha puede ser lig;srélﬁ te

la segunda puede mostrar una mayorfiho;%scenc‘i

Muestra problema: o .

Ninguna de las manchas preéénta fluorescencia
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16n: que las normales.

3 uatro tuhos de ensayo estéri-

: lea co’ tapén de rasca ¥ se aftade a dus de 'los. tubos 0,05 ml de us=
na. soluc16n de glucosa al 10%. Los tubos, se incuban a 37°C durante
‘24 horas ¥y luego se mezclan suavemente por inversibn, mcubéndolos
24‘hoi‘as més.

Después de 48 horas de incubacién se recoge la sangre en cada
par de tubos mezcléndose bien durante 10 min en un mezclador rota-
torio a 15 r.p.m, Se utiliza una pequefia muestra para determinar
la concentracifn de hemoglobina (dil. 1:200) en solucién de Drab-
kin, y otra para averiguar el microhematocrito. Se centrifuga el
resto de cada muestra y el suero se coloca en un tubo de ensayo
limpio, se hace un dilucién del suero 1:10 incubado con solucidn
de Drabkin {si la hemdlisis es grave se hace una dilucién mayor);
el blanco para la determinacién de hemoglobina es una muestra de

suero anterior a la incubacidn.

Célculo:
100 - Htt
R, ———=/— X 100 R, (100 -~ Ht )
% de lisis = L 100 =t £
R % Dil. de san. tot. Ro X 200
° Dil. del suero 10
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. fada'.'i. - 3
: . Conr glucpéa, 15 lyisigk‘e‘stié: dism‘inqida en grado variable.
’En ins anemi;ss héréd‘irta,riuis’ no esferociéiéas, Selwyn y Dacie
encoﬁtraron dos tipos: »
Tipo I.--5in glucosa: Lisis de: ligera a moderadamente aumenta
da.
Con glucosa: Hay cierta reduccién de la lisis, pero_, -
menor que con la sangre normal, Este tipo de hemblisis se da en:la
deficiencia de G6PD.
Tipo 1I.- La lisis se ve aumentada pero no mejora con la adi~
cidén de glucosa.. A este tipo corresponde la deficiencia de piruva-

to cinasa.
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VII. CONGLUSIONES. -
YEL klia‘bara:torio‘ es muyr'ﬁtyl én el diagnbstico de Vdefiéienciars
enzimﬁticns,;pbr jl»b qﬁé ‘débgn_ realizarse los  estudios ‘adecuados

"sievvnpre ‘que haya un sidrome anémico hemolftico, el cual est§ aso-

ciado con’la ingesta de alimentos como el haba, fArmacos oxidantes,

“infecciones como la hepatitis eguda, neumonfa bacteriana o en la
ictericia neonatal en la cual no haya antecedentes de incompatibi-~
lidad sangufnea.

Aunque en algunos casos la anemia es benigna, en otros como
en el del favismo, puede presentarse ademfs de la anemia, ictericia
intensa, que es una de las consecuencias més graves, en potencia,
por lo que el diagdstico debe ser oportuno y correcto, Scbre todo,
puede ser (itil explorar la posible deficiencia de G6PD en todos
los enfermos ingresados en el hospital a causa de un sindrome ané-
mico hemolitico.

También es importante que se realicen los estudioa en los ban
cos de sangre en forma rutinaria, ya que si se transfunde sangre
con eritrocitos deficientes de GEPD a un paciente con el mismo pro
blema o que esté& con tratamiento a base de fArmacos que inducen he
mélisis en hematfies deficientes en G6PD, se pueden tener reacciones

indeseables. ‘
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