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RESUMEN

La deficiencia de la glucosa-6-josjato deshidrogenasa es una de las causas de
anemias hemoliticas congénitas y se encuentra distribuida a nivel mundial.

El objeto de este trabajo es presentar el estudio clinico, bioquimico realizado a 251
pacientes con deficiencia de G-6-PD.

Se estudiaron 20069 pacientes con anemia hemolitica congénita. Los métodos
empleados fueron: historia clinica, hematologias, electroforesis de Hb, cuantificacion de
la Hb A2 y Fetal, curva de fragilidad globular en fresco e incubada, determinacion de
los niveles de las enzimas de las vias glicoliticas y hexosa monofosfato y la movilidad
electroforética), Se diagnosticaron 287 eritroenzimopatias. De estas 251 correspondieron
a deficiencia de G-6-PD. Los pacientes deficientes fueron clasificados en 133 hemicigotos
v 118 heterocigotos. El nivel intraeritrocitico de G-6-PD de los hemicigotos oscilo 0-60%
del valor normal y el de los heterocigotos desde menos de JO% hasta niveles normales.

El patron de herencia en 155 familias deficientes de G-6-PD fue a través del
cromosoma X.

Los pacientes hemicigotos se caracterizaron por ser asintomdticos y tener valor de
Hb, Hto, contaje de reticulocitos, y niveles de bilirrubina sérica normales. Estos pacientes
presentaron hemolisis cuando se expusieron a drogas oxidantes (su!fas, cloroquina,
aspirina, acetofenetidina, fenildimetilpirazolona y difenil-piperidina-etil-acetamida
(Baralcina), clorofeniramida, naftalina, etc.), durante periodos de infecciones, o al ingerir
habas. Durante las crisis hemoliticas la Hb llego a caer a niveles de 1,95¢%, el Hto a
9% y los reticulocitos ascendieron a 22%.

Los motivos de consulta de los propositos fueron: anemia hemoliticas por drogas
oxidantes: 36,74%, %, ictericia neonatal: 30,72, anemias anemia hemolitica por
infeccion:

6,02% etc.

La ictericia neonatal se presento en el 80% de los casos durante el 2°y el 3er.
dia de vida. La mayoria de los neonatos presentaron mas ictericia que anemia,
ameritando fototerapia el 50% de ellos y exanguinotranfusion el 30% de ellos.



La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PD) es la enzima que cataliza la conversion
de glucosa-6-fosfato a 6-P-gluconolactona, al mismo tiempo que reduce el NADP a
NADPH. Los pacientes con deficiencia hereditaria de esta enzima suelen presentar crisis
hemoliticas cuando se exponen a drogas oxidantes, infecciones, acidosis o ingieren habas
(1-4).

La deficiencia de G-6-PD se encuentra distribuida en todo el mundo siendo la mas
frecuente deficiencia eritroenzimatica asociada con anemia hemolitica. Su incidencia varia
de acuerdo a la poblacion estudiada, pero se ha estimado que 400 millones de personas
estan afectadas (5, 6).

En Venezuela muy pocos autores se han dedicado al estudio de este tipo de anemia
hemolitica; Boada (7) fue el primero que report6 la presencia de deficiencia de G-6-PD en
nuestro pais, encontrando en Barquisimeto un 6% de deficientes. Posteriormente,
Acquatella (8) encontr6 un 2% de deficientes en donantes del Banco de Sangre del Hospital
Universitario de Caracas y su ausencia en indios paraujanos y maquiritares. Por su parte,
Miiller (9) encontré una frecuencia de 10% en la poblacion negroide de Tapipa (Edo.
Miranda) y su ausencia en indios Yanomamis y Waraos.

Mas de 370 variantes de G-6-PD han sido descritas y se han denominado de acuerdo
a sus propiedades electroforéticas o se le ha asignado nombres propios de acuerdo a
la region en que han sido detectadas (10).

