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RESUMEN

El presente estudio titulado “Frecuencia de la deficiencia de Glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa a través de la evaluacion del método Sass y Caruso en donantes
voluntarios que fueron captados por el Banco de Sangre de Nicaragua en el primer
semestre del 2018”, es un estudio analitico, cuasi-experimental de corte transversal, tiene
como objetivo determinar la frecuencia de deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa
en donantes voluntarios captados por el Banco de Sangre Nacional.

Este estudio se desarrolld bajo el método deductivo, empleando como técnica el andlisis
documental y la ficha de recoleccion de datos como instrumento; estd comprendido por tres
acépites, donde se explican las principales caracteristicas demogréaficas de los individuos en
estudio, las cuales engloban edad, sexo y procedencia de los participes del estudio. También
se aborda la aplicacion del método Sass y Caruso en la deteccion de la deficiencia de la
glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, donde se enfatiza el modo en que se debe aplicar la técnica
y la capacidad que tiene esta para detectar individuos deficientes de la enzima; y por ultimo
se abarca la incidencia de la prueba en la deficiencia de G6PD en donantes, el cual se refiere

a la cantidad de positivos y negativos encontrados en este estudio.

Al evaluar el método Sass y Caruso, se obtuvo que el reactivo era viable por ocho meses y
debe ser utilizado con muestras que tengan menos de 24 horas de extraccion. De un total de
1000 donantes se obtuvo un 11% afectado con esta patologia, de los cuales el 57.2%
corresponde al sexo masculino, la edad mas afectada fue entre los 18 y 28 afios y la regién
mas destacada fue la de Managua. Los datos encontrados fueron representativos de la

poblacidn y se asemejan a los datos obtenidos en otros paises.

La deficiencia de G6PD es el defecto enzimatico mas comun a nivel mundial, ocurre cuando
una persona posee niveles bajos de la enzima, lo que predispone a que el eritrocito de estos
individuos experimente hemolisis oxidativa, ya sea aguda o crénica, es, casi siempre, un
padecimiento asintomatico, que manejado correctamente, poco limita la calidad y expectativa
de vida el paciente, aunque la ausencia completa de G6PD es incompatible con la vida. Dado
que en Nicaragua no existe ninguna prueba que determine esta deficiencia no hay datos
reflejados sobre la afectacion en el pais, por ello este estudio contribuye a la obtencion de

informacion sobre la deficiencia en Nicaragua.




l. INTRODUCCION

La via de las pentosas fosforadas es regulada en parte por la enzima Glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (G6PD), esta enzima posee un estructura activa en forma de dimero y
tetrdmero segun las condiciones del medio en el que se encuentre, tiene relacién directa con
la proteccion del eritrocito contra el dafio oxidativo; por medio de la G6PD se genera el poder
reductor contra agentes oxidantes como el peroxido de hidrégeno y el anidn superoxido, la
funcion de esta via es mantener el glutation en forma reducida, el cual es un compuesto que
actla como sustancia detoxificante, para lograr este proposito, el ciclo genera la forma
reducida de la nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH) esto como producto de
la accion enziméatica de G6PD. Debido a las diversas y vitales funciones del NADPH, la
enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa extiende el promedio de vida de las células. (Séenz,
2014).

La deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa o disminucion de su actividad,
considerablemente reduce la edad media de los glébulos rojos, puesto que esta enzima es
clave en la regulacion de los agentes oxidantes y su deficiencia hereditaria va a predisponer
al eritrocito a hemolisis oxidativa; debido a las multiples variantes que posee la enzima con
base en las determinaciones bioquimicas, se producen mutaciones puntales que pueden estar
asociados con desordenes clinicos, como son anemia hemolitica cronica, cuadros episodicos
0 ambos. Puesto que es un desorden enzimatico muy comun presenta una amplia distribucion
geografica, se origind en Africa, pero actualmente se encuentra distribuida en todo el mundo;
se han realizado estudios en casi toda Latinoamérica, donde se ha determinado la frecuencia
y la variabilidad de la deficiencia enzimatica, en paises como Costa Rica, Argentina, Chile,
Cuba, Brasil entre otros de Lationoamérica se empelan metodos de diagnostico con enfoque
cualitativos, cuantitativos y moleculares para la identificacion de deficientes y a la vez

variantes genéticas causantes de este trastorno.

En el pais no se emplea ningun tipo de diagnostico enfocado en la deficiencia de G6PD; dado
que esta posee un alto indice de casos positivos no se excluye la posibilidad de que existan
individuos que expresen esta variacion genética para la deficiencia de dicha enzima, por tal
razon se presenta el tema “Frecuencia de la deficiencia de Glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa a través de la evolucion del método Sass y Caruso en donantes

voluntarios que fueron captados por el Banco de Sangre de Nicaragua en el primer




semestre del 2018, siendo este el primer anélisis sobre esta anomalia, y serviré de base para
su diagndstico y control, actualmente los individuos que cruzan con un cuadro clinico
sospechoso de dicha enfermedad quedan con un diagnostico inconcluso dado que no existe
una prueba de ningun ente para la determinacion de la misma, por lo que este estudio
contribuye en gran medida a la sociedad, ya que al detectar casos positivos para la deficiencia,
se puede evitar que estos individuos sufran de crisis hemoliticas inducidas por agentes
externos, asi mismo al saber su estado, el individuo deficiente conoceré el riesgo de heredar

la enfermedad a su progenie y se podréa disminuir la frecuencia de dicho trastorno.




1.1 JUSTIFICACION

La glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) es la encargada de reducir los radicales libres,
cuando esta funcion no es llevada a cabo dichos radicales que debieron haber sido eliminados
se alojan en la membrana de los glébulos rojos volviendo esta inestable y Ilevandolos a una
muerte prematura o hemolisis. La deficiencia de G6PD es un trastorno enzimético que afecta
los glébulos rojos, es hereditario y ligado al sexo, se da cuando la persona tiene niveles bajos
0 ausencia total de la enzima, debido a un problema genético en el cromosoma X. La
deficiencia de G6PD es el defecto enzimatico mas comun a nivel mundial, se han
determinado mas de 400 variantes de dicha enzima en base a las determinaciones bioquimica.
La mayoria de estas mutantes se asocian con desordenes clinicos, otras con anemia
hemolitica cronica; otras con cuadros episédicos o ambos (Saenz, 2014), por tal razén se
considera que el estudio titulado “Frecuencia de la deficiencia de Glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa a través de la evaluacion del método Sass y Caruso en donantes
voluntarios que fueron captados por el Banco de Sangre de Nicaragua en el primer
semestre del 2018 es relevante, ya que aunque se conoce sobre la existencia de este
trastorno hereditario, en el pais no existe una prueba que detecte la enfermedad, por lo que
no se cuenta con una base de datos donde se contemplen las afectaciones de la poblacion

nicaraguiense.

Esta tematica es de gran interés porque permite que los casos que presentan la deficiencia,
pero no demuestran ningdn episodio hemolitico, a menos que sean expuestos a agentes
externos, sean diagnosticados antes de que presenten una crisis hemolitica irreversible.
Detectar el trastorno en los donantes del banco de sangre es un hallazgo importante, dado
que a pesar de que el donante deficiente aparente estar normal, la vida de sus globulos rojos
estd limitada siendo un dato beneficioso para el banco de sangre, tomandolo en cuenta al
momento de almacenar y distribuir los elementos donados por el individuo, ademas el estudio
contribuye a mejorar el abordaje clinico de los casos positivos para la deficiencia, y es una
herramienta de conocimiento que brinda informacion sobre el estado de la patologia a nivel
nacional, igualmente permitird a la poblacion estudiantil la apertura de una nueva linea de
investigacion, siendo esta la base de la misma, ayudando a la universidad al reconocimiento
cientifico por implementar investigaciones con nuevas tematicas de gran importancia para la

sociedad, principalmente el area de la salud.




II.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La glucosa 6 fosfato deshidrogenasa es una enzima presente en todos los seres vivos, cataliza
la primera reaccion en la via de la pentosa fosfato, la ruta metabdlica que proporciona
NADPH a la célula y pentosas para la sintesis de &cidos nucléicos. (Séenz, 2014)

La deficiencia de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa es el desorden enzimatico mas comin a
nivel mundial, por lo que se han establecido diferentes métodos de diagnéstico para su
deteccion, estableciendo a la vez patrones de comportamiento, clasificacion de la misma de
acuerdo a sus manifestaciones clinicas, clasificacion genética y geografica. En paises del
tercer mundo dicha patologia se encuentra totalmente controlada desde el punto de vista de

captacion de todos los individuos positivos.

En Nicaragua se conoce acerca de esta enfermedad, pero ninguna institucion de salud del
pais realiza una prueba que detecte la actividad enzimatica o cuantificacion de la enzima
G6PD, por lo que no se ha diagnosticado ningun caso positivo para la deficiencia, siendo una
situacion muy preocupante, pues el individuo que presenta este trastorno puede presentar
reacciones muy peligrosas que incluso pueden conducir a la muerte si no es controlada a

tiempo en el momento de una crisis hemolitica.

Con el proposito profundizar en este tema a nivel nacional y contribuir a la deteccion de
personas deficientes y a su vez aportar una base para el diagndstico de esta, se planteo la
siguiente interrogante: ¢Cual es frecuencia de la deficiencia de Glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa a través de la evaluacion del método Sass y Caruso en donantes
voluntarios que fueron captados por el Banco de Sangre de Nicaragua en el primer

semestre del 2018?

Este estudio aporta informacion amplia del estado actual de la deficiencia, siendo Util para la
sociedad y al area de salud publica al implementar un nuevo método de diagndstico, que hara

posible realizar una deteccidn temprana de la enfermedad.




I1l. ANTECEDENTES

La frecuencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa en Nicaragua es actualmente un dato
desconocido, debido a que no esta establecido ningin método diagnostico en el pais. Para la
realizacion de esta monografia fue necesario hacer una amplia busqueda de fuentes que
sustenten el estudio, buscando informacién tanto a nivel nacional como internacional, sin
embargo no se encontrd ningin documento investigativo realizado en el pais, no hay
documentos relacionados al tema que indiquen algun tipo de dato, el Unico documento
encontrado fue una recopilacion de informacion establecida, a nivel internacional si se
realizan diversas investigaciones relacionadas con el tema, por tal razén de acuerdo a la

relevancia del contenido y al enfoque de esta investigacion se seleccionaron los siguientes:

Un trabajo titulado “Deficiencia de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa” realizado por Torrez
y Contreras (2010), sefialan que la glucosa 6-fosfato deshidrogenasa es una enzima presente
en los globulos rojos, cuya deficiencia ocasiona un cuadro de anemia de tipo hemolitica. Esta
enzima cumple funciones protectoras en los glébulos rojos, estos son los encargados de
trasportar el oxigeno hacia todo el organismo, cuando una persona con deficiencia ingiere
oxidantes como aspirinas, sulfonamidas, antimalaricos, analogos de la vitamina K, alimentos
como habas, toxicos como naftalina e incluso en cuadros de tipo infeccioso y febriles, los
gldbulos rojos sufren alteraciones en su forma para finalmente destruirse al circular por el
organismo; la consecuencia final es un cuadro de anemia hemolitica, es decir, una anemia
por destruccion de los globulos rojos circulantes en el torrente sanguineo. Esta deficiencia es
la mas comun a nivel mundial caracterizada por una disminucion de la actividad enzimatica
de la glucosa 6- fosofato deshidrogenasa; se puede presentar en cualquier célulay su carencia
absoluta es incompatible con la vida; es una enfermedad de tipo hereditaria que se transmite
siguiendo un patrén de tipo recesivo ligado al cromosoma X por lo que predomina en los

hombres, especialmente en los de raza negra.

Otro trabajo encontrado fue “Anemia hemolitica por deficiencia de G6PD y estres
oxidative”, elaborado por Acosta et.al (2003), en el cual se considera la relacion existente
entre el papel que desempefia la Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa y el estrés oxidativo,
ademas, exponer los posibles mecanismos que ocasionan la hemdlisis. Ademas sefialan que
la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa es una de las enzimas criticas para el funcionamiento y

la supervivencia de los gldbulos rojos. Al analizar la funcién de esta enzima en el eritrocito,




se comprende su estrecha vinculacion con los procesos relacionados con el estrés oxidativo
en los individuos que son portadores de formas enzimaticas con actividad disminuida. Los
pacientes portadores de esta deficiencia enzimatica son susceptibles a la accion de los agentes
oxidantes, esto hace que la mayoria de los casos presenten una anemia hemolitica de
intensidad variable desencadenada por la ingestion de ciertas drogas, habas, limas o en el
transcurso de procesos infecciosos severos. Otra forma de presentacion es la ictericia

neonatal.

De igual manera se encontr6 el trabajo titulado “Deficiencia de glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa: de lo clinico a lo bioquimico” realizado por Gomez et.al (2014), expresan
que la deficiencia da Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es la enzimopatia mas
frecuente, con una prevalencia global de 4,9%, con aproximadamente 330 a 400 millones de
personas afectadas en el mundo. La G6PD tiene un importante papel en el equilibrio redox
intracelular, especialmente en los eritrocitos; en condiciones de estrés oxidativo inducido,
(por ejemplo, la exposicion a agentes externos como farmacos, alimentos, o infecciones) los
hematies portadores de la variante enzimética y con deficiencia de la actividad enzimatica,
sufren dafios irreversibles que condicionan su destruccion acelerada. La hemolisis explica el
espectro de manifestaciones clinicas de esta enfermedad, que incluyen ictericia neonatal,
episodios de hemdlisis aguda inducida por agentes externos o anemia hemolitica cronica. El
presente trabajo hace una resefia de los aspectos epidemioldgicos y clinicos de esta
enfermedad y revisa los aspectos fisiopatoldgicos a nivel bioquimico-molecular, con
particular énfasis en la caracterizacion genética, estructural y funcional de las variantes

asociadas a la deficiencia de G6PD.

El trabajo titulado “Deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa en nifios. Caso
clinico”, realizado por Verdugo et.al (2014), destaca que la deficiencia de la glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa (G6PD) es el trastorno enziméatico mas frecuente del glébulo rojo
(GR). Tanto la disminucion como la ausencia de la enzima aumentan la vulnerabilidad del
GR al estrés oxidativo provocado por algunos farmacos o la ingesta de habas. Sus
manifestaciones clinicas mas frecuentes son hemdlisis aguda, hemdlisis cronica,
hiperbilirrubinemia neonatal, y una forma asintomatica. Ademas se presenta el caso de un
nifio que debutd con crisis hemolitica debida a favismo, era un varén de 2 afios y 7 meses
con antecedente de hiperbilirrubinemia en el periodo neonatal sin causa evidente, sin historia

familiar de anemia hemolitica, ni de consanguinidad paterna. Debuté con un cuadro de




ictericia y anemia severa que requirio transfusion de globulos rojos. Como antecedente
anamnéstico se detectd la ingesta de habas 48 horas previo al inicio de los sintomas. La
determinacion cualitativa de G6PD fue compatible con deficiencia de esta enzima. Se
concluyé que la deficiencia de G6PD puede ser muy variable en su expresion clinica, por lo
cual es necesario tenerla presente dentro del diagndstico diferencial de las anemias

hemoliticas a toda edad.

Otro estudio que se encontré fue el titulado “Deficiencia de la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (G6PD) en Latinoamérica” realizada por Moteiro et.al, (2014) expresa
que la funcién principal de G6PD es la prevencion del dafio oxidativo a las células
promoviendo desintoxicacion de radicales libres, esta ruta metabolica implica la produccion
de nicotinamida adenina dinucle6tida fosfato (NADPH) que participa en el ciclo del glutation
(GSH), protegiendo a la célula contra el hidrégeno, dafio inducido por peréxido y asegurando
un balance oxidativo dentro de las celdas; se describen 5 tipos de acuerdo con la actividad
enzimatica, que va desde el 1% hasta el 150% y va desde el tipo 1-V respectivamente, las
clases I, 1l y Il tienen mayor riesgo de eventos hemoliticos, aunque la mayoria son
asintomaticos, los que presentan crisis hemoliticas se desencadenan por via intrinseca o
extrinseca debido a factores estresantes, como por ejemplo: cetoacidosis diabéticas, drogas,
patogenos o tipos de alimentos que causan sindromes tales como anemia hemolitica aguda,
ictericia neonatal y anemia hemolitica congeénita no esferocitica, donde las manifestaciones
resultantes dependen de la cantidad de estrés oxidativo experimentado por la célula y los
niveles de actividad enzimatica. La mutacién G6PD A-202 fue la variante mas ampliamente
distribuida en Lationamérica, la prevalencia de la deficiencia tiene una buena correlacion con
la trasmision de la malaria. La técnica estandar de oro para detectar la deficiencia se basa en

la medicion de NADPH por la enzima.

También se encontré el trabajo realizado por Saenz (2014), titulado “Hematologia
analitica”, sefiala que la deficiencia de G6PD va a cursar con dos cuadros diferentes de
hemodlisis, el primero y el mas frecuente, es la hemolisis episddica o aguda y el segundo se
denomina anemia hemolitica crénica no esferocitica. A lo largo de la historia se han descrito
muchos agentes externos que pueden causar hemdlisis aguda, entre ellos el frijol de fava,
algunas infecciones y la exposicién de medicamentos, los mas comunes los antimalaricos.
Como se menciono, la destruccion elitroide en sujetos deficientes de la enzima cursa con dos

cuadros, en el caso de la hemolisis episddica 0 aguda se debe a exposicidn directa con agentes




oxidativos externos, usualmente autolimitada, el mecanismo fisiopatoldgico involucra la
informacion de cuerpos de inclusién (Heinz), producto del dafio oxidativo y la hemolisis
cronica no esferocitica (AHCNE) es més severa y es producto del dafio por agentes
oxidativos que suelen producirse in vivo, aunque el proceso usualmente es extravascular,
puede tener también un componente intravascular. En dias subsecuentes la hemdlisis es
evidente y los hallazgos hematoldgicos en este tiempo son aquellos caracteristicos de la
anemia hemolitica aguada, con valores elevados de bilirrubina, hemoglobinemia y
hemoglobinuria. Se ha estimado que entre el 30 y 50% de la masa eritrocitica es destruida,
pero se limita a los glébulos rojos viejos. La actividad enziméatica en mujeres que poseen un
gen de G6PD deficiente puede ser normal moderadamente reducida o marcadamente

deficiente, sin embargo la magnitud absoluta puede ser menor.

Otro trabajo encontrado fue el realizado por Bello y Mohamed (2015) titulado “Déficit de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa: revision a propdsito de un caso”, sefialan que la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) es un enzima eritrocitaria cuya funcion consiste
en mantener la homeostasis de los eritrocitos frente a los insultos oxidativos, a través de la
produccion de nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducida (NADPH). Esta enzima
forma parte de la ruta metabdlica de las pentosas monofosfato y cataliza el paso oxidativo de
la glucosa-6-fosfato hacia 6-fosfogluconato y reduce la nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato (NADP) a NADPH. Esta via provee de NADPH al eritrocito, y es un cofactor basico
en el metabolismo del glutation, que participa activamente en la proteccion frente a estimulos
oxidativos. El eritrocito tiene de forma habitual una gran cantidad de glutation reducido que
actia como amortiguador de noxas endogenas o exdgenas (infecciones, medicamentos y
algunos alimentos). De esta manera no se produce el acimulo oxidativo ni la degeneracion
proteica eritrocitaria, debido al paso del glutation oxidado a reducido, para lo que se emplea
NADPH, que a su vez se acopla a la actividad de la G6PDH. EI eritrocito depende
activamente de la produccién de NADPH por esta via para el balance del estrés oxidativo, al
no disponer de mitocondrias para su obtencién el déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(DG6PDH) es el defecto enzimatico mas frecuente de los eritrocitos. Se trata de una
alteracion vinculada a la proteccidn del gldbulo rojo frente al estrés oxidativo. La mayoria de
los pacientes son asintomaticos; clinicamente, se asocia con cuadros de hemadlisis,
desencadenada por algunos farmacos, infecciones o alimentos. En el caso de asociarse a la

ingesta de habas, se denomina favismo. El tratamiento esta enfocado hacia la anemizacion




producida, precisando en algunos casos trasfusion de hematies. El principal cuidado de estos
pacientes es el de evitar los desencadenantes conocidos de la hemolisis. EI DEGPDH no se
ha relacionado con una disminucién de la calidad o compromiso de la vida de estos pacientes.
Se presenta en este articulo una revision del tema a propo6sito de un caso que debuta desde

Atencion Primaria.

También se encontré el trabajo titulado “Fundamentos de Hematologia” elaborado por
Boza (2016), donde comenta que la G6PD es una enzima que participa en el metabolismo
del eritrocito y concretamente en la via de las pentosas fosforadas, que se derivan de la
glicolisis. Esta via es importante para producir agentes con capacidad reductora que protegen
al eritrocito del dafio oxidativo, en la deficiencia la capacidad para producir estos agentes
antioxidantes esta disminuida o ausente y por ello la célula sufre hemdlisis producto de las
sustancias oxidante internas y externas. Hay oxidacion de la hemoglobina, la cual produce
meta hemoglobina y sulfo hemoglobina que finalmente producen cuerpos de Heinz, el
mecanismo de herencia es ligado al cromosoma X, por los que los varones son los que estan
usualmente mas afectados. La forma méas comdn de hemolisis en personas con esta
deficiencia enzimatica es el fendbmeno agudo, que ocurre al ingerir un medicamento con alto
poder oxidativo y se sobrepasa la capacidad detoxificadora, una vez que se identifica el
agente causal de la destruccion y este se elimina, se detiene la hemolisis; algunos
medicamentos que se han identificado son la quinina, quinidina, &acido nalidixico,
sulfonamidas, primaquina, el frijol llamado vicia, fava, entre muchos méas. La otra forma es
de tipo cronico y ocurre en sujetos con un defecto enzimatico mayor de tal forma que no
requieren la presencia de un agente toxico externo, sino que los niveles de radicales libres
que se produzcan constantemente en el organismo producen una hemdlisis cronica

permanente.




IV. OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la frecuencia de la deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa a través de la
evaluacion del método Sass y Caruso en donantes voluntarios captados por el Banco de

Sangre Nicaraguense durante el primer semestre del afio 2018.

Objetivos especificos

1. Describir las principales caracteristicas demograficas de los individuos en estudio.

2. Evaluar la funcionabilidad del método Sass y Caruso para la deteccion de la

deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa.

3. Aplicar el método Sass y Caruso para la deteccion de la deficiencia de glucosa 6

fosfato deshidrogenasa en los individuos donantes.




V. MARCO TEORICO

El presente protocolo de investigacion estd enfocado en la deficiencia de glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa, la cual es un defecto enziméatico de amplia distribucién geogréfica, que
afecta principalmente al sexo masculino, generando una serie de sintomas que pueden
provocar consecuencias irremediables e incluso concluir con la muerte del que la padece si

no es detectada y tratada a tiempo.

5.1 Glucosa 6 Fosfato Deshidrogenasa (G6PD)

La glucosa 6 fosfato deshidrogenasa es una enzima catalizadora encargada de mantener bajo
control los radicales libres evitando que se acumulen y causen dafio oxidativo al organismo.
Segtin la OMS (2017), “La G6PD es una enzima constitutiva fundamental de los eritrocitos
que interviene frente al dafio oxidativo produciendo la forma reducida Nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato. Los eritrocitos no tienen vias alternativas para la produccion de NADPH
dependiente de la G6PD”. (p.5)

En palabras de Moteiro et. al (2014) afirma:

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es una enzima citoplasmatica, cuya funcién
principal es la prevencion del dafio oxidativo a las células mediante la promocion de
desintoxicacion de radicales libres. Esta via metabolica implica la produccion de nicotinamida
adenina dinufosfato de dinucleétido (NADPH), que participa en el ciclo de glutation (GSS),
que protege la célula contra la hidratacion, dafio inducido por peréxido de hidrégeno y
asegurando un oxidativo perfil de equilibrio activo dentro de la celda. (p.553)

Por otra parte Uribe (2017) sefiala que:

La G6PD es un complejo enzimatico de localizacién citoplasmica y distribucion sistémica, que
juega un papel esencial en el metabolismo celular al dar comienzo al ciclo de las pentosas,
convirtiendo la glucosa 6 fosfato proveniente de la via Glucolitica a 6 Fosfogluconato una
accion catalitica que involucra la generacion Nicotin Adenin Dinucleétido Fosfato en su forma
reducida (NADPH), un cofactor fundamental en diversas rutas biosintéticas, pero
imprescindible en los procesos de reduccion enzimatica del glutatién eritrocitario, un tripeptido
que acta como un elemento amortiguador de grupos sulfidrilos, que mantienen en estado
reducido las unidades aminoacidicas de cisteina de la hemoglobina y otros elementos proteicos
de los hematies, aliviando el estrés oxidativo ya antes descrito. En consecuencia, las células
con bajo nivel de Glutatién reducido por deficiencia de este componente muestran mayor
susceptibilidad al fenémeno hemolitico. (p.9)

La G6PD es una enzima del citoplasma celular, cuya funcion principal es la prevencién del
dafio oxidativo a las células al promover de eliminacion de radicales libres. El eritrocito,

desprovisto de ndcleo y otras organelas, es incapaz de replicarse, sintetizar proteinas y




realizar fosforilacion oxidativa. Necesita preservar los grupos sulfhidrilos de numerosas
proteinas y prevenir el dafio oxidativo, para garantizar una supervivencia aproximada de 120
dias y cumplir con su funcion principal de transporte de oxigeno. Para tal fin emplea
diferentes vias metabolicas; entre ellas, la via de las pentosas, cuya enzima clave es la G6FD.
La enzima cataliza la entrada de glucosa-6-fosfato en la via de las pentosas, produciendo
Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH). En el gl6bulo rojo, este paso
anaerobico en el metabolismo de la glucosa es la Unica fuente de NADPH, el cual es
requerido para la accion normal de la metahemoglobina-reductasa y el mantenimiento de un
nivel adecuado de glutation reducido. Los eritrocitos contienen concentraciones
relativamente altas de glutation reducido (tripéptido: g-glutamilcisteinilglicina), el cual
protege de lesiones provocadas por agentes oxidantes como el anién superoxido (02-), el
peroxido de hidrogeno (H202) y el radical hidroxilo (OH -), los cuales se producen de
manera continua en los eritrocitos normales, a modo de productos accesorios de la oxidacion
de la hemoglobina por su carga de oxigeno. La glutation-peroxidasa, enzima que remueve el
perdxido del eritrocito transformandolo en agua, utiliza el glutation reducido como sustrato,
y dado que el NADPH es esencial para la reduccion del glutation, la eliminacion de cada
molécula de peroxido requiere de una molecula de NADPH. Asi, al ser la G6FD esencial
para que se produzca el NADPH, constituye un factor esencial en las cadenas de reaccion
que preservan al glébulo rojo del peroxido de hidrégeno y los radicales libres del oxigeno

durante situaciones de stress oxidativo. (Olivas & Vifias, 2018)

Por otro lado un estudio basado en la actividad de la enzima revela que esta actta sobre la
via de las pentosas y mantiene al eritrocito protegido del dafio oxidativo. Boza (2016) lo

plantea de la siguiente manera:

La G6PD es una enzima que participa en el metabolismo del eritrocito y concretamente en la
via de las pentosas fosoradas, que se deriva de la glicélisis. Esta via es importante para producir
agentes con capacidad reductora que protegen al eritrocito del dafio oxidativo, en la deficiencia
la capacidad para producir estos agentes antioxidantes esta disminuida o ausente y por ello la
célula sufre de hemdlisis producto de las sustancias oxidantes internas o externas, lo que se
produce con oxidacion de la hemoglobina. (p.89)

De igual manera en otro estudio se considera que la G6PD es una de las enzimas mas

importantes en la via de las pentosas, Gomez et.al (2014) expresa:

La G6PD es la primera enzima de la via de las pentosas-fosfato, una via metabdlica altamente
conservada responsable de la produccion de una variedad de moléculas fundamentales,
incluyendo precursores de nucleétidos y NADPH. En la primera reaccion de la fase oxidativa
de la via de las pentosas fosfato, la G6PD cataliza la conversion de glucosa-6-fosfato (G6P) a
6-fosfogluconolactona con la produccidn concomitante de una molécula de NADPH. Cuando




el 6-fosfogluconato se convierte en ribulosa-5-fosfato por la 6-fosfogluconato deshidrogenasa
(6PGD), se produce una segunda molécula de NADPH. (p. 413)

También esta enzima se conoce por ser la encargada de brindarle no solo la proteccion al
eritrocito sino también participa en la formacién de NADP el cual es indispensable para el
metabolismo del glutation, proporcionador de energia hacia las células, lo que destaca Bello
y Mohamed (2015) que plantean:

Esta enzima forma parte de la ruta metabdlica de las pentosas monofosfato y cataliza el paso
oxidativo de la glucosa-6-fosfato hacia 6-fosfogluconato y reduce la nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADP) a NADPH. Esta via provee de NADPH al eritrocito, y es un
cofactor basico en el metabolismo del glutation, que participa activamente en la proteccién
frente a estimulos oxidativos. El eritrocito tiene de forma habitual una gran cantidad de
glutatién reducido que actGa como amortiguador de noxas enddgenas o exogenas (infecciones,
medicamentos y algunos alimentos). De esta manera no se produce el acimulo oxidativo, ni la
degeneracion protéica eritrocitaria, debido al paso del glutatién oxidado ha reducido, para lo
que se emplea NADPH, que a su vez se acopla a la actividad de la G6PDH. El eritrocito
depende activamente de la produccion de NADPH por esta via para el balance del estrés
oxidativo, al no disponer de mitocondrias para su obtencién.......... La G6PDH esta presente
en todas las células, variando su concentracion segun los tejidos. En los globulos rojos sanos,
esta enzima funciona al 1-2% de su capacidad, esto provee una idea del potencial reductor que
se pierde cuando existe un DG6PDH. (.2.8).

El ciclo de las pentosas es el principal productor de energia en forma de NADPH, siendo
participe en este ciclo la G6PD, Verdugo, Calvanese, Rodriguez y Carcamo (2014) opinan

que:

La G6PD participa del ciclo de las pentosas, cuyo objetivo es producir energia como NADPH
(Nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato), para permitir reacciones de 6xido-reduccion en
las diferentes células del organismo. El eritrocito depende exclusivamente de este mecanismo
para obtener energia. Al existir la deficiencia enzimética, y en contacto con oxidantes, el
hematie no es capaz de revertir la reaccion y se produce la hemdlisis: En glébulos rojos
normales la enzima opera sélo en un 1% de su potencia maxima frente a un stress oxidativo,
es decir, existe un gran potencial reductivo. (1.2)

5.1.1 Estructura de la G6PD

La G6PD es una enzima que se encuentra en todos los seres vivos, participa en la reaccién
de la via de las pentosas fosforada, la cual es la ruta metabolica que proporciona el NADPH,
se encuentra en diferentes formas estructurales.

Es una proteina citosolica que se expresa en todas las células de manera constitutiva pero
cuyos niveles de expresion pueden diferir en un rango de hasta dos 6rdenes de magnitud en
diferentes tejidos. La estructura secundaria de esta proteina se forma por un total de 15
regiones a-hélices y 15 hebras-f que se arreglan en un dominio de union de coenzima con un

plegamiento tipo Rossmann y una extensa region de interface formada por la asociacion de




dominios B+a pertenecientes al extremo C-terminal de cada subunidad. En la enzima humana,
cada uno de estos dominios estructurales presenta un sitio de union a ligando, el dominio tipo
Rossmann contiene el sitio activo de la enzima que une la G6PD y el NADP catalitico,
mientras que un segundo sitio de unién a NADP se encuentra cerca de la region de la interface
de la proteina. Este segundo sitio de union a la coenzima se encuentra al parecer conservado
solo en organismos superiores y esta implicado en la dimerizacién y la estabilidad de la
enzima. En solucion, la G6PD existe en un equilibrio dimero-tetrdmero, el cual es afectado
por el pH y la fuerza idnica; a pH alcalinos y alta fuerza ionica el equilibrio se desplaza hacia
el dimero, mientras que en condiciones de pH é&cido y baja fuerza i6nica se favorece el
tetrdmero. (Gomez et.al, 2014)

La estructura de la enzima es muy variada, se encuentra en diferentes formas dependiendo
de las condiciones en las que esté presente, La enzima, en su forma activa, es un homodimero
0 un homotetramero de una cadena polipeptidica de 515 aminoacidos (59.2 KDa) y esta
altamente conservada en la escala evolutiva, por lo que mediante andlisis de homologia se
han identificado algunas regiones criticas para su funcion. Cada monomero consiste de 2
dominios; uno pequerfio, que tiene un sitio de union a la coenzima (residuos 1-198), y otro
mayor denominado B+a (residuos 199-515) que incluye el sitio de unidn al sustrato. Contiene
un total de 15 hélices a y 15 hojas B; en la estructura del dimero las 2 subunidades estan
localizadas simétricamente a lo largo de un complejo interfasico de hojas P. El sitio activo
comprende al nonapéptido 198- 206 que contiene un residuo de lisina en la posicién 205 que
forma parte del sitio de union al sustrato. El sitio de union al NADP (Nicotinamida Adenina
Dinucleottido Fosfato), se localiza en el extremo terminal (aminoacidos 38-47), la union de
este cofactor es importante para la estabilidad de la enzima. (Garcia, Romo, Luque, Torresy
Arambula, 2014):

El monomero de la G6PD consta de 515 aminoacidos con un peso molecular de 59,256
daltons. La enzima activa consiste de subunidades idénticas que forman dimeros y
tetrameros, la proporcién de las dos formas depende del pH, contiene un sitio de union a
nicotinamidaadenina dinucleotidofosfato (NADP), y asi la agregacion de los monémeros
inactivos a la forma de dimeros catabdlicamente activos requiere de la presencia de NADP,
éste se une a la enzima, como componente estructural y como sustrato para la reaccion.

(Alatorre, Gonzélez, Lépez y Rojo, 2017)




5.1.2 Funcién de la G6PD

La importancia de la G6PD radica en la trascendencia de los procesos celulares en los que
participa, a saber: Génesis de NADPH, efectuada a partir de los dos primeros pasos de la via
hexosa monofosfato. EI NADPH participa en la biosintesis reductora del colesterol y de los
acidos grasos, asi como también en la sintesis del 6xido nitrico (NO). Por otra parte se
requiere para la actividad de la metahemoglobina reductasa y para el mantenimiento del nivel
de glutation reducido (GSH). EI NADPH y GSH son los responsables del potencial redox
efectivo para proteger del estrés oxidativo tanto a los grupos sulfhidrilo de la membrana
celular, como a las enzimas y a la hemoglobina que compromete la supervivencia del
eritrocito. Otras funciones, que muestran la trascendencia de esta enzima en la vida celular
son:

1. Regulacién de la actividad de la proteina KU, implicada en reparar el ADN tras el dafio
que causan las radiaciones. La intervencion de la G6PD se efectla a traves del ciclo de
las pentosas y consiste en facilitar la union de KU -con residuos de cisteina reducidos- al
ADN en proceso de reparacion.