El objeto de este trabajo es presentar el estudio hematologico y bioquimico realizado

a 251 pacientes con deficiencia de G-6-PD detectados entre 2069 pacientes estudiados.

MATERIALES

Se estudiaron 2069 pacientes con diagndstico de anemia hemolitica, referidos al
Instituto de Oncologia y Hematologia del Ministerio de Salud y Desarrollo Social (M.S.D.S-
UCV.) para dilucidar etiologia de la hemolisis y que provenian del Dto Federal, Edo
Miranda, Edo Aragua



METODOS

1. Historia clinica.

2. Rutina hematolégica, recuento de reticulocitos, concentracion sérica total y
fraccionada de bilirrubina.

3.  Curva de fragilidad globular en fresco e incubada.

4.  Electroforesis de hemoglobina en acetato de celulosa Gelman, realizadas en
camara

5. Cuantificacion de la hemoglobina A2, aislada por cromatografia usando
columnas de Sephadex de intercambio anidnico (Lab. Helena), segtin la técnica de
Bernini (12).

6.  Cuantificacion de la hemoglobina fetal por inmunodifusion usando geles con

anticuerpos anti-hemoglobina fetal (Lab. Helena).

7. Cuantificacion de la concentracion intraeritrocitica de enzimas de los ciclos
glicolitico y de la hexosa monofosfato por espectrofotometria usando un

espectrofotometro Gilford con registrador (13).

SEPARACION DE ERITROCITOS SANGUINEOS PARA ESTUDIO DE
ENZIMAS
Sangre proveniente de pacientes con anemia hemolitica y de sus familiares, y de
donantes de Banco de Sangre, que sirvieron como controles, fue recolectada en tubos de
ensayo con EDTA. Los eritrocitos fueron separados mediante columnas de celulosa y
Sigmagel y luego hemolisados en una solucion de agua con beta-mercaptoetanol. En
estos hemolisados recién obtenidos se realizo la cuantificacién enzimatica (14, 15). Se
cuantificaron las siguientes enzimas de la via de la hexosa monofosfato: 1. glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, 2. 6-fosfoglucosa deshidrogenasa, y 3. Glutation reductasa, y las
siguientes enzimas de la via glicolitica: 1. hexoquinasa, 2. glucosa-fosfato-isomerasa, 3.
gliceraldehido-fosfato-deshidrogenasa, 4. fosfogliceroquinasa, 5. difosfogliceromutasa,

6. monofosfogliceromutasa, 7. enolasa, 8. Piruvatoquinasa y 9. deshidrogenasa lactica



RESULTADOS

ETIOLOGIA DE LA HEMOLISIS DE 2.069 PACIENTES

El estudio clinico, hematoldgico y bioquimico de 2.069 pacientes con anemias

hemoliticas congénitas permitio establecer los siguientes diagndsticos:

1. Defectos de la membrana del eritrocito (anemia hemolitica por esferocitosis

congénita, anemia hemolitica por ovalocitosis congénita): 100 pacientes.

2. Defectos estructurales de la hemoglobina (anemias hemoliticas congénitas por
drepanocitosis, hemoglobinas "C", hemoglobinas de migracién electroforética
rapida, combinaciones de hemoglobinopatias, etc.): 1.386 pacientes.

3. Defectos en la sintesis de las cadenas de globina (anemias hemoliticas por
talasemias): 296 pacientes.

4. Deficiencias de eritroenzimas: 287 pacientes [Fig. 1].
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INCIDENCIA DE LA DEFICIENCIA DE G-6P-D EN 2069 PACIENTES Y
FAMILIARES

En 2069 pacientes y familiares referidos al Instituto de Oncologia y
Hematologia con sospecha de anemia hemolitica congénita no autoinmune se detectaron
287 individuos con deficiencia de eritroenzimas de la via glicolitica y de la via de la
hexosa monofosfato. De estos 287 individuos, 251 entre propositos y familiares

presentaron deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (Fig.2).