2. Desarrollo temprano del embrién. Cuando hay una deficiencia severa de G6PD en los
tejidos extraembrionarios, el desarrollo de la placenta se detiene y se produce la muerte
del embrion.

3. Supervivencia del feto durante la transicion de la hemoglobina fetal a la forma adulta.
Aqui la G6PD impide el dafio oxidativo debido a la generacion de especies reactivas de
oxigeno a partir de la hemoglobina adulta.

4. Fagocitosis en células blancas. La deficiencia severa de esta enzima provoca una
reduccion de la generacion de NADPH, lo que trae como resultado una disminucién de la
produccion de H2O,, y por tanto la actividad microbicida del neutrofilo esta afectada, y
asi mismo la respuesta inflamatoria. Aunque las caracteristicas clinicas de la deficiencia
severa son semejantes a las de la enfermedad granulomatosa crénica (EGC), su aparicién
ocurre, a diferencia de esta Ultima, hacia las etapas de vida mas avanzadas. La EGC
constituye un modelo fundamental para investigar la composicién y la activacion del
sistema microbicida de las células fagociticas, en especial de los neutrofilos. Esta entidad
se debe a un defecto profundo en la explosidn respiratoria que acomparia a la fagocitosis
de todas las células mieloides (neutréfilos, eosindfilos, monocitos, macrofagos). La

explosion respiratoria genera la conversion catalitica del oxigeno molecular en el anién




superdxido que da lugar a la formacion de H2O;, de &cido hipocloroso y de radicales
hidroxilo. Estos derivados del oxigeno juegan un importante papel en la reaccion
microbicida contra bacterias y hongos.

5. Modulacion del factor de crecimiento endotelial vascular que regula la angiogénesis. El
NADPH se utiliza como cofactor de la 6xido nitrico sintetasa endotelial (eNOS). Asi, el
oxido nitrico requerido para la modulacion del crecimiento y la migracion endotelial
durante el crecimiento vascular, se mantiene en un nivel adecuado.

6. La mayoria de los genes capaces de reducir el riesgo contra ciertas infecciones como la
malaria se expresan en el glébulo rojo, lo que se considera como un mecanismo genético
y/o evolutivo de defensa, como en el caso de los genes que expresan la G6PD. (Bonilla
et. al, 2007)

La G6PD es una enzima citoplasmatica que cataliza la conversion de glucosa-6-fosfato a 6-
fosfogluconolactona con reduccion de NADP a NADPH (Nicotinamida Adenina
Dinucleotido Fosfato Reducida). Esta es la Unica que provee de NADPH al eritrocito, la
funcion principal de esta molécula es mantener los niveles adecuados de glutation reducido
(GSH), ademas es un componente estructural de la enzima catalasa. A su vez, el GSH y la
catalasa participan en la detoxificacion del peroxido de hidrogeno que es producido por
radicales libres de superoxido cuando las células estdn expuestas a estrés oxidativo. Los
gldbulos rojos estan altamente expuestos a este estrés por dos razones: primero, los radicales
oxigeno son generados continuamente dentro de los glébulos rojos como resultado del ciclo
de la hemoglobina, en el cual hay un cambio de la forma desoxigenada a la oxigenada;
segundo, los globulos rojos estan directamente expuestos a una variedad de agentes exdgenos
oxidantes. (Garcia et. al, 2014)

La G6PD cataliza el paso de entrada de glucosa 6-fosfato (G6P) en la via de las pentosas
fosfato, especificamente en la de la hexosa monofosfato, reaccidén que produce oxidacién de
la glucosa 6 fosfato a 6 fosfogluconolactona, reduciendo NADP a NADPH. En el globulo
rojo, este paso anaerobico en el metabolismo de la glucosa es la Unica fuente de NADP
reducido (NADPH), el cual es requerido para la accion normal de la metahemoglobina
reductasa y el mantenimiento de un nivel adecuado de glutation reducido. La glutation
peroxidasa remueve el peroxido del eritrocito; el glutation reducido sirve como sustrato para

esta enzima y debido a que NADPH es esencial para la reduccion del glutation oxidado, es




un factor esencial en las cadenas de reaccion que defienden al globulo rojo del perdxido. Los
gldbulos rojos son una fuente rica de catalasa, pero esta enzima es relativamente ineficiente
en la remocidn de bajos niveles de perdxido. Ademas, tiene la habilidad para unir fuertemente
a NADPH vy la forma inactiva es reactivada por NADPH. Por tanto, la actividad de la via de
las hexosas sirve para remover el perdxido no sélo a través de la accién de la glutation
peroxidasa si no también activando las catalasas.Por tanto, ambas enzimas sirven como un

mecanismo de base, la una para la otra. (Alatorre et.al, 2017)

5.2 Deficiencia de G6PD

La deficiencia de G6PD es el defecto enziméatico mas comuan a nivel mundial, ocurre cuando
una persona posee niveles bajos de la enzima, lo que predispone a que el eritrocito
experimente hemdlisis oxidativa, ya sea aguda o cronica. Segun la OMS (2017), “El déficit
de G6PD es un trastorno genético ligado al cromosoma X que confiere una cierta proteccion
contra las infecciones graves por P. falciparum, pero tambien se asocia a un aumento de la

vulnerabilidad a la hemolisis oxidativa”. (p.5)

Se identifico en 1956, su determinacion cromosomica se conocid en 1951 y las variantes
electroforéticas se demostraron en 1962, reflejando la importancia genética, clinica y
bioquimica del polimorfismo del gen G6PD.2 La deficiencia de G6PD es, casi siempre, un
padecimiento asintomatico, que manejado correctamente, poco limita la calidad y expectativa
de vida el paciente, aunque la ausencia completa de G6PD es incompatible con la vida.
Muchos paises han incluido a la deficiencia de G6PD en programas de tamizaje genético
neonatal, dado que la formacion de bilirrubina no conjugada puede producir ictericia nuclear,
una de las principales causas de retardo mental y muerte en los neonatos.( Alatorre et.al,
2017)

Por otra parte Saenz sefiala que “el estudio de este defecto hereditario comienza en el afio
1926, cuando Cordes reporta unos casos de hemdlisis agudo por exposicién a una
aminoquinola, luego en la guerrea de Corea un porcentaje de soldados afroamericanos
desarrollaron anemia hemolitica” (2014, p.133); mientras que Moteiro et.al afirma que “el

gen G6PD presenta un patréon ligado al cromosoma X, aunque la mayoria de los que




presentan la deficiencia son asintomaticos, algunos experimentan anemia hemolitica”. (2014,
p.553)

La deficiencia de esta enzima se considera un error latente, que no se manifiesta a menos que
se produzcan determinadas alteraciones en el ambiente, generalmente la ingestion de
sustancias o infecciones que hacen que se pongan de manifiesto la existencia del defecto
enzimatico... Las reacciones mas importantes que se relacionan con la oxidacion de NADPH
son las que se relacionan con el glutatién. Los eritrocitos contienen concentraciones
relativamente altas (2 mM) de glutation reducido (tripéptido:g-glutamilcisteinilglicina) que
sintetizan los eritrocitos maduros, el cual protege a los eritrocitos de lesiones provocadas por
agentes oxidantes como el anién superéxido (O2-), el peroxido de hidrégeno (H202) y el
radical hidroxilo (OH), los cuales se producen de manera continua en los eritrocitos normales,
a modo de productos accesorios de la oxidacion de la hemoglobina por su carga peligrosa de
oxigeno. Los fagocitos activados (por ejemplo, durante las infecciones) y los eritrocitos, en
presencia de ciertos farmacos, generan grandes cantidades de oxidantes. La acumulacion de
estos agentes ocasiona lesiones en los lipidos y las proteinas celulares, proceso que por lo
general evita el glutation reducido (GSH), el cual convierte estequiométricamente el peréxido
de hidrogeno (H20z) en agua (H20) a través de la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px),
por lo tanto, la eliminacion de cada molécula de H20- requiere de una molécula de NADPH,

la cual es producida por la G6PD. (Acosta, Nufiez y Suarez, 2003)

5.2.1 Genética de la deficiencia de G6PD

Es una deficiencia hereditaria, se da por un fallo en el cromosoma X, lo que implica una

relacion respecto al sexo, Séenz (2014) refiere que:

A mediados de la década de 1950 se idéntico la G6PD como la responsable de este fendbmeno
hemolitico y posteriormente, se descubrié el defecto como ligado al cromosoma X......
También sefiala que a nivel molecular posee una estructura activa en forma de dimero y de
tetramero, segln las condiciones del medio en que se encuentre. Los mondémeros son
cataliticamente inactivos y tienen un peso de 53 kDa........ El NADP estéa relacionado con la
actividad, tanto asi que el tetrAmero posee cuatro moléculas de este compuesto y la forma
dimera dos. La importancia del NADP en la estructura se ha comprobado porque en pacientes
con anemia hemolitica cronica las mutaciones en la proteina estan en regiones donde se une el
NADRP estructural. (P.113-114).

Se conocen mas de 180 variantes genéticas distintas del déficit de G6PD. Casi todas hacen

que los eritrocitos sean vulnerables a la hemolisis oxidativa, pero la gravedad de la anemia




hemolitica depende tanto de la dosis y la frecuencia de la administracion de primaquina como
de la variante de la enzima G6PD. Dos de las variantes mas prevalentes representan los dos
extremos del espectro de gravedad. La variante mediterrnea, que es la méas frecuente en
Europa, en Asia occidental y central y en el norte de la India, se encuentra entre las méas
graves, y la variante africana A-, que se observa en el Africa subsahariana y en los
afroamericanos, entre las mas leves. En personas con variantes menos graves de déficit de
G6PD, la hemolisis inducida por la primaquina suele manifestarse al cabo de 1 o 2 dias de
tratamiento, cuando estan agotadas las defensas antioxidantes de todos los eritrocitos mas
viejos. En personas con la variante africana A-, si se mantiene el tratamiento con primaquina
la hemdlisis disminuye y la concentracion de hemoglobina empieza a aumentar nuevamente,
amedida que los reticulocitos entran en la circulacion para remplazar las células hemolisadas.
Estos eritrocitos jovenes contienen cinco veces mas G6PD que los més viejos, por lo que son
relativamente resistentes al efecto hemolitico. No obstante, con dosis méas elevadas se
produce una mayor hemdlisis. En cambio, en personas con la variante mediterranea, si no se
detiene la primaquina, la hemolisis prosigue y puede resultar mortal. Cuanto mayor es la
dosis diaria de medicamento, menor es la vida media de los eritrocitos. Como el déficit de
G6PD es un trastorno ligado al cromosoma X, los hombres solo tienen un alelo del gen de la
G6PD, mientras que las mujeres tienen dos. Por consiguiente, en los hombres hay dos
genotipos distintos (tipo salvaje y homocigotico), mientras que en las mujeres hay tres (tipo
salvaje, homocigético y heterocigdtico). Durante el desarrollo embrionario de las mujeres,
uno de los dos cromosomas X de las células somaticas se inactiva de forma aparentemente
aleatoria, y ese estado activo o inactivo se mantiene en la progenie de cada célula. Este
fendmeno, conocido como lionizacidn, es responsable de la variabilidad de los niveles de
actividad enzimatica en las mujeres heterocigéticas, que refleja la proporcion de eritrocitos
cuya enzima G6PD esta inactivada. Los cinco genotipos de hombres y mujeres se manifiestan
en tres fenotipos: G6PD normal y G6PD deficiente, tanto en los hombres como en las
mujeres, y G6PD intermedia (actividad enzimatica del 30%-80% de lo normal), solo en las

mujeres heterocigéticas. (OMS, 2017)

El déficit de G6FD es un desorden hereditario ligado al cromosoma X. El gen que codifica
para esta enzima esta localizado en un grupo de genes en el brazo distal del cromosoma X

(locus g28). La deficiencia enzimatica, y en contacto con oxidantes, el hematie no es capaz




de revertir la reaccion y se produce hemdlisis, por lo que a este cuadro se le ha denominado

hemolisis oxidativa. (Olivas & Vifias, 2018)

El gen de la G6PD que fue secuenciado en el afio de 1986, se encuentra localizado en la
region telomérica del brazo largo del Cromosoma X (Xg28), consiste de 12 intrones y 13
exones que codifican para una secuencia de 515 aminoacidos. La literatura mundial ha
documentado 186 mutaciones hasta la fecha, donde el 85,4 % corresponden a cambios
puntuales que se distribuyen en todos los exones que codifican la enzima, con una mayor

frecuencia a nivel del exén 10. (Uribe, 2017)

El gen G6PD esta localizado en la region telomérica del brazo largo del cromosoma X
(Xq28),cerca del sitio donde se encuentran los genes para la vision a color, Hemofilia Ay el
Sindrome de X fragil. El gen G6PD fue clonado en 1986, estd compuesto por 13 exonesy 12
intrones, abarcando casi 20 kb en total; dicho gen codifica para 515 aminoacidos. Los exones
tienen tamarfios que varian entre 38 y 236 pares de bases; el primer exdn tiene una secuencia
no codificante y los intrones son pequefios, excepto el intron 2 (11 kb). En el extremo 5 del
gen existe una isla rica en CpG, la demetilacion diferencial de algunos CpG se asocia con la

expresion del gen en el cromosoma X activo. (Alatorre et.al, 2017)

La estructura molecular de la G6PD la codifica un gen presente en la region terminal del
brazo largo del cromosoma X (Xg28), menos de 2-centi-morgan al gen del factor V11 en los
hombres. La region del gen que codifica para la proteina comprende 12 segmentos, con
promedio de tamafio entre 12 y 236 BP y un intron presente en la regién no traductora 5, en
muchas lineas celulares, el extremo mayor 5°del ARNm de la G6PD se localiza a una
distancia de 177 BP de codon de iniciacion de transcripcion, aunque las mutaciones se
extienden a lo largo de laregion codificadora del gen, existen pocas que dan origen a la forma
mas severa de deficiencia de la enzima, esta es la que se encuentra asociada al CNSHA (clase
1) en los 160 aminoacidos de extremo N-terminal; no obstante, no hay ninguna que cause
formas moderadas de deficiencia ( clase 2 y 3). Ademas afirman que la G6PD esta constituida
como estructura activa en dos tipos de forma: la de dimero y la de tetramero, segun las
condiciones de medio, también se menciona que la molécula del NADP juega una funcién
estabilizadora en la estructura cuaternaria. La interconversion del dimero o tetramero

depende de varios factores que favorecen a una o a otro de ellos (pH, Mg++, fuerza idnica),




pero se ha demostrado que ambas formas presentan actividades especificas muy similares, in
vivo, existe una mezcla de mondmeros, dimeros y tetrdmeros, condicion regulada por los
niveles de NAPD, el cual controla la formacion de los complejos moleculares, asi como el
pH intracelular. (Torrez y Contreras, 2010)

Boza (2016) comenta que “el mecanismo de herencia esta ligado al cromosoma X, por lo que
los varones son usualmente lo mas afectados” (p.89), por otra parte Saenz (2014) plantea que
“se han identificado 400 variantes de la enzima con base en determinaciones bioquimicas, la
mayoria de esas mutantes se asocian con desordenes clinicos, otras con anemia hemolitica

cronica y otras con cuadros episodicos o ambos” (p. 113)

La deficiencia de G6PD presenta una gran heterogeneidad genética; a nivel mundial se han
reportado hasta la fecha alrededor de 160 mutaciones causantes de esta enfermedad; la
mayoria de ellas son mutaciones puntuales que causan defectos estructurales y/o funcionales
en la enzima. Algunas de estas variantes presentan frecuencias polimérficas en determinadas
poblaciones. La distribucidn polimdrfica permitio en algunas ocasiones determinar el origen
evolutivo de las mutaciones en el gen de la G6PD, o bien determinar si una mutacion fue de
origen Unico o recurrente; también expresan que el gen de la G6PD se localiza en la region
sub-telomerica del brazo largo del cromosoma X en el locus Xg28; por lo tanto, la deficiencia
de esta enzima es una enfermedad hereditaria ligada al cromosoma X. La secuencia completa
del gen de la G6PD presenta un tamafio de 18,5 Kb y esta conformado por 12 intrones y 13

exones que codifican para un producto de 1545 pb. (Gomez et.al, 2014)

En el caso de las mujeres, debido al efecto Lyon, pueden ser heterocigotas (comportandose
como mosaicos) Yy en ellas se han descrito casos clinicos similares en comportamiento a los
del varon homocigoto. Las mujeres homocigotas no son raras en poblaciones con alta
incidencia de deficiencias alélicas de G6PDH... Debido a que es uno de los trastornos
enzimaticos con mayor heterogeneidad genética se han descrito méas de 140 mutaciones, con

mas de 400 variantes bioguimicas del enzima. (Bello y Mohamed, 2015)

La deficiencia se expresa por completo en los varones, y las hembras heterocigéticas son en
apariencia normales, en estas Ultimas la actividad enzimatica media de la G6PD puede ser
normal, moderadamente reducida o muy deficiente, segun la distribucién de la poblacion

celular. Las células deficientes en estas mujeres son tan susceptibles a lesiones oxidantes




como las células deficientes en varones; sin embargo, la magnitud total de la hemolisis es

menor porque la poblacion de células vulnerables es pequefia. (Acosta, et. al, 2003)

Existe una clara distribucion de las variantes enziméticas, a través del mundo, tanto en
variantes que acttan de manera anormal como en variantes defectuosas, la enzima normal se
denomina G6PD (B+) o GdB, la variante GdA+, tiene una actividad normal y se distingue
de la forma B por poseer una movilidad electroforética mayor, esta posee propiedades
cataliticas normales y por lo tanto no hay problema de hemolisis, su estructura difiere de la
GdB por la sustitucion de asparagina por asparto en la secuencia de una mutacién en el
nucleétido 376, que es la que le confiere su mayor movilidad. Se han descrito muchas formas
anormales de la enzima, las mas importantes son las variantes de las formas A+ y B+

Ilamadas GdA- o variante africana y GdB- o variante mediterranea. (Séenz, 2014)

5.2.2 Clasificaciéon de la deficiencia de la G6PD

La deficiencia de G6PD se clasifica de acuerdo al porcentaje de disminucion que un
individuo posee, por lo que gravedad de su sintomatologia se expresa diferente en cada
individuo. De acuerdo a la actividad enzimatica y las manifestaciones clinicas la
Organizacion Mundial de la Salud las ha clasificado en cinco clases que se resumen a

continuacion:

+ Clase I: su prevalencia es poco frecuente y normalmente el nivel de deficiencia es grave,
se manifiestan como anemia hemolitica no esferocitica, 0 anemia crénica en presencia
de funcion eritrocitica normal.

% Clase II: méas prevalente en el Mediterraneo y Asia. Aqui el nivel de deficiencia también
es grave y la actividad enzimatica es menor del 10% de lo normal.

+ Clase Il1: presente en el 10% de los varones negros de Estados Unidos. Incluye variantes
con nivel de deficiencia moderado y una actividad enzimatica del 10 al 60% de lo
normal.

+ Clase IV: es una variante rara donde la deficiencia enzimatica suele ser leve o ninguna,
y el nivel de actividad enzimatica del 60 al 150% del normal.

+ Clase V: no hay deficiencia enzimatica, también es rara en cuanto a prevalencia y la

actividad enzimaética es mayor al 150% de lo normal. (OMS, 2001)




Con respecto al grado de compromiso enzimatico, como es frecuente en los errores innatos
del metabolismo, a medida que se han estudiado las poblaciones afectadas por esta
deficiencia, se han documentado grandes diferencias en el porcentaje residual de la actividad
enzimatica y la gravedad de las manifestaciones clinicas, ejemplifica este aspecto el paralelo
entre la severidad encontrada por ejemplo en los asentamientos humanos de origen
mediterraneo y la expresion mas benigna de la enfermedad en individuos afroamericanos.
Estos hallazgos han establecido una clasificacion dependiente de la actividad enzimética
estandarizada por la organizacion mundial de la salud que se relaciona a la severidad clinica
y el comportamiento enzimatico de las enzimas mutadas, que oscila desde las formas clasicas
con valores de actividad enzimatica < 5% de actividad residual hasta individuos con

expresiones limitrofes o comparables a valores de individuos control. (Uribe, 2017)

Las variantes de la deficiencia fueron agrupadas en 5 clases basados en la actividad
enzimatica y manifestaciones clinicas, la mayoria de las variantes ocurren en forma
esporadica, aunque la forma mediterranea y la G6PD A son mas frecuentes en ciertas
poblaciones. En algunas de estas variantes se produce hemolisis cronica denominada
"hemolisis congeénita no esferocitica”, esta variante se ha descrito como clase 1 segun la
clasificacion de la OMS, la hemolisis es de tipo extravascular a diferencia de la presentacion

hemolitica aguda, donde la hemolisis es preferentemente intravascular. (Verdugo et.al, 2014)

La expresion clinica de la deficiencia de G6FD resulta de la interaccion de las propiedades
moleculares de cada variante de G6PD, con factores exdgenos y posiblemente factores
geneticos adicionales especificos para determinadas poblaciones. La deficiencia de G6FD se
divide en cinco clases segun la gravedad clinica y el grado de deficiencia enzimatico. La
clase | se caracteriza por una anemia hemolitica no esferocitica crénica (AHNEC) sin causa
precipitante y una deficiencia grave de G6FD. En la clase Il se produce una hemolisis
intermitente y una deficiencia grave de G6FD. La clase Ill se caracteriza por hemolisis
después del estrés oxidativo y una deficiencia leve de G6FD. Las clases 11 y 11l representan
en conjunto mas del 90 % de las variantes de G6FD. Las clases IV y V no producen
sintomatologia clinica.

Los sindromes clinicos mas relevantes de deficiencia de G6FD son:

+ Anemia hemolitica aguda (AHA).

+ Anemia hemolitica neonatal (AHN), en el recién nacido.




+ Anemia hemolitica crénica no esferocitica (AHCNE).

La AHA es la presentacion clinica més llamativa de la deficiencia de G6FD con hemolisis
intravascular aguda después de la exposicion a estrés oxidativo. Entre los tipos de estrés
oxidativo hay que citar: la ingestion de ciertos farmacos, la ingestion de habas o procesos
infecciosos severos, siendo esta Gltima la causa mas comun de la hemdlisis. Se caracteriza
por irritabilidad, fiebre, nauseas, dolor abdominal y diarreas. Se inicia desde horas hasta
varios dias después de haber sufrido un estrés oxidativo y finaliza cuando se han hemolizado
todos los eritrocitos deficientes de G6PD, entren las 48 h tras la exposicion al oxidante.
Después aparece hemoglobinuria, ictericia y anemia.

La hemdlisis inducida por drogas clasicamente aparece luego de la ingestion de ciertos

agentes, entre los que se sefialan:

+ Antipaldicos: como primaquina, pamaquina, cloroquina y quinina.

+ Sulfamidas y sulfonas: sulfanilamida, sulfapiridina, sulfacetamida, dapsone

salicilazosulfapiridina, sulfametoxazol, sulfadiazina,y trimetroprima-sulfametozaxol.
+ Nitrofuranos como nitrofurantoina, furazolidona y nitrofurazona.
+ Analgésicos: acido acetilsalicilico y paracetamol.

+ Otras drogas como ciprofloxacino, acido nalidixico, cloranfenicol, analogos de la

vitamina K, probenecid, azul de metileno, entre otros.

La infeccion es probablemente la causa mas comun de hemdlisis en los pacientes con
deficiencia de G6PD. La severidad y las consecuencias clinicas de hemolisis estan
influenciadas por numerosos factores que incluyen la administracion simultanea de drogas
oxidantes, los niveles de hemoglobina previos, la funcion hepatica y la edad.

La presentacion de cuadro de hemolisis aguda luego de la ingestion de habas, es conocido
como Favismo y ha sido reconocida desde la antigtiedad, presentandolos pacientes un cuadro
clinico similar al inducido por farmacos, que se desencadena dentro de las 24 y 48 h
siguientes a la ingesta de habas. Los pacientes afectados por déficit de G6FD también pueden
desarrollar ictericia neonatal con kernicterus, la cual ocurre clasicamente entre los dias 4y 7
posnatales. (Oliva & Vifias, 2018)




5.2.3 Epidemiologia

La deficiencia de G6PD es el defecto enziméatico mas comdn a nivel mundial, se estima que
cerca de 400 millones de personas se encuentran afectadas en todo el mundo, donde la GdA-
es la variante mas comudn asociada con hemdlisis episddica y se encuentra de forma
predominante en la raza negra. La mediterranea es la segunda variante mas comun, su
actividad catalitica esta marcadamente disminuida. Esta deficiencia es hereditaria y esta
ligada al cromosoma X por lo que los hombres se encuentran més afectados tanto
heterocigotos como homocigotos, mientras que la mayoria de las mujeres solo se comportan
como portadores de la enfermad y pocas presentan la enfermedad. El origen de la deficiencia
se ha asociado a su efecto protector contra el Plasmodium facliparum, por lo que se han
desarrollado muchos estudios incluyendo la coincidencia geografica de zonas de alta
incidencia de la malaria, con alta prevalencia de la deficiencia de la enzima. La variante GdA-
abarca cerca del 90% de los casos africanos, ademas se encuentran en el Caribe, Suramérica
y Norteamérica, asi como regiones de Esparia, Portugal y el Medio Este. La GdB- se detecta
en paises de la region del Mediterraneo, el Medio Este y las regiones de la India. (Séenz,
2014)

A nivel mundial, alrededor de 400 millones de personas portan por o menos un gen
deficiente de G6PD. En América Latina y el Caribe se reporta que existen alrededor de 75
mil casos con una prevalencia variable segun los paises, siendo Guyana Francesa, Surinam,
algunas regiones de Venezuela, Colombia y Ecuador los de mayor prevalencia con cifras de
superiores al 10 %. Las mutaciones en el gen de la G6PD determinan variantes con diferentes
grados de actividad enzimatica asociadas a una amplia gama de fenotipos bioquimicos y
clinicos; y se han descubierto mas de 400 variantes, las que son generalmente responsables
de la diversidad en el cuadro clinico de esta enzimopatia. Las variantes genotipicas mejor
conocidas son la G6PD mediterranea (G6PD B-) y la variante africana (G6PD A-). La
deficiencia de G6PD A- es la mutacion mas habitual en africanos y afroamericanos. (Oliva
y Vifias, 2018)

Por otra parte Uribe (2017) argumenta que “Se ha observado una alta incidencia en personas
de raza negra y algunas poblaciones de judios, sin embargo, su distribucidn es étnica, con

una mayor prevalencia en zonas endémicas de malaria”. (p.11), mientras que Monteiro et.al




(2014) consideran que “la mutacion G6PD A-2022 fue la variante mas amplia distribuida en

América latina y se identific6 en 81.1% de las personas encuestadas” (p. 554).

Por otra parte Gomez (2014) también afirma que:

La deficiencia de la G6PD es la enzimopatia mas coman en el hombre y el quinto defecto
congénito mas comun a nivel mundial. Tiene una distribucion global con una prevalencia del
4,9% y un estimado de 330 a 400 millones de personas afectadas en el mundo. La deficiencia
de G6PD se produce con mayor frecuencia en Africa, Asia, el Mediterraneo y el Medio Oriente.
(p-556)

De las dos variantes méas frecuentes, la G6PD A- (clase Ill de la OMS) afecta
fundamentalmente a africanos y sus descendientes. Su sintomatologia en general es poco
grave debido a que solo un 20-30% de los eritrocitos deficientes sufren hemdlisis. Se suele
presentar con poca frecuencia como favismo. La forma mediterranea (G6PD mediterranea),
que se considera la clase Il de la OMS, afecta fundamentalmente a poblaciones de origen
griego, italiano, espafiol, arabe y judios. Esta variante produce ademas hiperbilirrubinemia
neonatal mas grave y el favismo con mucha mayor frecuencia... Los pacientes con DG6PDH
tienen mayor vulnerabilidad para la sepsis y las complicaciones relacionadas con la misma
(Bello y Mohamed, 2015)

La prevalencia en Mexico es de 0.95%, aunque en algunos paises en los que prospera el
Plasmodium (paludismo), como en la Republica Democratica del Congo, tiene prevalencia
del 25%, siendo superados por los judios kurdos con el 70%. Con mayor frecuencia en las
regiones tropicales y subtropicales. Se estima que 10% de la poblacién mundial porta un gen
deficiente de G6PD. Las poblaciones con mayores proporciones de afectados van desde 5%
hasta 30%, y se encuentran en Africa, Asia, Medio Oriente, Mediterraneo y Papuasia (Nueva
Guinea). EI 90% de los afectados son de sexo masculino. Los principales afectados en Estados
Unidos son los varones negros, poblacion que alcanza una prevalencia de 10%. (Alatorre et.al,
2017)

5.2.4 Manifestaciones clinicas de la deficiencia de G6PD

Al parecer la morbilidad relacionada a la deficiencia de G6PD se manifiesta solo cuando
existe estrés oxidativo, por lo que se plantea que en ausencia de factores desencadenantes de

crisis hemoliticas la enfermedad no se manifiesta, por lo tanto la gran mayoria de los




pacientes que cursan con deficiencia de G6PD son asintomaticas y sélo se manifiesta la
enfermedad cuando éstos son expuestos a estimulos oxidativos que desencadenan la
hemolisis masiva intravascular. Es por esto que muchas personas que padecen este desorden
lo ignoran. Clinicamente la variante A- causa una clinica poco grave debido a que la G6PD
del eritrocito pierde su funcion luego de 50 a 60 dias de circulacion y solo 20% a 30% de los
eritrocitos deficientes sufren hemolisis, mientras que la mutacién mediterranea, o B-, causa
una clinica muy grave porque la G6PD del eritrocito pierde su funciébn mucho mas
rapidamente (5 a 10 dias de circulacién) y la mayoria de eritrocitos deficientes llegan a sufrir
hemolisis. La expresion clinica entonces resulta de la interaccion de las propiedades
moleculares de cada variante de G6PD con factores exdgenos y posiblemente factores
genéticos adicionales especificos para determinadas poblaciones, clasificandose las

manifestaciones clinicas de la siguiente manera:

* |ctericia neonatal: La causa de ictericia neonatal no esta clara. Los infantes con ictericia
neonatal no tienen antecedentes de exposicion a farmacos, una de las causa es la
transferencia a traves de la placenta de farmacos y compuestos quimicos tomados por la
madre. Generalmente, la variante enziméatica de G6PD encontrada en estos infantes es del
tipo B- (variante deficiente con actividad enziméatica muy disminuida), lo que implica una
relacion directa con la presencia de un estrés oxidativo, provocado por una disminucién
en la defensa antioxidante del eritrocito. La ictericia se presenta del primero al cuarto dia
de edad. La gravedad del cuadro es muy variable, puede llevar al kernicterus, que consiste
en un dafio cerebral y de los nervios auditivos por niveles elevados de bilirrubinemia
neonatal no conjugada y puede llevar a discapacidad intelectual, parlisis cerebral, sordera

y muerte. Sin embargo estas complicaciones pueden ser prevenibles.

+ Favismo: Se denomina favismo, a la hemélisis aguda que se desarrolla en algunos
individuos después del consumo de habas en este caso, el agente oxidativo es el metabolito
de la L- Dopa (compuesto de las habas) la dopaquinona, el cual es un potente oxidante.
Los sintomas del favismo se desarrollan a las 24 a 48 horas después de la ingestion y es
muy peligroso. Los mas comunes son las nauseas, vomitos, malestar y vértigo. A estos
sintomas les sigue una hemdlisis aguda donde, a menudo, el conteo de eritrocitos cae por
debajo de 1,0 x 10 12/L. También se puede presentar ictericia y afeccion renal. En la

mayoria de los glébulos rojos son vistos cuerpos de Heinz. Estan presentes la




hemoglobinemia y la hemoglobinuria. Los sintomas generalmente cesan luego de 2 a 6
dias. En la actualidad esté establecido que el favismo en el &rea mediterranea es debido a
la ineficiente variante B- de la enzima G6PD.

+ Anemia hemolitica inducida por infecciones: Es la causa mas comun de anemia hemolitica
aguda, en ésta el anion superoxido y el H202 se generan en los macrdfagos en respuesta a
la infeccion, produciéndose por lo tanto agentes que dafian indirectamente a los glébulos
rojos. Por otra parte, el dafio en la morfologia de los eritrocitos provoca que estos sean
blanco de los macrofagos, por lo que pueden fagocitar a los hematies. Ambos mecanismos
participan en la hemolisis del eritrocito. Ademas los medicamentos administrados durante
la infeccion pueden generar mas grado de oxidacion. Las infecciones mas relevantes son

las hepatitis infecciosas, la neumonia y la fiebre tifoidea.

+ Anemia hemolitica inducida por farmacos: El mecanismo exacto de destruccién de los
globulos rojos por estos farmacos hemoliticos todavia no esta esclarecido. La severidad
del trastorno esté relacionada con la variante genética para G6PD que presenta la persona
y con el farmaco. La administracion de farmacos hemoliticos en pacientes con deficiencia
de G6PD es seguida, tipicamente de 24 a 72 horas, con hemolisis e ictericia. La hemdlisis
es primordialmente intravascular y normalmente se asocia con hemoglobinuria. Los
eritrocitos vistos al microscopio evidencian la aparicion de cuerpos de Heinz y la

hemoglobina cae abruptamente y, la orina se torna oscura.

+ Anemia Hemolitica Crénica no esferocitica: Todos los pacientes con deficiencia de G6PD
experimentan hemdlisis crénica. Habitualmente la hemdlisis ocurre solo bajo sujecion a
estrés. Estos pacientes con deficiencia de G6PD que manifiestan anemia hemolitica
cronica no esferocitica suelen poseer factores agravantes adicionales a su(s) mutacione(s)
en el gen G6PD, como pueden ser otras anormalidades genéticas como la anemia
diseritropoyética congenita, esferocitosis hereditaria, deficiencia de piruvato-cinasa o
deficiencia de 6 fosfogluconolactonasa, asi como con condiciones asociadas infrecuentes
como disfuncién granulocitica, que contribuye a la hemolisis al incrementar la

susceptibilidad del individuo a adquirir infecciones.