FIGURA 2
CLASIFICACION DE 287 PACIENTES
DEFICIENTES DE ERITROENZIMAS.
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CLASIFICACION DE LOS DEFICIENTES DE G-6-PD SEGUN LA
CONCENTRACION INTRAERITROCITICA DE LA ENZIMA

La cuantificacion de la concentracion intraeritrocitica de la G-6P-D residual
permiti6 clasificar los pacientes y familiares, provenientes de 155 familias, en:
deficientes hemicigotos (varones): 133 individuos

deficientes heterocigotos (mujeres): 118 individuos



De los 133 individuos hemicigotos, 113 eran propdsitos y 20 eran familiares. De
los 118 heterocigotos, solo 53 eran propositos y el resto (65) eran familiares de los

propositos hemicigoto o heterocigotos (Fig. 3).

) FIGURA 3
CLASIFICACION DE 251 DEFICIENCIA EN G-6-PD
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Se detectaron en 4 familias, que tanto la madre como el padre eran
defiencientes en G-6-PD. Estas parejas tuvieron hijas heterocigotas e hijos hemicigotos.
No se encontro hijas homocigotas para la deficiencia de G-6-PD.

La concentracion intraeritrocitica de G-6-PD vari6 ampliamente en las 118
mujeres heterocigotas estudiadas, desde valores normales hasta valores disminuidos, por
debajo del 40%, como si fuesen varones hemicigotos. Asi tenemos que, aunque la
mayoria present6 valores de G-6-PD intraeritrocitica intermedios (alrededor del 50%),
hubo 37 mujeres heterocigotas que presentaron valores entre 11-40% de la actividad
normal, 3 presentaron valores menores del 10% y por ultimo 9 de estas mujeres (7 madres

de proposito) presentaron valores normales (Fig. 4).



FIGURA 4
VALORES DE G-6-PD EN HETEROCIGOTOS
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Los individuos hemicigotos se caracterizaron por presentar valores de G-6-PD
intraeritrocitica variables entre cero y 60%. Se detectaron 59 hemicigotos con valores

menores del 10% y 74 individuos hemicigotos con valores entre 10-60% (Fig. 5).

FIGURA 5
VALORES DE G-6-PD HEMIGOTOS
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PATRONES DE HERENCIA DE LA DEFICIENCIA DE G-6-PD

En las 155 familias estudiadas el gen para la deficiencia de G-6-PD se hered6 a
través del cromosoma X. El padre, en esos casos, siempre presentd valores de G-6-PD
intraeritrocitica normales. En sélo cuatro familias encontramos que tanto el padre como

la madre tenian valores de G-6-PD compatibles con la deficiencia (Fig. 6).

FIGURA 6
PATRONES DE HERENCIA DE 251 PACIENTES
VENEZOLANOS DEFICIENTES EN G-6-PD
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MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA DEFICIENCIA DE G-6
PD

El 36,74% de los pacientes consultd por sintomas de anemia hemolitica inducida
por ingestion de drogas oxidantes (Tabla 1). Es de hacer notar que todos los pacientes
ingirieron la droga excepto un paciente que inhald naftalina y otro que se aplico la droga

en la piel. La severidad de la hemolisis no guardé relacion con el tipo de droga oxidante.

TABLA I
MOTIVO DE CONSULTA DE 166 PACIENTES
PROPOSITOS DEFICIENTES EN G-6-PD.