+ Anemia hemolitica congénita no esferocitica (AHNEC): Los sintomas pueden aparecen
inmediatamente después del nacimiento, por lo que el recién nacido se encuentra anémico
y presenta ictericia. En ocasiones la concentracién de hemoglobina es normal y la
hemolisis estd compensada, pero el estrés oxidativo producido por el déficit en la
produccion de NADPH por la deficiencia en la actividad de G6PD vy, por consiguiente, en
el mantenimiento de los niveles de glutation reducido, puede llevar a una dramética caida

en los niveles de hemoglobina. (Alatorre et.al, 2017)

Por otra parte se tiene que las manifestaciones varian en cada individuo dependiendo del tipo
de deficiencia que padezca, el espectro clinico de la deficiencia de G6PD es muy amplio,
abarcando desde sujetos asintomaticos hasta estados hemoliticos agudos o crénicos. La
gravedad del cuadro clinico casi siempre se correlaciona con el grado de deficiencia
enzimatica. La mayoria de los sujetos que presentan las variantes con niveles moderados de
deficiencia, se encuentran asintomaticos a través de su vida e inclusive desconocen el estado
de su enfermedad. En los sujetos con las variantes deficientes graves, las manifestaciones
clinicas pueden dividirse en tres grandes grupos: ictericia neonatal, hemolisis aguda y anemia

hemolitica cronica no esferocitica. (Gémez et.al, 2014)

Un paciente deficiente puede expresar dos tipos de anemia hemolitica, ya sea crénica o
aguda, la forma de hemolisis mas comun en personas con esta deficiencia enzimatica es el
fendmeno agudo, que ocurre cuando se ingiere algin medicamento con alto poder oxidativo
y sobrepasa la capacidad dexosificadora. La otra forma de hemdlisis es de tipo crénico y
ocurre en sujetos con un defecto enzimatico mayor, de tal manera que no requieren la
presencia de un agente toxico externo, sino de los niveles de radicales libres que se produzcan

constantemente en el organismo. (Boza, 2016)

Dada la gran heterogeneidad genética, la forma de presentacién clinica también es bastante
variable, la mayoria de los pacientes con este déficit suelen estar asintomaticos. Las formas

clinicas sintomaticas son:

+ Anemia hemolitica aguda (por farmacos o infecciones). Existe una larga lista de
farmacos y agentes infecciosos que se han relacionado con cuadros de hemdlisis aguda.
En el caso de farmacos, la hemolisis no es clinicamente detectable hasta las 24-72 horas

de su administracion. El rasgo caracteristico es el de orina oscura por hemoglobinuria.




La anemia se agudiza hasta los 7-8 dias de la administracion, momento en el que la
hemoglobina inicia la recuperacion. En el caso de infecciones, se ha descrito para los
virus A 'y B de la hepatitis, citomegalovirus, neumonias, fiebre tifoidea y agente como E.
coli, Salmonella y Streptococcus grupo B2. EI mecanismo exacto de hemolisis por esta
causa es desconocido, aunque una explicacion podrian ser las reacciones derivadas de la

actividad fagocitaria en el seno de la infeccion.

+ Favismo. Aunque la evidencia clinica no lo ha demostrado del todo, la mayoria de los
autores coinciden en que la patogenia esta determinada por la toxicidad que producen
elementos del haba, como la vicinay la convicina, al ser hidrolizadas en el tubo digestivo
y convertirse en alguno de los activos divicina e isouramilo, que son capaces de producir

hemolisis de los glébulos rojos.

+ Anemia hemolitica congénita no esferocitica. Es una forma de hemélisis cronica,
agrupada en el tipo | de la OMS. Son casos esporadicos. Se trata de una hemolisis
tipicamente extravascular, que se debe sospechar por una historia compatible
(tipicamente ictericia neonatal, anemia cronica regenerativa que se exacerba con
estimulos oxidativos, colelitiasis, esplenomegalia), asi como datos analiticos de

destruccion corpuscular.

+ Hiperbulirrubinemia neonatal. Es mas tipica y grave en pretérminos que en términos. Se
suele presentar entre los dias 1 y 4 de vida, como la fisioldgica, y con las mismas
complicaciones y tratamiento. EI mecanismo de la hemdlisis no se conoce totalmente.
Se debe pensar en este defecto en el caso de ictericias en las primeras 24 horas, con
valores altos, 0 en casos de historia familiar previa al nacimiento. (Bello y Mohamed,
2015).

Es bien conocido que la deficiencia de G6PD produce un fallo en el metabolismo del GSH y
el resultado de esto es la hemdlisis. Como un elevado nimero de variantes deficientes de
G6PD no se asocian a hemdlisis cronicas, se puede inferir que una pequefia cantidad de
actividad residual es suficiente para los requerimientos del eritrocito...... En las variantes
deficientes de G6PD con hemdlisis cronicas asociadas es evidente que la produccién de

NADPH es inadecuada, aungue se desconoce con exactitud como esto ocasiona la hemdlisis.




Una explicacion razonable es que en estos casos los niveles de GSH son tan bajos que los
grupos sulfhidrilos criticos en algunas proteinas claves no pueden ser mantenidos en su forma
reducida y se producen uniones intramoleculares e intermoleculares entre estos grupos. Se
ha observado la formacion de agregados de las proteinas del citoesqueleto de la membrana
del glébulo rojo, en pacientes con anemia hemolitica por déficit de G6PD. Estos agregados
disminuyen la deformabilidad de la célula y pueden alterar la superficie celular, haciéndolas
reconocibles por los macr6fagos como anormales y dando lugar a la produccion de una

hemolisis extravascular. (Acosta et. al, 2003)

La presentacion clinica, intimamente ligada al dafio estructural y en consecuencia funcional,
causada por la mutacion, muestra un amplio espectro cuya especificidad lo hace con
frecuencia indistinguible de otras enzimopatia eritrocitarias, entre las manifestaciones
fenotipicas relacionadas a la severidad del episodio hemolitico y la capacidad de
compensacion celular se encuentran la anemia no esferocitica aguda o cronica, ictericia por
una hiperbilirrubinemia de predominancia indirecta (puede progresar a Kernicterus y muerte)

y esplenomegalia, entre otros. (Uribe, 2017)

5.2.5 Diagndstico de la deficiencia de G6PD

La deficiencia de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa se detecta por diferentes métodos basados
en distintos procedimientos, los cuales dependiendo de la sensibilidad y especificidad que

poseen permiten hacer un diagndstico certero de la enfermedad.
Segun la OMS (2017):

Son pocas las pruebas de G6PD cualitativas para el lugar de atencion que estan
comercializadas. En la mayoria, el umbral para detectar la actividad enzimatica de la G6PD es
del 30%, de modo que una actividad > 30% se considera como <«<G6PD normal>, y una
actividad < 30% como <« G6PD deficitaria>>. Esto es importante para la administracion diaria
de primaquina, puesto que en las personas con una actividad de G6PD en los eritrocitos < 30%
de la normal es de prever la aparicion de anemia hemolitica aguda (p.8)

En palabras de Torrez y Contreras (2010) “El diagndstico se sospecha por lo general cuando
los pacientes de cierto grupos étnicos desarrollan anemia, ictericia y sintomas de hemolisis
después de los efectos de cualquiera de las causas anteriormente mencionadas, sobre todo

cuando existe una historia familia positiva”. (p.49)




Los hallazgos hematoldgicos y clinicos con los cuales se sospecha de deficiencia de G6PD
se debera confirmar mediante dosificacion de la actividad enziméatica de G6PD en eritrocitos,
objetivandose carencia de la enzima. Dicha dosificacion no debe realizarse durante crisis
hemoliticas (durante periodos de presencia sangre muy rica en reticulocitos), porque los
eritrocitos viejos se han hemolizado y s6lo quedan eritrocitos nuevos funcionales, o también
durante transfusiones de eritrocitos, por la presencia de eritrocitos exdgenos funcionales; ya
que estas situaciones pueden conducir a falsos negativos. En células rojas normales el rango
de actividad de G6PD, medida a 30°C es de 7 a 10 U/ gr Hemoglobina. En hombres
deficientes de G6PD (o mujeres homocigotas) el nivel basal (steady state) de G6PD es, por
definicién, menos del 50% de lo normal aungue en la mayoria de las variantes es menos del
20% vy en algunas practicamente indetectable. En mujeres heterocigotas, el nivel es
intermedio o extremadamente variable por lo que el diagnostico puede ser dificil, en estos
casos se recomienda el estudio de la familia completa o analisis de ADN. Los recién nacidos
pueden someterse a tamizacion para ciertas alteraciones hematoldgicas, metabdlicas y
hormonales. La mayoria de los defectos de nacimiento identificados mediante tamizacion
neonatal no tiene efectos visibles inmediatos en los bebés, pero, a menos que se detecten y
traten tempranamente, pueden causar muerte o discapacidad fisica, intelectual, visual o
auditiva. Las condiciones comunes que pueden considerarse para tamizacion en los paises de
medianos y bajos ingresos, incluyen hipotiroidismo congénito, enfermedad de células

falciformes, deficiencia de G6PD, fenilcetonuria y galactosemia. (Alatorre et.al, 2017)

5.2.5.1 Andlisis de los globulos rojos.

El glébulo rojo constituye un papel fundamental en el momento de diagndstico, dado que
este estd relacionado activamente con la falla de la enzima. En el periodo precedente al
reconocimiento de la deficiencia enzimatica de G6PD como mecanismo subyacente de la
hemdlisis inducida por primaquina, algunos ensayos cualitativos como la observacion de los
cuerpos de Heinz y la estabilidad del glutation, ayudaron a entender la fisiopatologia y
orientar el diagnostico de la enfermedad. El siguiente avance en el diagnostico de la
enfermedad lo constituy0 el desarrollo de métodos semi-cuantitativos que permitieron
determinar la actividad de G6PD siguiendo la reduccion de NADP a NADPH; dentro de éstos
se incluye el método de la mancha fluorescente y el método de la decoloracion. Ambos

métodos son sencillos, rapidos, sensibles y econdémicos; de tal forma que se utilizan




frecuentemente en aquellos paises en donde esta enfermedad presenta una alta prevalencia
como aquéllos con una alta incidencia de malaria. (Gémez, 2014)

El método diagndstico mas comun es el anélisis de globulos rojos, es decir, por medio de un
extendido periférico, donde los hallazgos significativos que inducen a la presencia de la
enfermedad son los cuerpos de Heinz y gldbulos rojos con bocas marginales conocidos como
Bite cells, otro hallazgo morfoldgico lo constituye la presencia de eferocitos. También se
aplica el recuento sanguineo completo y recuento de reticulocitos y en G6PD activa los
cuepos de Heinz se pueden ver en las células rojas de la sangre en una pelicula se sangre,
ademas se realizan pruebas a las enzimas del higado para excluir otras causas de ictericias y
se realiza el lactato deshidrogenasa debido a su elevacién en la hemolisis ya que es un
marcador de gravedad hemolitica; también se hace la prueba de Coombs, la cual debe ser
negativa. (Torrez y Contreras, 2010)

5.2.5.2 Anélisis genético

El diagndstico de la deficiencia de la G6PD se puede realizar por analisis cuantitativo
espectrofotométrico 0 mas comunmente por un test rapido de fluorescencia el cual detecta
la generacion de NADPH desde NADP. Existe también el test basado en detectar mutaciones
especificas a través de PCR usado en deteccion poblacional, estudios de familias o
diagnostico prenatal. En la hemolisis aguda los examenes podrian no detectar la deficiencia
debido a que los eritrocitos mas viejos han sido destruidos y quedan los méas inmaduros y
reticulocitos los cuales pueden tener una actividad enzimatica normal. Las mujeres
heterocigotos debido al mosaicismo del cromosoma X pueden tener deficiencia parcial y no

ser detectado por examenes de rastreo. (Verdugo, 2014)

También se puede realizar el diagnéstico por medio de la prueba de reaccion en cadena de la
polimerasa PCR, donde se identifican las variantes debido a sus mutaciones puntuales del
gen. La determinacion de la frecuencia de la deficiencia permite analizar su impacto en la
salud publica y descubrir los individuos en riesgo de sufrir crisis hemoliticas ante
desencadenantes de la enfermedad o en mujeres en riesgo de tener hijos afectados. (Torrez y
Contreras, 2010)




5.2.5.3 Técnicas para la deteccion de la deficiencia de G6PD

Existen diversas técnicas que permiten detectar este padecimiento, abarcan desde las mas

sencillas y econdmicas hasta las mas complejas y costosas.

Se debe sospechar la deficiencia enzimética en un paciente cuando la anemia sea subclinica
0 severa y requiera transfusiones, el rango de Hb es variado. La anemia es por lo general
normocitica y normocrémica, pero en ocasiones puede ser macrocitica debido a la cantidad
de reticulocitos (hasta 20% o mas) los cuales incrementan el volumen corpuscular medio. La
hiperbilirrubinemia a expensas de la indirecta se presenta sin alteraciones en enzimas
hepéticas, baja concentracion de haptoglobina y valores incrementados de lactato
Deshidrogenasa. La deficiencia de G6PD debe ser siempre considerada en el diagndstico
diferencial de la anemia hemolitica, tener presente la deficiencia de G6PD cuando se
prescriba un medicamento potencialmente hemolitico. Las discrepancias sobre el valor de
corte cuantitativo en los diferentes ensayos deben ser definidos en cada poblacion y tamizaje.
Utilizar al menos 2 controles normales y 3 mediciones por muestras, controles y problemas.
En caso de sospecha de la enfermedad con prueba de tamizaje negativa realizar frotis de
sangre periférica y conteo de reticulocitos, realizar nuevamente la prueba y realizar otras
pruebas confirmatorias. Se recomienda realizar las pruebas bioquimicas cuantitativas con
eritrocitos maduros separados por centrifugacion en capilares de hematocrito, lavados con
solucion salina, hemolizados por congelacion-descongelacion y diluidos 1:20 como fuente
directa de enzima. Es recomendable realizar el estudio molecular en los familiares directos

de un paciente en el que se haya establecido genotipo. (S.A, 2016)

5.2.56.3.1 Meétodo de Sass y Caruso.

Esta basado en la estimulacién de la pentosa fostafo por parte del azul de metileno, asi se
produce el NADPH+H+ en presencia de la enzima G6PD, cuya generacién produce la
reduccién del colorante y torna a este incoloro, en ausencia de la enzima no hay estimulo al
desvio de las pentosas, no se genera poder reductor y por lo tanto, el azul de metileno no

sufre reduccidn y conserva su color.




5.2.56.3.2 Reduccién de la metahemoglobina Breweret.

Se basa en un principio similar al descrito, donde la hemoglobina color rojo de la muestra es
oxidada a la mezcla de reaccion, estimula el ciclo de las pentosas y en presencia de G6PD
se genera NADPH+H+, el cual reduce la metahemoglobina a hemoglobina. Se producira asi
inicialmente una variacion de color rojo a café y finalmente en presencia de G6PD, este se

tornara nuevamente rojo. En ausencia de la enzima el color café permanece.

5.2.5.3.3 Técnica de Cianuro-Ascorbato de Jacob y Jandl

El escorbato de sodio que es un agente oxidante, actta sobre la oxihemoglobina produciendo
metahemoglobina y sulfohemoglobina por efecto del H.O> en tanto la actividad catalasa se
ve inhibida por la presencia de NaCN. En presencia de G6PD, el desvio de la pentosa es
suficiente para prevenir la acumulacion de metahemoglobina y sulfohemoglobina, ya que en
este ciclo se genera NADPH, este mantiene al glutation reducido y por lo tanto se ejerce su
actividad peroxidasa, en ausencia de G6PD, se acumulara metahemoglobina vy

fulfohemoglobina y G6PD normal aparecera un color rojo oscuro (oxihemoglobina).

5.2.5.3.4 Prueba directa de “Beutler Mancha Fluorescente.

Es una prueba rapida y econdmica, ya que identifica visualmente NADPH producido por la
G6PD bajo la luz ultravioleta, cuando la mancha de sangre no es fluorescente, la prueba es
positiva, puede ser un falso negativo en los pacientes que estan activamente hemolizando,
por lo tanto debe hacerse de 2-3 semanas después de un episodio hemolitico. (Torrez y
Contreras, 2010).

5.2.6 Tratamiento y prevencion para deficiencia de G6PD

El manejo de la deficiencia de G6PD contiene tres puntos principales: anular las causas de
estrés oxidativo, dar suplemento de acido félico y hierro, y no practicar esplenectomia. Segun

(S.A, 2016) el tratamiento a seguir es el siguiente:




Evitar ingesta de alimentos y farmacos potencialmente oxidantes.
Iniciar fototerapia cuando los niveles de bilirrubinas no conjugadas superen 150umol/L.
Realizar transfusion sanguinea con niveles de bilirrubina no conjugada de 300umol/L.

-+ + F

Realizar transfusion sanguinea en pacientes que cursen con niveles de Hb por debajo de
7g/dl o con Hb menor de 9g/dl y evidencia de hemolisis persistente (hemoglobinuria).

—

Usar &cido folico a dosis de 1mg/dia, en anemia no severa.

—

Realizar hemodidlisis en pacientes con fallo renal agudo.

Ictericia neonatal: En la mayoria de los casos la fototerapia es altamente efectiva, sin
embargo, cuando los niveles de bilirrubina son arriba de 300 umol/L (o atin menor en bebés
prematuros o quienes tienen acidosis o infeccidn) se aplica transfusion de intercambio para

prevenir dafio neuroldgico.

Anemia hemolitica aguda y favismo: Las transfusiones son utiles cuando la hemdlisis es
grave. La hemodialisis puede ser necesaria si hay falla renal aguda. Para evitar dafios renales

en pacientes con hemoglobinuria es imperativo asegurar un buen flujo urinario.

AHNEC: En téerminos generales, la AHNEC debida a deficiencia de G6PD no difiere de la
que es debida a otras causas (ejemplo; deficiencia de piruvato cinasa). Si la anemia no es
severa se recomienda el uso de acido folico. Es importante evitar la exposicion a drogas
potencialmente hemoliticas y se indica transfusion de intercambio cuando haya infecciones
recurrentes. En pocos pacientes la anemia es tan severa que deberan ser considerados

dependientes de transfusion. (Alatorre et.al, 2017)

El tratamiento solo es un método que controla las manifestaciones clinica que causa la
deficiencia. La mayoria de los casos los pacientes permanecen asintomaticos a menos que
sean expuestos a medicamentos o alimentos que puedan causar las crisis hemoliticas,
dependiendo del defecto especifico presente en el gen, el tratamiento especifico de la anemia

por deficiencia de G6PD sera determinado por el medico basandose en lo siguiente:

+ Edad, estado general de salud e historia médica
+ El avance de la enfermad
+ Tolerancia a determinados medicamentos, procedimientos y terapias

+ Expectativas para la trayectoria de la enfermedad




La medida méas importante es la prevencion de los medicamentos y alimentos que producen
hemolisis. Se puede prevenir la infeccion inducida por los ataques, en la fase aguda de la
hemolisis, las trasfusiones de sangre podrian ser necesarias e incluso algunos pacientes
pueden beneficiarse de la eliminacion de la esplenectomia del bazo, ya que es un importante

sitio de destruccién de globulos rojos. (Torrez y Contreras, 2010)




VI. PREGUNTAS DIRECTRICES

¢Cudles son las principales caracteristicas demogréaficas de los individuos en estudio?

¢Cémo se evalla la funcionabilidad del método Sass y Caruso para la deteccién de la
deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa?

¢De qué manera se aplica el método Sass y Caruso para la deteccion de la deficiencia de
glucosa 6 fosfato deshidrogenasa en los individuos donante?




VII. DISENO METODOLOGICO

Toda investigacion se basa en un disefio metodoldgico, el cual describe de manera precisa 'y
detallada como se llevo a cabo la investigacion, establece los pasos a seguir para generar la
informacion requerida. Hernandez, et. al (2006) expresan que “El disefio constituira el plan
0 la estrategia que se desarrolla para obtener la informacién que se requiere en una
investigacion, este incluye procedimientos y actividades tendientes a encontrar la respuesta”.
(p. 158).

7.1 Tipo de investigacion.

De acuerdo al tema establecido y a los objetivos formulados la investigacién es analitica, ya
que posee las pautas para el desarrollo investigativo, pues se pretende determinar un nimero
de afectados de cierta poblacion, estableciendo la frecuencia de deficientes de G6PD, este
tipo de investigacion nos permite una vision dinamica del proceso el cual es entendido como

la descomposicion de un fendmeno en sus elementos constitutivos.

. Barrantes (2008), explica que:

Este analisis se va a considerar como proceso con cierto grado de sistematizacién, que esta
implicito en las actuaciones del investigador. En este sentido, resulta dificil hablar de una
estrategia 0 procedimiento general de andlisis de datos, pero pueden sefialarse tres tareas
fundamentales: reduccion de datos, disposicion y transformacion de datos y obtencion y
verificacién de datos. (p. 169)

7.2 Tipo de estudio.

El tipo de estudio es cuasi-experimental ya que la investigacion se realizo en base a los
donantes voluntarios que fueron captados en el primer semestre del 2018, donde los
participantes del estudio son de caracter intencionado, debido a que fueron seleccionados y

proporcionados por el Banco de Sangre, para Segura (2003):

Los disefios cuasi-experimentales son una derivacion de los estudios experimentales, en los
cuales la asignacidn de los pacientes no es aleatoria aunque el factor de exposicion es manipulado
por el investigador, es particularmente Gtil para estudiar problemas en los cuales no se puede
tener control absoluto de las situaciones, pero se pretende tener el mayor control posible, aun
cuando se estén usando grupos ya formados, es decir, se utiliza cuando no es posible realizar la
seleccién aleatoria de los sujetos participantes en dichos estudios. Por ello, una caracteristica de
los cuasi-experimentos es el incluir "grupos intactos", es decir, grupos ya constituidos (. 3)




El estudio es de corte transversal, ya que se efectu6 en un lapso establecido, el cual
comprendié seis meses, Barrantes (2008) expresa que estos “estudios también son
denominados sincrénicos y estudian aspectos de desarrollo de los sujetos en un momento
dado”. (P. 64)

Ademas es de caracter prospectivo dado que no se conoce de la existencia de casos positivos
para la deficiencia de G6PD, puesto que no se emplea ningin método diagnostico en el pais;
permitiendo de esta manera determinar la presencia de deficientes en Nicaragua a traves de
la prueba establecida en este estudio, en palabras de Osman (s.f) “se describe el periodo de
recogida de los dato de exposicidn con respecto a la fecha actual”. (p6)

7.3 Método.

La presente investigacion se desarrollé bajo el método deductivo, este método se selecciond
debido a que las conclusiones son una consecuencia necesaria de las premisas: cuando las
premisas resultan verdaderas y el razonamiento deductivo tiene validez, no hay forma de que

la conclusion no sea verdadera. Méndez (2009), menciona que:

El conocimiento deductivo permite que las verdaderas particulares contenidas en las verdaderas
universales se vuelvan explicitas. Esto es, que a partir de situaciones generales se lleguen a
identificar explicaciones particulares contenidas explicitamente en la situacién general. Asi, de
la teoria general a cerca de un fendmeno o situacion, se aplican hechos o situaciones particulares.
(p. 240)

7.4 Técnicas e instrumentos.

Para efectuar el desarrollo del protocolo es ineludible indagar y obtener informacion para
satisfacer el propdsito del estudio, por tal razon, es esencial utilizar técnicas e instrumentos
que contribuyen a identificar, detallar, analizar y explicar la evaluacion de la prueba de
escrutinio de la deficiencia de G6PD. Las técnicas de investigacion que se emplearon fueron
la ficha de recoleccion de datos y el analisis documental, ya que permitiran obtener la

informacion requerida para el desarrollo de la investigacion.

El analisis documental se realizd con el fin de reunir informacion que respalde la
investigacion mediante la basqueda de varios documentos relacionados al tema en cuestion.
Barrantes (2008) plantea que “El andlisis documental es una técnica para estudiar la

comunicacion objetiva, sistematica y cuantitativa. Con este analisis puede hacerse inferencias
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vélidas y confiables de datos dentro de un contexto. Los procesos de comunicacion estan

inmersos dentro de diversos contextos”. (p. 199)

La ficha de recoleccion de datos se utilizd para reunir los resultados obtenidos de los
examenes de cada paciente y sus datos personales, a partir del informe recolectado por el
Banco de Sangre de Nicaragua, por lo que sera aplicada a los donantes voluntarios que
asistieron a esta misma institucion (Ver anexo N°1), Mérida (2003) explica que “las fichas
son los instrumentos que permiten el registro e identificacion de las fuentes de informacion,

asi como el acopio de datos o evidencias” (.5).
7.5 El universo o la poblacion.

En esta investigacion el universo o poblacién estd comprendido por los donantes voluntarios
captados por el Banco de Sangre de Nicaragua, que asistieron en el periodo del primer
semestre del 2018, en palabras de Hernandez et. al (2006) “La poblacion es el conjunto de

todos los pasos que concuerdan con una serie de especificaciones”. (p. 238)
7.6 Muestra

La muestra esta comprendida por 1000 donantes voluntarios facilitados por el Banco de
Sangre de Nicaragua; se conoce de la férmula estadistica de seleccion de muestra, sin
embargo no se utilizd en la presente investigacion dado que la muestra fue intencionada y
facilitada estrictamente por la institucion antes mencionada, para Fernandez y Diaz (2001),
“La muestra es el conjunto menor de individuos, subconjunto de la poblacién accesible y
limitado sobre el que realizamos las mediciones o el experimento con la idea de obtener

conclusiones generalizables a la poblacion”. (1. 6)

7.7 Criterios de inclusion

Individuos nacidos en Nicaragua.
Individuos donantes captados por el banco de sangre.
Individuo que dono en el primer semestre del 2018.

Muestra con un maximo de 24 horas después de extraccion.

-+ F +

Individuo que firmé el consentimiento informado proporcionado por el banco de

sangre.
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7.8 Criterios de exclusion

+ Individuos nacidos en otro pais que no sea Nicaragua.
No ser donante voluntario.

Individuos que donaron fuera del periodo estipulado.
Muestras con mas de 24 horas después de la extraccion.
Muestras hemolizadas.

-+ F F #

No haber firmado el consentimiento informado proporcionado por el banco de

sangre.

7.9 Etica

Dado que no se tuvo relacién directa con los participes del estudio, no se cuenta con un
consentimiento informado del paciente, debido a que la informacion obtenida es a partir
del formulario proporcionado por el Banco de Sangre, donde los donantes aceptan que
sus muestran sean utilizadas para la realizacion de pruebas clinicas, que tengan

repercusiones en la donacion. (Ver anexo N°5)

7.10 Procedimiento de referencia

Se utilizé como referencia para la estandarizacion de la técnica el método de Sass y
Caruso descrito por Saenz (2014) en el libro titulado Hematologia Clinica, la cual se trata
de una reaccién coloreada rapida y simple para uso de rutina para la investigacion de

escrutinio de la deficiencia de Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. (Ver Anexo N°8)

7.11 Muestras y condiciones de almacenamiento

Para el procedimiento se utilizacion muestras de sangre total con anticoagulante EDTA 'y
fueron almacenadas a 4°C por un maximo de 24 horas.

Como control positivo se utilizo un falso positivo obtenido a partir de una muestra patron
manipulada.

El control negativo fue obtenido a partir de una muestra de un individuo sano son ningdn

signo o sintoma de la anomalia en estudio.




7.12 Método Sass y Caruso

El azul de metileno estimula el ciclo de las pentosas para que produzca NADPH + H por
accion de la G6PD. El azul de metileno se reduce (pasa a incoloro) en presencia del
hidrégeno lo que permite detectar pacientes con deficiencia de G6PD, ya que en ausencia
de la enzima no hay estimulo al desvio de las pentosas, no se genera poder reductor y por

lo tanto, el azul de metileno no sufre reduccion y conserva su color.

Procedimiento técnico

1. Enun tubo de ensayo de 12x75 mm se colocan 0.4 ml de eritrocitos empacados;
es recomendable realizar un lavado con solucién salina.

2. Se agrega 1.25 ml de la solucion de trabajo de azul de metileno y se mezcla bien,
se deja a temperatura ambiente por 30 minutos.

3. Después de los 30 minutos de la incubacion se agita bien nuevamente y se
centrifuga a 2000 RPM durante 5 minutos.

4. Realizar lectura de los resultados

Interpretacion
Positivo: presencia sobrenadante azul

Negativo: presencia de sobrenadante incoloro




7.13 MATRIZ DE INVESTIGACION

Tema Problema Objetivos Preguntas Esquema de | Instrumentos | Fuente  de
directrices/Hipotesis marco tedrico informacion

Frecuencia de | (Cudl es la | 1-Describir las | ¢Cuales son las principales e Enzima Analisis Libros

la deficiencia | frecuencia de la | principales caracteristicas Glucosa 6 | documental Articulos

de glucosa 6 | deficiencia  de | caracteristicas demograficas de  los fosfato

fosfato glucosa 6 fosfato | demogréficas de los | individuos en estudio? deshidrogen | Ficha de | Hojas de

deshidrogenas | deshidrogenasa a | individuos en estudio. as recoleccion de | registro  de

a través de la|travées de la ¢Como se evalia la e Generalidad | datos donantes

evaluacién del | evaluacién  del | 2-Evaluar la | funcionabilidad del método es de la

método Sass y | método Sass Y | funcionabilidad del | Sass y Caruso para la deficiencia

Caruso en | Caruso en | método Sass y Caruso | deteccion de la deficiencia de G6PD.

donantes donantes para la deteccion de la | de glucosa 6 fosfato e Manifestaci

voluntarios voluntarios que | deficiencia de glucosa 6 | deshidrogenasa? ones

que fueron | fueron captados | fosfato deshidrogenasa. clinicas.

captados por el | por el banco de ¢cComo se detecta la e Métodos de

banco de | sangre de | 3-Aplicar el método | deficiencia de G6PD por Diagnéstico

sangre de | Nicaragua en el | Sass y Caruso para la | medio de la prueba de

Nicaragua en

el primer
semestre  del
2018

primer semestre
del 2018?

deteccion de la
deficiencia de glucosa 6
fosfato deshidrogenasa
individuos

en los

donantes.

tamizaje en los individuos

donantes?




7.14 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variables Sub-variables | Definicion conceptual Definicion operacional Indicadores | Criterio
Sexo Condicién orgénica que Femenino
distingue a los hombres de las Masculino
mujeres Caracteristicas que permitiran Si
Demografia realizar el diagnostico de la | Rangos  de No
Edad Tiempo que ha vivido un | patologia edad
individuo desde su nacimiento
Municipios
Procedencia Lugar de donde procede alguien
Técnica basada en la Sobrenadante
estimulacion de la pentosa | Técnica basada en el cambio | Positivos azul
Metodo de Diagndstico | Sazy Caruso | fostafo por medio del azul del | de color del azul metileno en
metileno, con produccidon de | presencia de la enzima G6PD | Negativos Sobrenadante
NADPH incoloro




VIIl. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

La presente investigacion consta con una base de datos que respalda los resultados obtenidos,
en este punto se presentan los porcentajes de cada caracter a resaltarse en dicha investigacion
y el proceso de evaluacion de la funcionabilidad del reactivo. Se analizaron 1,000 muestras
de individuos donantes de carécter intencional, sin preferencia de sexo y edad, sin embargo

se seleccionaron las muestras mas frescas.

8.1 Principales caracteristicas demograficas de los individuos participes
del estudio.

Se contemplan las caracteristicas demograficas (sexo, edad y procedencia) de los individuos
que conforman el estudio, el cual es de 1000 donantes voluntarios, se explica cada uno a
través de los resultados obtenidos por cada parametro antes mencionado, resaltando los datos

que tuvieron mayor predomino.

Se procesaron un total de 1,000 muestras de donantes voluntarios captados por el banco de
sangre de Nicaragua, los cuales fueron elegidos de forma intencionada por parte de los
miembros de la institucion antes mencionada la que nos facilito las muestras para el estudio,
por lo que se presentan caracteristicas de acuerdo a la asistencia y captacion de dicha
institucion, sin embargo se seleccionaron los caracteres que se cree son de mayor impacto
para con la investigacion, el unico aspecto de preferencia que tuvo el estudio fue con las
muestras, buscando las que tuvieran una hora de extraccion menor de 24hrs por razones de

viabilidad de la enzima en cuestion, para asi lograr tener un resultado més confiable.
8.1.1 Sexo

Del total de 1,000 muestras procesadas el 67.8% resulto ser del sexo femenino y el 32.2%
del sexo masculino; en niumeros reales fueron 678 mujeres y 322 hombres. (Ver grafico N°1)
Lo que quiere decir que las mujeres donan con mucha mas frecuencia que los hombres. La
diferencia entre sexos es bastante notoria, esto en parte lo podemos atribuir a que en la
poblacién en general de pais hay mas mujeres que hombres y que por naturaleza las mujeres

asisten mas a la donacién voluntaria por instinto humanista.
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Gréfico N° 1: Principales caracteristicas demograficas de los individuos participes del

estudio. Distribucion por sexo de los donantes.