61 ANEMIA HEMOLITICA POR DROGAS 36,76
OXIDANTES
51 ICTERICIA NEONATAL 30,72
10 ANEMIA HEMOLITICA INDUCIDA POR 6,02
INFECCIONES
10 HIPERBILIRRUBINEMIA 6,02
7 DONANTES DE SANGRE 4,21
4 ANEMIA HEMOLITICA INDUCIDA POR 2,40
DROGAS OXIDANTES MAS INFECCION
4 ANEMIA HEMOLITICA CRONICA 2,40
4 FAVISMO 2,40
2 DESPISTAJE DE DEFICIENCIA DE 6-G-PD 1,2
1 ASOIADA A DREPANOCITOSIS 0,60
1 ASOCIADA A DREPANOCITOSIS 0,60
1 ASOCIADA A ESFEROCITOSIS 0,60
CONGENITA
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Las drogas ingeridas fueron: sulfas administradas para el tratamiento de
infecciones urinarias, cloroquina administrada como profilaxis de la malaria,
acetofenitidina, aspirina, dipirona como analgésico o antipirético, azul de metileno,
vitamina C, fenildimetilpirazolona y difenil-piperidino-etil-acetamida (Baralcina®),
cloroferinamina y salicilato de sodio (Coricidin®), diclorhidrato de N (dimetilamino
etil) 2 metoxi-4-amino- 5-clorobenzamida (Primperan®), clorhidrato de ceclizina y
piridoxina (Bonadoxina®) y nistatina.

La dosis medicamentosa que caus6 la hemolisis vari6 en cada paciente; en algunos
fue la dosis estandar, mientras que en otros fue supraestandar. Dependiendo de la severidad
de la reduccion de la Hb y Hto se administr6 transfusion de concentrado globular.

Lascrisishemoliticasno guardaron relaciénconla edad del paciente, presentandose
tanto en lactantes como en nifios mayores y adultos. Las drogas oxidantes precipitaron
la crisis hemolitica en 7 pacientes heterocigotas para la deficiencia de G-6P-D y la
ingestion de habas en una de ellas. Las drogas oxidantes que precipitaron las crisis
hemoliticas en las heterocigotas fueron: Difenilpiperidino etil-acetarnida (Baralcina) (1
paciente), Naftalina (1 paciente), Keforal (1 paciente), Aspirina (1 paciente), Furoxona (1
paciente), Nistatina + Mezclizina + Piridoxina + Metocloropramida (1 paciente), Sulfa (1
paciente).

Tres pacientes heterocigotas que presentaron crisis hemolitica fueron transfundidas
con concentrado globular. Una de estas pacientes habia inhalado naftalina, otra habia
recibido dosis elevadas de Baralcina para dolores colicos por litiasis vesicular, y la tercera
dosis elevadas de furoxona por infeccion urinaria.

Una nifa de 4 afios recibid sulfa en dos oportunidades; presentd crisis hemolitica
acompafiada de hematuria en ambas oportunidades, con reduccion de la Hb hasta 8 g/dl.
La segunda causa de consulta fue ictericia neonatal con aumento de la concentracion sérica
de bilirrubina indirecta en el 30,72% de los casos (Tabla I). Se estudiaron 51 neonatos
deficientes en G-6P-D: de 41 neonatos hemicigotos, 19 ameritaron fototerapia, 9
exanguinotranfusion y 13 so6lo observacion. De los 10 neonatos heterocigotos, 9

ameritaron fototerapia y 1 exanguinotransfusion.
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El tiempo de aparicion de la ictericia varid, siendo en el 80% de los casos durante el
segundo o tercer dia del nacimiento y el resto de aparicion mas tardia. No se detecto
ictericia neonatal en los propdsitos deficientes en G-6-PD en las primeras 24 horas de vida.
En todos estos casos se descartd como causa de la ictericia anemia hemolitica por
incompatibilidad del grupo ABO o del sistema Rh u otras deficiencias de enzimas
intraeritrociticas de los ciclos glicolitico y de la via de la hexosa monofosfato. La mayoria
de los neonatos presentaron un mayor grado de ictericia que de anemia.

La tercera causa de consulta fue ictericia sin anemia por aumento de la concentracion
sérica de bilirrubina indirecta (Tabla I). La mayoria de estos pacientes fueron detectados
en exdamenes de controles de rutina o durante exploraciones por otra patologia. Estos
pacientes presentan los niveles de Hb y Hto dentro de limites normales.

La infeccion, particularmente de tipo bacteriano o viral, actu6 como precipitante
de la crisis hemolitica en el 6,02% de los pacientes (Tabla I).

Se estudiaron 3 pacientes con favismo (Tabla I).

Se detectd un paciente con anemia hemolitica congénita por drepanocitosis y
otro con anemia hemolitica congénita por esferocitosis asociados a la deficiencia de G-
6-PD. Se estudiaron 4 pacientes con anemia hemolitica cronica congénita secundaria a
deficiencia solamente de G-6-PD. Este grupo de pacientes lo describiremos en detalle
mas adelante. Dos (2) pacientes infectados con M. leprae que iban a recibir tratamiento
con drogas oxidantes resultaron ser deficientes en G-6-PD.

Es de hacer notar que estos pacientes deficientes en G-6-PD fuera de las crisis
hemoliticas son completamente asintomaticos. Tras haber ingerido la droga oxidante
comenzaron a presentar (aprox. a las 24 horas) malestar general, cefalea, dolor lumbar
y coluria; en otros casos una infeccion viral o bacteriana precipito la crisis hemolitica,
acudiendo a la consulta en promedio 3-5 dias tras haber comenzado los sintomas. A
veces se hizo dificil precisar si el desencadenante de la hemolisis fue la infeccion o la
droga utilizada para combatirla, o ambos.

Entre los donantes de sangre utilizados como controles aparentemente sanos

encontramos 9 individuos deficientes en G-6-PD, tanto homocigotos como
heterocigotos (Tabla I).
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HALLAZGOS DE LABORATORIO
1. Fuera de crisis hemoliticas
Los pacientes varones hemicigotos tanto nifios como adultos en linea general
fuera de crisis presentaron valores de Hb y Hto en el rango normal para su edad. El
frotis de sangre periférica mostrd en todos los pacientes eritrocitos morfologicamente

normales, con s6lo un discreto aumento de los reticulocitos (Tabla II).

TABLA 11
VALORES HEMATOLOGICOS EN PACIENTES HEMICIGOTOS
DEFICIENTES EN G-6-PD

; 1-3 MESES 1 38 2
Valores normales 11,5425 35+7 0-1
. 4-6 MESES 11,24+0,7 36,3+1,7 2,4+0,6
Valores normales  11,5+2,0 35,0+6,0 0-1
; 7m-2 afios 11,4+0,9 36,6+2,3 2,0+0,7
Valores normales  12,0+1,5 36,0+3,0 0,5-1,5
‘ 3 -6 afios 11,7+0,8 37,5+1,6 1,8+1,8
Valores normales  12,5+1,0 34,0+3,0 0.5-1,5
5 7-12 afios 12,3+0,71 38,0+2,3 3,9+2,7
Valores normales  13,5+2,0 40,045,0 0,5-1,5
. 13-18 afios 13,3+1,1 39,0+3,1 1,9+1,2
Valores normales  14,0+2,0 41,045,0 0,5-1,5
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La curva de fragilidad osmotica eritrocitaria fue normal, tanto en fresco como
incubada.
Las pacientes heterocigotas también presentaron concentraciones de Hb y Hto

normales para su edad (Tabla IIT).

TABLA 111
VALORES HEMATOLOGICOS EN PACIENTES
HETEROCIGOTOS DEFICIENTES EN G-6-PD

i 0-3 MESES 9.8 325 8

Valores normales  11,54+2.5 35+7 0-1
i 10,5 34,0

5 4-6 MESES O-1
Valores normales 11,542 35,06

5 7-23 MESES 9,7+0,6 33,7£2,3 4,9+0,91
Valores normales  12,0+1,5 36,0+3,0 0,5-1,5

A 2_6 afios 12,5+0,7 40,4+1,7 1,2+1,0
Valores normales  12,5+1,0 34,0+3,0 0,5-1,5

D) 7-12 anos 12,0:‘:2,0 3795i178 1,0:|:O,5
Valores normales  13,5+2,0 40,0+5,0 0,5-1,5

. >13 afios 12,0+2,0 39,0+3,1 1,9+1,2
Valores normales  14,0+2,0 41,045,0 0,5-1,5
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II. Durante periodos de crisis hemolitica

En los pacientes varones hemicigotos los valores de Hb y Hto disminuyeron
durante la crisis hemolitica desde valores normales hasta 1,95 g/dl y 9%,
respectivamente, y los reticulocitos aumentaron en algunos casos hasta 22%. La

severidad del cambio vari6 segun el paciente (Tablas IV y V).