Fuente: Tabla 2. Elaborado por autoras monogréaficas

8.1.2 Edad

De las 1,000 muestras procesadas comprendian las edades entre 16 y 60 afios, esto regido por
el formato de aceptacion de donantes voluntarios del Banco Nacional de Sangre, donde uno
de sus criterios de inclusion es que el donante este entre este rango de edad. Se encontré que
los jovenes son potencialmente mas activos a la donacién, dado que mas del 50% esta entre
las edades de 18 y 30 afios, la edad con mas frecuencia es la de 19 afios con un 11.9% del
total de donantes, esto equivalente a 119 individuos de ambos sexo, en segundo lugar esta la
edad de 18 y 20 con un 10.8%, que corresponde a un total de 108 donantes para cada uno, la
edad minima de 16 afios tuvo un porcentaje de 0.5% equivalente a 5 individuos, la edad de
17 tuvo un 4.2% es decir, 42 individuos, la edad de 21 tiene un 8.2%, equivalentes a 82
personas, la edad de 22 afios un 6.5% igual a 65 donantes, 23 afios con llego al 6.1% o sea
61 donantes, 24 afios obtuvo 4.5% es decir 45 donantes, la edad de 25 afios tiene un 3.1%
correspondiente a 31 personas, la edad de 26 afios tiene un 2.9% es decir 29 personas, las
edades de 27, 28 y 29 afios tienen porcentajes similares, obtuvieron porcentajes de 2.2, 2.3,

y 2.8% respectivamente, siendo en nimeros reales 22, 23 y 28 individuos cada uno, la edad




de 30 afios fue otra que tuvo un indice de incidencia alto, con un 7% equivalente a 70
donantes, 31 y 32 afios tienen porcentajes de 0.9% y 0.8% para cada uno, es decir 8y 9
individuos., la edad de 33 obtuvo un 0.5% o sea 5 personas, las edades de 34 y 35 afios tienen
0.9% cada uno, 9 donantes por cada edad. Las edades de 36 37 afios, tienen porcentajes de 1
y 1.1% cada respectivamente, es decir 10 y 11 donantes. Las edades con menor frecuencia
son las que se encuentran en el rango de 38 a 60 afios, donde todas las edades tienen
incidencia baja, las edades de 38, 42, 45, 51 y 53 tienen un porcentaje igual, todas las edades
tienen un porcentaje de 0.4% cada uno, es decir, 4 donantes para cada edad. Las edades de
46 y 50 tienen valores iguales, de 0.5%, es decir 5 individuos por edad. De igual manera las
edades de 39, 40, 44 y 54 afios tienen el mismo rango de incidencia, de 0.6% por edad, o sea
6 donantes respectivamente. Las edades de 48, 55 y 58 tienen un porcentaje de 0.7%, lo
equivalente a 7 donantes por cada edad. La edad de 41, 56 y 59 obtuvieron 0.2% lo que es
igual a 2 donantes por edad. Las edades de 43, 52 y 60 tienen una incidencia de 0.3% es
decir 3 donantes por edad. Y por dltimo la edad de 47 que abarco un 0.8% del total
muestreado y esto equivale a 8 donantes demostrandose que ha mayor edad es menor la
incidencia de donaciones. Ademas se observa que la edad de 16 por ser la del limite inferior
también cuenta con una baja incidencia, esto puede deberse a las limitaciones de peso,
permiso de los padres o tutores en caso de no tener cedula, y falta de informacion. Un dato a
destacar es que no hubo ningun donante con la edad de 57 afios en el muestreo. (Ver grafico
2)




Grafico N° 2: Principales caracteristicas demogréaficas de los individuos participes del
estudio. Distribucion en porcentaje de las edades de los donantes.
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Fuente: Tabla 2. Elaborado por autoras monogréaficas

8.1.3 Procedencia

En el banco de sangre se procesan muestras de casi todo el pais, para este estudio sin embargo
se seleccionaron mayormente muestras de Managua, o tomadas en Managua, debido a que
las muestras procesadas debian estar lo mas frescas posibles para poder ser procesadas sin
interferencia en los resultados, dado que al tener més tiempo transcurrido desde su extraccion
tienen mayor probabilidad de provocar un falso positivo. A pesar de este limitante se
procesaron muestras de diferentes departamentos, gracias a la migracion de los pueblos a la
ciudad y a casos especiales de ciertos departamentos procesados en la cede de Managua.
Debido a esta preferencia de muestras, el 49.7% del total de los muestreados es originario de
la cuidad de Managua correspondiente a 497 individuos exactamente, seguido de las
Ciudades de Ledon y Chinandega puesto que no cuentan con una cede y el total de sus
donantes es procesado en la cede de Managua, estas abarcan un 10.9% y 8.4%
respectivamente, es decir, 109 de Ledn y 84 de Chinandega. Las demas ciudades que lograron
entrar en el estudio son Costa Caribe 7.5%, Chontales 3.5%, Esteli 3.4%, Matagalpa 3.3%,
Carazo 3.1%, Granada 2.9%, Rivas 2.3%, Rio San Juan 1.9%, Masaya 1.5%, Nueva Segovia




1.2% y Boaco 0.4%, esto en orden descendente de acuerdo al grado de incidencia, con
numeros reales de 75, 35, 34, 33, 31, 29, 23, 19, 15, 12 y 4 individuos respectivamente.

Grafico N°3: Principales caracteristicas demograficas de los individuos participes del
estudio. Procedencia en porcentaje de los donantes.
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Fuente: Tabla 2. Elaborado por autoras monogréficas

8.2 Evaluacion de la funcionabilidad del método Sass y Caruso para la
deteccion de la deficiencia de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa en

individuos donantes.

En este capitulo se presenta de manera detallada el proceso de preparacién de los reactivos y
multiples ensayos realizados para su control y verificacion de uso del método de Sass y

Caruso.
8.2.1 Preparacion del reactivo, método de Sass y Caruso

Se trata de una reaccion coloreada, rapida y simple para el uso de rutina en la investigacion

de G6PD basada en la reduccion del azul de metileno por activacion del ciclo de las pentosas.




Reactivos:

Reactivos Cantidad
NaHPO,s 0.066M 9,46 g/l para 500ml de agua destilada
K2HPO4 0.066M 9,08 g/d para 500ml de agua destilada
Glucosa anhidra 1 gramo para 500ml del tampon de fosfato
NaCl 4,25 gramos para 500ml del tampdn de fosfato

Azul de metileno (0.3%) 0,3 gramos para 100ml de agua destilada

Procedimiento:

1. A 500 ml de solucion de NaHPO4 agregar solucion de K;HPO4 hasta obtener un pH
de 7.4, formando un tampdn de fosfatos.

2. A la solucion anterior agregar glucosa y NaCl en polvo, formando una solucion
salina-glucosa-tampon de fosfato.

3. Para crear la solucion de trabajo final agregar a la solucién anterior 1,5 ml de azul de
metileno previamente diluido (0.3 gramos azul de metileno en 100 ml de agua
destilada).

4. Es estable por varios meses refrigerado a 4°C

8.2.2 Funcionabilidad del reactivo

Para comprobar que el reactivo funciona correctamente se debe someter a una prueba con
controles, positivos y negativos. Ya que se pretende descubrir la presencia o ausencia de una
enzima eritrocitaria es necesario usar paquete globular, por lo tanto las muestras que se
requieren deben ser tomadas con anticoagulante EDTA. Dado que no se cuenta con un
individuo positivo para la deficiencia que se pueda usar como control positivo, se procedio
al uso de un falso positivo y un negativo real como controles. EI control positivo se construyd

con muestra de un individuo cualquiera, disminuyendo la concentracion de glébulos rojos,




con una dilucién de 1/8 con un volumen final de 400ul, en este punto por ser una menor
concentracion de muestra y por ende menos concentracion de enzima presente en dicha
muestra se logra obtener un resultado positivo, que funciona como un control positivo. Para
el control negativo se usd paquete globular de un individuo cualquiera verdaderamente
negativo el cual nunca ha presentado ningun tipo de anemia hemolitica o registros de
manifestaciones clinicas asociados a esta deficiencia, en caso de este control solo es funcional
durante 24hrs, después de pasado dicho tiempo deja de dar resultados certeros que puedan

evaluar la funcionabilidad de la solucion de trabajo preparada.

Figura 1: Control positivo/ control negativo. El control positivo se identifica por medio

del color azul que presenta el sobrenadante y el control negativo posee un sobrenadante

T W

incoloro.

Fuente: tomada por autoras monograficas

Para la comprobacion del funcionamiento de la solucidn de trabajo se prepararon controles
positivos y negativos cada vez y fueron utilizados Unicamente en ese momento, ninguno fue
guardado para su uso posterior. En el caso del reactivo se comprobo su estabilidad y buen
funcionamiento durante un periodo de ocho meses, limite en el cual el reactivo pierde su

viabilidad y comienza a dar resultados falsos positivos.
8.2.3 Ensayos de prueba respecto a la muestra
Ensayo 1: Volumen de la muestra

Para conocer el volumen limite de deteccion de la prueba, se montaron 5 tubos con

volimenes diferentes de muestra y la misma cantidad de solucién de trabajo en todas, la




muestra usada es ademas recién tomada y de un verdadero negativo. El primer tubo contiene
50ul, el segundo 100ul, 200ul el tercero, 300ul el cuarto y el quinto 400ul, méas 1.25ml del
reactivo en todos los tubos, lo que nos permitid observar y conocer que los dos primeros
volimenes no son Utiles para este método de diagnostico, el tercer volumen es considerado
el limite de muestra para uso, siendo el cuarto y quinto volumen de muestra idonea para

mejores resultados.
Ensayo 2: Viabilidad de la muestra

En este punto se buscd conocer el limite de tiempo de la muestra, con el objetivo de saber si
era posible usar muestras conservadas de varios dias sin obtener interferencias en resultado,
para saber este dato se procesaron diferentes volimenes de muestra con diferente tiempos de
obtencion de la muestra. Todas las muestras usadas fueron de un individuo cualquiera
verdaderamente negativo, ya que es mas facil obtener un resultado falso positivo que un falso

negativo.

Ensayo 2.1: Ohrs, muestra recién tomada y centrifugada. Aqui se muestra 5 tubos con
diferentes volimenes de muestra y mismo volumen de reactivo (1.25ml), sabiendo que el
tubo que contiene 50 ul de muestra debe ser positivo y el tubo que contiene 400 ul de muestra
es negativo, este dato es conocido gracias al ensayo 1, en el cual se usé muestra recién

tomada.

Figura 2: Ensayo 2.1 a las 0 horas
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Fuente: tomada por autoras monogréficas
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Ensayo 2.2: 6hrs después de tomada la muestra.

Se montaron nuevamente los 5 tubos con los mismos volimenes de muestra y reactivo que
el caso anterior, con la diferencia de que en este caso la muestra lleva conservada en
refrigeracion 6hrs después de su toma. Aqui se nota el mismo comportamiento que el caso

anterior, donde solo el primer tubo presenta positividad.

Figura 3: Ensayo 2.2 a las 6 horas.

~

Fuente: tomada por autoras monogréaficas

Ensayo 2.3: 12hrs después de tomada la muestra

Se repite el caso anterior, misma cantidad de tubos, mismo volumen de muestra y mismo
volumen de reactivo, sin embargo en este caso la muestra tiene 12hrs de conservacion
después de tomada. Notandose un ligero cambio en el tubo que contiene 100 ul de muestra,

donde ya se nota un ligero color azul, indicativo de positividad.

Figura 4: Ensayo 2.3 a las 12 horas.
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Ensayo 2.4: 18hrs despues de tomada la muestra.

Igual que los casos anteriores se montan los mismos 5 tubos, con muestra y reactivo, en este
caso la muestra ya lleva 18hrs guardada en refrigeracién, ya se nota positividad en el tubo

nmero 1y 2, los tubos restantes siguen teniendo el mismo comportamiento negativo

Figura 5: Ensayo 2.4 a las 18 horas.
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Ensayo 2.5: 24hrs después de tomada la muestran

Fuente: tomada por autoras monogréaficas

La muestra usada en este paso ya lleva almacenada 24hrs después de su extraccion, como en
los ensayos anteriores nuevamente se montan los 5 tubos con muestra y reactivo
correspondiente. En este caso los tubos 1, 2'y 3 presentan positividad, aunque en comparacion

el tubo tres tiene un color azul bastante débil.

Figura 6: Ensayo 2.5 a las 24 horas.
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Ensayo 2.6: 30hrs despues de tomada la muestras

Nuevamente el mismo procedimiento de los 5 tubos, con su muestra y reactivo
correspondiente, en este caso la muestra ya lleva 30 horas guardada, en este caso se nota ya
positividad en los tubos 1, 2 y 3, en el caso del tubo 4 ya se nota un leve color azul indicativo

de positividad, siendo el ultimo tubo el que se observa negativo.

Figura 7: Ensayo 2.6 a las 30 horas.
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Fuente: tomada por autoras monogréaficas

Ensayo 2.7: 36hrs después de tomada la muestra

Igual que en los ensayos anteriores se montaron los 5 tubos con su muestra y la solucién de
trabajo. La muestra usada lleva 36hrs en refrigeracion, en este momento ya todos los tubos
presentan positividad indicada por el color azul, el tubo 5 a pesar de demostrar una ligera

tonalidad azul, ya presenta indicios de positividad.




Figura 8: Ensayo 2.7 a las 36 horas.

Fuente: tomada por autoras monogréaficas

Como se puede notar la positividad es gradual (Ver en anexo N°2), lo que nos indica que las
muestras usadas en este estudio y/o con este reactivo deben ser muestras lo mas frescas
posibles, estableciendo como limite maximo 24 horas despues de haber sido tomada dicha

muestra.

8.3 Deteccion de la deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa en los

individuos donantes.

8.3.1. Positivos

Se procesaron 1,000 muestras de individuos donantes voluntarios, de estos el 11% resulté ser
positivo para la deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, (Ver grafico N°4), a pesar
de ser el desorden enziméatico mas comun del mundo, se encontrd una incidencia baja en
comparacion con resultados obtenidos en Costa Rica, donde existe una incidencia del 17.8%
en la poblaciéon de la ciudad de Limon. Una incidencia baja puede deberse a que la
deficiencia se presenta con mas frecuencia en gente de la raza negra y principalmente en
hombres, dos caracteristicas esenciales que no fueron criterios de inclusion en este muestro
ya que se pretende conocer la frecuencia en la poblacion en general, otra justificacion de la

incidencia baja es que se muestreo poblacidn relativamente sana, para ser donante de sangre




uno de los requisitos es poseer una buena salud, ninguno de los individuos que formaron
parte del estudio refirieron haber tenido un episodio hemolitico en su vida, esto no quiere
decir que el individuo no sea realmente deficiente, la OMS clasifica la deficiencia en 5
niveles, el nivel 3 posee una disminucion enzimatica considerable, pero que en condiciones
normales no presenta ninguna alteracion patoldgica, a menos que este se encuentre en un
estado de estrés oxidativo y la poca concentracion de enzima en su sistema no pueda controlar
la demanda, este tipo de deficiencia es la que se esperaba encontrar en este tipo de individuos,
para confirmar esto es necesario hacer una cuantificacion enzimatica por método de
espectrofotometria; sin embargo los resultados obtenidos en este estudio son altos en
comparacion a los resultados en EE.UU, donde la mayoria de estudios realizados sefialan que
alrededor del 10% de la poblacion masculina y negra padece dicha deficiencia, a pesar de
este dato preferimos tomar como base los resultados obtenidos de nuestro pais vecino Costa
Rica puesto que debido a que la cercania entre ambos pais propicia que ambas poblacion

compartan caracteristicas étnicas similares.

A pesar de que estos deficientes clinicamente no sean relevantes, es un dato que para el
banco de sangre es de mucha utilidad, ya que es importante resaltar que la vida media de los
gldbulos rojos de estos individuos es mas baja de lo normal, esto gracias a que ademas de
que la enzima protege el eritrocito del dafio oxidativo, también por medio de su actividad
metabdlica produce energia que le da vida a la célula carente de nucleo, los glébulos rojos de
un individuo deficiente tienen una vida media de alrededor de 14 dias. Por otro lado es
necesario tomar en cuenta que este muestreo es el primero en realizarse en el pais con el fin
de encontrar deficientes de G6PD, por lo que la frecuencia de esta es un dato a ciegas, no se
sabe a ciencia cierta el estado correcto de la cantidad de deficientes. Este estudio no es mas

gue una idea de dicha informacidn, la cual esta siendo similar a resultados de otros paises.




Gréfico N°4: Frecuencia de la deficiencia de G6PD en donantes voluntarios.
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Se muestra el porcentaje de positivos y negativos obtenidos, donde el 11% representa los

positivos, el que corresponde a 110 casos positivos para la deficiencia de glucosa 6-fosfato

deshidrogenasa y el 89% son negativos, lo que es decir que 890 fueron detectados como

negativos por medio del método Sass y Causo.




Grafico N°5: Frecuencia de la deficiencia de G6PD en donantes voluntarios. Edades
afectadas.
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Fuente: Tabla 2. Elaborado por autoras monogréaficas

Del 100% de los positivos, es decir, 110 individuos, se obtuvieron los siguientes datos en
base al estudio, los positivos se ubican entre los rangos de edades 17 a 56 afios, donde la edad
mas frecuente es la de 19 afios con un 11%, correspondiente a 12 individuos del total de 110
donantes deficientes, sequido de la edad de 21 afios donde se encontraron 11 individuos
deficientes lo que equivale al 10% del total de deficientes; en tercer lugar esta la edad de 22
afios, con un 9% de incidencia del total de positivos, lo que equivale a 10 individuos. La edad
de 18 tiene un 7% es decir, 8 individuos, igual que la edad de 20 afios. La edad de 36 posee
un 6% equivalente a 7 individuos deficientes. Las edades de 25, 27, 31y 32 afios tienen una
incidencia igual, del 4% lo que en nimeros reales equivale a 4 individuos positivos por edad.
Las edades de 26, 37 y 41 obtuvieron el 3% de los positivos por cada edad, es decir 3
individuos positivos por laca una de las edades. La edad de 17, 35, 38, 39 y 47 afios
alcanzaron el 2% de los positivos por edad, es decir 2 individuos positivos por cada una de
las edades mencionadas de los positivos. Mientras que las edades de 24, 29, 30, 33, 34, 44,
45, 49, 52, 53, 54 y 56 llegaron al 1% cada una, lo que equivale a un individuo positivo de
cada una de las edades; las edades que no se mencionaron y estan entre el rango de 16 a 60
es porgue no hubo ningun positivo en esa edad. Mientras los donantes presentaban edades

mas avanzadas se encontrd una menor frecuencia de casos positivos para la deficiencia, esto




puede ser atribuido a que las personas de mayor edad no donan con tanta frecuencia como

los jovenes.