TABLA IV
VALORES HEMATOLOGICOS Y B,IOQUiMICOS DURANTE
Y FUERA DE CRISIS HEMOLITICA EN ADULTOS

HEMICIGOTOS DEFICIENTES EN G-6-PD

CAR(1) 12,6 41,9 4,1 1,0 0,9
31
CAR (2)* 6,2 20,0 20,0 8,4 7,0
CB (1) 12,2 39,0 1,5 0,5 0,3
26
CB (2)* 4.6 15,0 22,0 10,0 8,9
ART (1) 13,0 42,0 1,5 1,0 0,9
23
ART(2)* 5,0 20,0 26,0 21,0 19,0
J.B. (1) 13,0 40,5 42 12 0,8
18
J1.B.(2) 8,7 29,0 15,0 15,0 12,0
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TABLA V
VALORES HEMATOLOGICOS Y BIOQUIMICOS DURANTE
Y FUERA DE CRISIS HEMOLITICA EN NINOS
HEMICIGOTOS DEFICIENTES EN G-6-PD

P.J. (1) 12 41 2 1 0,5
1
P.J. 2)* 7,5 29 22 17,0 14,0
D.P. (1) 11,8 38 3
3
D.P. (2)* 9,1 28,5 10
D.F. (1) 19,0 50 2,0 13 0,7
4
D.F. (2)* 6,0 23 26,0
AH. (1) 11,3 38 1,0 1,5 0,8
14
A.B. (2) 4,0 12 15,0 15,0 13,0
G.J. (1) 9,0 32 2,0 1,0 0,6
18
G.J.(2)* 4,0 13 17,0 22,0 20,0
J.C.. (1) 10,6 34,0 1,0 1,2 0,6
24
1.C.. (2) 1,95 9,1 30,1 6,9 5,8
AF. (1) 12,3 39,0 1,2
42
AF. (2)* 5,5 17,0 5,5
IR.. (1) 13,0 40,0 1,1
42
LR.. (2) 8,3 25,0 5,0
13,3 39,7 1.0
J.P. (1) 6 afios
10,6 30,0 9.3
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La curva de fragilidad osmotica de los eritrocitos en fresco fue normal pero la
incubada mostr6 un discreto aumento de la fragilidad osmotica, lo cual pudo
correlacionarse con el aumento de la cantidad de esferocitos, pero muy diferente del
patron que se observa en la anemia hemolitiéa por esferocitosis hereditaria.

Estudiamos tres pacientes heterocigotas, en quienes los valores de Hb y Hto se
redujeron hasta valores de 4,6 g/dl y 15%, respectivamente, con reticulocitosis de 18%,

después de la ingestion o administracion de drogas oxidantes (Tabla VI).

TABLA VI
VALORESHEMATOLOGICOS DE PACIENTES HETEROCIGOTAS
PARA LA DEFICIENCIA DE G-6-PD DURANTE
Y FUERA DE CRISIS HEMOLITICAS

B.C. (1) 12,2 39,0 1,5
26

B.C. (2)* 4.6 15,0 18,0

M.R. (1) 13,0 40,0 1,2
6

M.R. (2)* 8,3 26,5 8,0

N.T. (1) 13,0 42,0 0,4
5

N.T. (2)* 7.2 23,0 22,0
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ANEMIA HEMOLITICA CRONICA PRODUCIDA POR DEFICIENCIA
DE G-6-PD

Detectamos anemia hemolitica congénita no esferocitica en 4 pacientes
masculinos deficientes en G-6-PD no asociada a otras patologias, es decir, atribuible
solamente a la deficiencia de G-6-PD. Estos pacientes presentaron antecedentes de
ictericia neonatal que requiri6 exanguinotransfusion e ictericia cronica permanente con
esplenomegalia, lo cual nos indica que padecian un proceso hemolitico permanente o
cronico. Ademads, presentaban crisis hemoliticas agudas, acompafadas de coluria y
precipitadas por la ingestion de medicamentos oxidantes o infecciones. Los 4 pacientes
estudiados provienen de 3 familias venezolanas (dos de ellos son hermanos); sin
embargo, nos llamo la atencién que los 4 pacientes presentaban sintomatologias muy
similares. Con el transcurso de los afios a estos pacientes les aumento la ictericia y su
esplenomegalia se acentud con aparicion de hepatomegalia. Un caso tipico es el siguiente

paciente, seguido en consultas clinicas desde los 6 hasta los 25 afios.

PACIENTE

JGP

MOTIVO DE CONSULTA

Paciente masculino de 6 afios de edad quien consultd por anemia e ictericia.
ANTECEDENTES PERSONALES

Ictericia neonatal que se presentd a los tres dias de nacido. Requirié exanguinotransfusion
y fototerapia. Durante su estadia de dos meses en el retén de neonatologia presento
como complicaciones meningitis, diarrea y convulsiones. A los 7 meses de edad presentd
neumonia con derrame pleural. A los cuatro afios de edad presenta sindrome febril con
ictericia y coluria.

EXAMEN FiSICO

Preescolar de 6 anos de edad, en buenas condiciones generales, pero con ictericia

conjuntival. Abdomen blando, depresible, con polo esplénico palpable.
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EXAMENES DE LABORATORIO

Hematologia: Hb: 10,6 g/dl, Hto 30%, reticulocitos: 4,6%, VCM: 90 fl, HCM: 29,1 pg,
CHCM 32,3 g/dl. El frotis de sangre periférica mostrd solo esferocitosis leve. Perfil quimico
completo incluyendo pruebas hepéticas normal, excepto por hiperbilirrubinemia de 2,1
mg/dl a expensas de la indirecta (1,8 mg/dl).

EVOLUCION CLINICA

Este paciente se ha caracterizado por presentar una anemia hemolitica crénica, con ictericia
permanente debido a aumento de bilirrubina indirecta, hepatoesplenomegalia y crisis
hemoliticas frecuentes de leves a moderadas, con episodios de coluria de varios dias de
duracion, que no amerita transfusion ni hospitalizaciéon. El paciente ha presentado
aproximadamente 4 crisis hemoliticas anuales con reduccion de Hb y Hto generalmente
asociadas a infecciones virales, o administracion de antipiréticos tipo dipirona. En cada
crisis la Hb desciende 2 a 3,5 g/dl, el Hto de 2 a 4 puntos, mientras que los reticulocitos
suben hasta 4% y la hiperbilirrubinemia alcanza valores de 5 mg/dl, a expensas de la
bilirrubina indirecta. A los 13 afos de edad present6 crisis dolorosas en hipocondrio
derecho por litiasis vesicular, por lo cual fue colecistectomizado. Con el transcurso de los
afios, los episodios de coluria han aumentado en frecuencia, y desde hace 2 afios son
casi permanentes. El bazo ha aumentado de tamafio desde un polo esplénico a los 6 afios
hasta ser palpable a 8 cm del reborde costal izquierdo a los 25 afios de edad. Asi mismo,
a pesar de que el Hto se ha mantenido alrededor de 36%, los reticulocitos han aumentado

a 9% vy la bilirrubina total a 6 mg/dl. El paciente no ha querido someterse a esplenectomia.