La edad de los individuos que resultaron ser positivos es proporcional a la edad que méas dond
sangre, es decir, la gran mayoria de donantes fueron individuos jévenes por lo tanto la edad
con mayor cantidad de deficientes esta en ese mismo rango, lo cual podria explicar porque
ninguno ha tenido un cuadro hemolitico, son personas jévenes que a lo largo de su corta vida
no han experimentado ciertos escenarios que pueden provocar la hemolisis.
Aproximadamente el 55% de los positivos estan en este rango de edades, lo que nos da una
idea de como es la deficiencia en el pais, mientras mas gente joven padezca la deficiencia

hay muchas mas probabilidades de que a futuro la frecuencia aumente en nuestra poblacion.

Grafico N°6: Frecuencia de la deficiencia de G6PD en donantes voluntarios. Sexo en

porcentaje de los deficientes afectados.
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Fuente: Tabla 2. Elaborado por autoras monogréficas




Se presentaron un total de 110 casos positivos, para la deficiencia de G6PD, lo que equivale
al 100%, de este el 57% corresponde al sexo masculino y el 43% es femenino, equivalente a

63 y 47 individuos respectivamente.

La deficiencia de G6PD se caracteriza por ser ligada al sexo, afecta principalmente a
hombres, dado que su causa es debida a un defecto en el cromosoma X, con este dato se
esperaba encontrar una alta incidencia de deficientes del sexo masculino y bastante
significativo en comparacion con el sexo femenino, a pesar de eso, los resultados obtenidos
en el presente estudio demostraron que la diferencia entre ambos géneros no era tan amplia
y notoria, obteniendo porcentajes bastantes similares, el sexo masculino obtuvo la mayor
cantidad de afectados (Ver gréafico N° 6) , a pesar de que el sexo masculino sigue estando a
la cabeza, se esperaba encontrar un baja incidencia en el caso de los positivos femeninos, por
debajo del 20% como se demuestra en estudios parecidos realizados en otros paises. Sin
embargo, hay una explicacion logica para esto, en este caso no se seleccionaron cantidades

exactamente iguales para ambos sexos.

Aqui fueron muestras al azar sin distincion de sexo y dada la situacion actual del pais, donde
por razones de predisposicion genética hay mas poblacion femenina y el hecho de que
durante la guerra la poblacién masculina disminuyo en gran cantidad y hasta la fecha no se
ha podido recuperar, la poblacion nicaragliense en general cuenta con mas mujeres que
hombres, por lo que el muestreo fue encabezado por las mujeres, teniendo asi resultados

positivo mayores de los que se esperaban para este género.

De haber tenido poblaciones iguales en cuanto al sexo se hubiese podido demostrar que los
resultados del pais son iguales a los descritos por diferentes literaturas, esto o podemos

comprobar a través de calculos matematicos que permiten predecir resultados a futuro.
8.3.4 Procedencias.

La mayor parte de individuos positivos son originarios de la cuidad antes mencionada, un
dato curioso es que el primer individuo positivo resulto ser un joven de sexo masculino y
originario de la cuidad de Managua. Sin embargo se encontraron positivos relativos de los
demas departamentos, es decir, que los resultados obtenidos no favorecen ninguna zona en

especifico, aunque por genética se conoce que la raza negra es la mas afectada y se sabe bien




que en el pais la raza negra comunmente habita en la zona de la region caribe, no obstante
este estudio no se enfocaba en eso, sino en conocer un aproximado de deficientes en la

poblacion en general, sin distinguir entre raza, género y edad.

Los datos obtenidos de procedencia de los positivos, van de la mano con la cantidad de
individuos muestreados en esas procedencias. Los resultados son relativos, lo que
probablemente indique una frecuencia a nivel nacional en un rango similar sin distincion de

lugar y edad, exceptuando la raza negra, donde se espera encontrar una incidencia mayor.

Sin embargo es importante sefialar que actualmente se sabe bien que la raza negra ha tenido
un desplazamiento amplio a diferentes partes del pais, principalmente a la Ciudad de Mangua,
lo que no excluye que individuos originarios de dicha ciudad o cualquiera de las demés

ciudades sean de la raza negra.

Grafico N°7: Frecuencia de la deficiencia de G6PD en donantes voluntarios.

Procedencia en porciento de los individuos deficientes.
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Fuente: Tabla 2. Elaborado por autoras monogréficas




La procedencia mas afectada fue la del municipio de Managua con el 49 % de casos positivos
para la deficiencia de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa, lo que equivale a 54 individuos, los
municipios de Chinandega y Leon fueron los que tuvieron mayor incidencia de casos
positivos después de Managua, ambos con un 10%, es decir 11 individuos deficientes por
cada region; la ciudad de Masaya obtuvo una incidencia de 9% lo que equivale a 10
individuos positivos de este lugar; Carazo obtuvo 8 individuos positivos, es decir el 7% del
total, Granada y Rivas tienen valores iguales, un 5% de incidencia, es decir 5 individuos por
cada ciudad. Nueva Segovia llego al 2%, en nimeros reales es igual a dos individuos; Las
ciudades de Chontales, Costa Caribe, Matagalpa y Rio San Juan obtuvieron la incidencia

menor, de 1% es decir, un individuo por cada Ciudad.




IX. CONCLUSIONES

La deficiencia de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa es un desorden enzimatico muy comun,
que afecta gran parte de la poblacién, con este estudio se demuestra que en Nicaragua Si
existen pacientes con esta patologia, ya que los resultados obtenidos mediante la prueba
implementada permite confirmar esto, revelando los siguientes datos en base a la informacion

obtenida a partir de la muestra analizada.

+ En base a las caracteristicas demograficas se encontré que sexo con mayor frecuencia
en la donacion es el sexo femenino con un 68% quedandose atras el sexo masculino
con un 32%, sin embargo de acuerdo a esta variable el sexo mas afectado fue el
masculino con un 57%, por otra parte la edad joven es quien dona mas, llevandose
méas del 50% las edades entre 18 y 30 afios. De igual manera la mayoria de los
donantes fueron originarios de la ciudad de Managua pero esto se debe a que el

estudio fue realizado en esta ciudad.

+ El método Sass y Caruso es eficiente para realizar estudios o diagndstico de
deficiencia de G6PD, sin embargo cuenta con ciertas limitantes como es el uso
cantidades especificas de muestra y el tiempo de obtencién, demostrando que una
muestra con mas de 24hrs después de su extraccion no es util para la realizacion del

método pues da un resultado falso positivo, basado en los experimentos realizados.

% Segln el estudio en el pais si se encuentran casos positivos para la deficiencia de
G6PD, encontrando un 11% afectado de la poblacién total, siendo este de 1,000
individuos donantes, es decir que equivale a 110 donantes que padecen dicha

deficiencia.




X. RECOMENDACIONES

A la poblacién de ambos sexos y todas las edades realizarse la prueba de tamizaje
para deficiencia de G6PD, debi6 a que se encontré una razonable cantidad de casos
positivos para esta deficiencia, de esta manera podran ser diagnosticados evitado que

sufran crisis hemoliticas.

Al MINSA, incluir el método Sass y Caruso como prueba de deteccion y diagnostico
de la deficiencia de G6PD, teniendo en cuenta la viabilidad de las muestras; ademas
promover a la poblacion que se realicen esta prueba para conocer el estado actual del
pais sobre la cantidad de deficientes existentes.

Al Banco de Sangre Nacional implementar esta prueba para el uso correcto de los
componentes obtenidos a partir de donantes que presentan esta deficiencia, dado que

el paquete globular de estos donantes tendra una vida promedio de 14 dias.

Al Departamento de Bioanalisis Clinico promover investigaciones cientificas
dentro del analisis de la deficiencia de glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, motivando
de esta manera a sus estudiantes, a realizar estudios sobre esta tematica, para

consolidar una linea de investigacion.
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XI1. ANEXOS




ANEXO N° 1

Ficha de recoleccion de datos aplicada en el Banco de Sangre de Nicaragua

La presente ficha de recoleccion de datos esta enfocada en la recopilacién de informacion de
los donantes voluntarios que fueron captados por el banco de sangre de Nicaragua en primer
semestre del 2018, de los cuales se tomaron 1000 para que sean participes del estudio
realizado titulado “Frecuencia de la deficiencia de Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa a
través de la estandarizacion del método Sass y Caruso en donantes voluntarios que

fueron captados por el Banco de Sangre de Nicaragua en el primer semestre del 2018”

Caodigo de donante: Fecha:
Apellidos:

Nombre:

N° de donante: Sexo: Edad:

Procedencia:
Direccion actual:
Teléfono:

Hora de extraccion:




ANEXO N° 2

Tabla 1: Ensayos N° viabilidad de la muestra

Tiempo de la Volumen o concentracion de la muestra
muestra
50ul 100ul 200ul 300ul 400ul
Ohrs + - - - B
6hrs + - - - -
12hrs + +/- - - -
18hrs + + +/- - -
24hrs + + + +/- -
30hrs + + + + -
36hrs + + + + +/-

Fuente: Elaborado por autoras monograficas




ANEXO N° 3

Tabla N° 2: Base de datos de los donantes participes del estudio

Base de datos de los resultados obtenidos para la investigacion “Frecuencia de la deficiencia
de Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa a través de la estandarizacion del método Sass y
Caruso en donantes voluntarios que fueron captados por el Banco de Sangre de
Nicaragua en el primer semestre del 2018” a partir de los informes de los donantes del

Banco de Sangre.

N° Cddigo Edad Sexo Procedencia Deficiencia de G6PD

Fuente: elaborado por autoras monogréaficas




ANEXO N° 4

Formato de declaracion del donante brindada al mismo por la institucion del Banco
de Sangre de Nicaragua

Fuente: Banco de sangre de Nicaragua

Fuente: Banco de sangre de Nicaragua




ANEXO N° 5

Primer caso positivo para la deficiencia de G6PD detectado a través del método Sass y
Caruso en donantes voluntarios captados por el Banco de Sangre de Nicaragua

Fuente: tomada por el personal del Banco de Sangre de Nicaragua




ANEXO N° 6

Casos encontrados positivos para la deficiencia de G6PD a través del método Sass y
Caruso en donantes voluntarios captados por el banco de sangre de Nicaragua

Fuente: tomada por autoras de la monografia

Fuente: tomada por autoras de la monografia




ANEXO N° 7

POE de procedimiento para la deteccion de deficiencia de G6PD por medio del método Sass y
Caruso, aplicado a la muestra de los donantes voluntarios que fueron participes de la presente

investigacion.

UNIVERSIDAD
NACIONAL
AUTONOMA DE
NICARAGUA,
MANAGUA
UNAN - MANAGUA

RECINTO UNIVERSITARIO “RUBEN DARIO”
INSTITUTO POLITECNICO DE LA SALUD LUIS
FELIPE MONCADA

DEPARTAMENTO BIOANALISIS CLINICO

POO01-01 Procedimiento para la deteccion de deficiencia de G6PD por medio del método Sass y
Caruso

Elaborado por: Revisado por: Aprobado por:

Br. Maria José Garcia Sanchez

Br. Lissmorena Guadalupe Valle

Fecha de emision: Fecha de vigencia: | Version 01 Cadigo: Inm-1

11/01/2020

1) Obijetivo: realizar correctamente e procedimiento de la técnica de Sass y Caruso para la

deteccion de la deficiencia de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa.

2) Alcance: analisticas clinicos y médicos de cualquier institucién de la salud.

3) Muestra: muestra de sangre total con anticoagulante EDTA.

4) Responsables: personal que labora en los laboratorios.

5) Definiciones:

Glucosa 6 Fosfato Deshidrogenasa (G6PD): es una enzima citoplasmatica, cuya funcion principal es

la prevencion del dafio oxidativo a las células mediante la promocion de desintoxicacion de

radicales libres. Esta via metabdlica implica la produccion de nicotinamida adenina dinufosfato de

dinucleétido (NADPH), que participa en el ciclo de glutation (GSS), que protege la célula contra la

hidratacion, dafio inducido por peréxido de hidrégeno y asegurando un oxidativo perfil de equilibrio

activo dentro de la celda.

Deficiencia de G6PD: ocurre cuando una persona posee niveles bajos de la enzima, lo que

predispone a que el eritrocito experimente hemolisis oxidativa, ya sea aguda o cronica.
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6) Documentos de referencia:

Monteiro, M., Val, F., Siqueria, M., Franca, P., Sampaio, S., Melo, C., et al. (2014).
G6PD deficiencia en Latinoamérica. Brasil: Fundacion de medicina tropical.

Séenz, G. (2014). Hematologia analitica. Costa Rica: EDNASSS. 6ta Ed.

7) Equipos, materiales y reactivos

Materiales:

Tubos de ensayo de 12x75 mm

Pipeta automatica
Puntas para pipeta
Gradilla
Marcador

Equipos:

Centrifuga

Reactivos:

Reactivo de trabajo

8) Precauciones:

Aplicar las normas de bioseguridad

Limpiar el area de trabajo antes y después del procedimiento

Utilizar siempre material limpio y seco

Comprobar periédicamente el estado de los equipos y reactivos
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9)

Fundamento del método

Esta basado en la estimulacién de la pentosa fostafo por parte del azul de metileno, asi se

produce el NADPH+H+ en presencia de la enzima G6PD, cuya generacion produce la

reduccion del colorante y torna a este incoloro, en ausencia de la enzima no hay estimulo al

desvio de las pentosas, no se genera poder reductor y por lo tanto, el azul de metileno no sufre

reduccion y conserva su color.

10) Procedimiento para la preparacion del reactivo:

A 500ml de solucion de NaHPO, agregar solucion de K;HPQO, hasta obtener un pH de 7.4,

formando un tampdn de fosfatos.

A la solucién anterior agregar glucosa y NaCl en polvo, formando una solucién salina-

glucosa-tampon de fosfato.

Para crear la solucion de trabajo final agregar a la solucion anterior 1,5ml de azul de metileno

previamente diluido. (0.3 gramos de azul de metileno, diluido en 100 ml de agua destilada)

Es estable por varios meses refrigerado a 4°C

11) Procedimiento de la técnica

En un tubo de ensayo de 12x75 mm se colocan 0.4 ml de eritrocitos empacados;

es recomendable realizar un lavado con solucion salina.

Se agrega 1.25 ml de la solucion de trabajo de azul de metileno y se mezcla bien,

se deja a temperatura ambiente por 30 minutos.
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e Después de los 30 minutos de la incubacion se agita bien nuevamente y se

centrifuga a 2000 RPM durante 5 minutos.

e Realizar lectura de los resultados a simple vista segun el color de sobrenadante

obtenido.

12) Interpretacion de la lectura

Positivo: presencia sobrenadante azul

Negativo: presencia de sobrenadante incoloro

13) Anexos

Y

R ——

Fuente: tomada por autoras del POE.

Control positivo y negativo (de izquierda a derecha

respectivamente)




ANEXO N° 8

Cronograma de actividades

N° Actividad Lugar y fecha | Responsable | Observaciones
1 | Entrega de tema, linea de 13-12-18 Maria José Organizar
investigacion y bosquejo UNAN- Garcia Sanchez | mejor el
Managua Lissmorena bosquejo
Guadalupe
Valle
2 Elaboracion de los 20-12-18 Maria José Contextualizar
Obijetivos y antecedentes UNAN- Garcia Sanchez | Normativa
Managua Lissmorena APA
Guadalupe Revision de
Valle verbos
3 Elaboracion y revision de 10-01-19 Maria José Ampliar y
Justificaciones y UNAN- Garcia Sanchez | restructurar
planteamiento del problema | Managua Lissmorena
Guadalupe
Valle
4 Elaboracion y revision de 17-01-19 Maria José Reestructurar
Introduccion y Marco UNAN- Garcia Sanchez | Reorganizar
teorico. Managua Lissmorena Norma APA
Guadalupe
Valle
5 Entrega de todo el avancey | 22-01-19 Maria José Normas APA
las correcciones. UNAN- Garcia Sanchez
Managua Lissmorena
Guadalupe
Valle
6 Entrega de borrador final 07-03-19 Maria José Correccion de
UNAN- Garcia Sanchez | objetivos,
Managua Lissmorena disefio
Guadalupe
Valle
7 Entrega y defensa del 07-03-19 Maria José
trabajo final UNAN- Garcia Sanchez
Managua Lissmorena
Guadalupe
Valle
8 Reunion con asesor 25/09/19 Maria José Restructurar un
metodoldgico UNAN — Garcia Sanchez | objetivo
Managua especifico y




Lissmorena ampliar el
Guadalupe general
Valle Normas APPA
Argumentar
disefio
metodoldgico
9 Consulta de mas 02-10-19 Maria José
documentos y anexar mas Garcia Sanchez
informacion Lissmorena
Guadalupe
Valle
10 | Anexar més informacién al | 30-10-19 Maria José
marco tedrico Garcia Sanchez
Lissmorena
Guadalupe
Valle
11 | Entrega de borrador al 08-01-20 Maria José Correcciones
asesor metodoldgico y tutor Garcia Sanchez | de disefio
Lissmorena metodologico y
Guadalupe analisis y
Valle discusion
12 | Entrega de las correcciones | 13-01-20 Maria José
Garcia Sanchez
Lissmorena
Guadalupe
Valle
13 | Entrega del primer borrador | 16-01-20 Maria José Revisar detalles
oficial Garcia Sanchez | de ortografiay
Lissmorena concordancia
Guadalupe de tema
Valle

Fuente: Elaborado por autoras de la monografia.