FAVISMO

Soélo 4 pacientes presentaron crisis hemoliticas tras haber ingerido habas frescas cocidas
(Tabla 1). Dos fueron escolares varones, hermanos, de 4 y 6 afios de edad, quienes
aproximadamente 24 horas después de ingerir habas, comenzaron a presentar debilidad
general, malestar, cefalea, nauseas, dolor lumbar y abdominal, ictericia y coluria. Ambos
pacientes presentaron caida de Hb a 4 g/dl y el Hto a 15%, con reticulocitos de 15% y 18%

respectivamente; ambos fueron tratados con concentrados globulares. Dos pacientes fueron
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adultos, uno masculino y otro femenino, que presentaron la misma sintomatologia tras

la ingestion de habas y ameritaron administracion de concentrado globular.

ASOCIACION DE LA DEFICIENCIA DE G-6-PD CON OTROS TIPOS DE
ANEMIA HEMOLITICA CONGENITA

Llama la atencidn en este estudio la deteccion de otros tipos de anemia hemolitica, tales
como drepanocitosis-talasemia y esferocitosis hereditaria, asociada con deficiencia de G-
6- PD. Estos pacientes presentaron clinicamente el cuadro hemolitico crénico que
caracteriza su enfermedad, que se exacerbaba con la ingestion de drogas oxidantes o
infecciones virales o bacterianas.

El paciente con drepanocitosis (PME) era una nifia de 3 afios de edad, quien consultd por
anemia hemolitica acompafiada de dolor articular. Sus valores hematoldgicos fueron Hb:
4,6 g/dl, Hto: 15%, reticulocitos: 50%. El perfil de laboratorio practicado para detectar
hemoglobinopatias y talasemias mostrd que se trataba de una Hb SS con aumento de la Hb
fetal a 25% (VN 0,1-1%) y con normalidad de Hb A2: 2,55% (VN: 2,2-3,3%). Esta
paciente presentd niveles de G-6-PD intraeritrociticos compatibles con el estado de
heterocigocidad para la deficiencia.

En 10,5% de los pacientes se encontrd anemia microcitica hipocromica, no explicable por
la deficiencia de G-6-PD sino secundaria a disminucién de la concentracion sérica de
hierro. Presentamos como ejemplo un paciente con deficiencia de hierro severa asociada
a la deficiencia de G-6-PD. Se trat6 de un lactante de 19 meses con Hb de 7,2 g/dl,
Hto de 29,2%, reticulocitos 0.9%, con indices globulares notablemente disminuidos:
VCM de 6411 (VN: 80-90), CHCM de 24,8 g/dl (VN: 34 + 2,2). El frotis sanguineo de
este paciente presentd hipocromia y microcitosis marcada con poiquilocitosis y
anisocitosis moderada y presencia de escasos dianocitos y células en lagrima. El hierro
sérico estuvo disminuido: 12 mcg/dl (VN: 35-130 mcg/dl) con un nivel de ferritina sérica

de 3 ng/dl (VN: 10-140 ng/dl).
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EMBARAZO Y DEFICIENCIA DE G-6-PD

Cuatro pacientes embarazadas deficientes heterocigotas para la G-6-PD, no presentaron
ictericia y mostraron valores de Hb, Hto, recuento de reticulocitos y concentracion de
bilirrubina normales para su edad gestacional es decir sin anemia hemolitica. A todas
ellas se les prohibi6 la ingestion de drogas oxidantes, alimentos con agentes oxidantes

como habas y no tuvieron problema de crisis hemolitica durante su embarazo.

ESTUDIO ELECTROFORETICO DE LA G-6-PD INTRAERITOCITICA
RESIDUAL EN 92 PROPOSITOS DEFICIENTES.

El estudio electroforético de la G-6-PD residual, purificada en columnas de intercambio
anionico y realizado en membranas de acetato de celulosa, permiti6 en los donantes de
sangre usados como controles y en los familiares de los pacientes propositos detectar
las variantes G-6-PD de migracion normal "B" y la variante "A" que migra por delante
de la G-6-PD "B" normal, la cual se considera una variante de la migracion electroforética
rapida.

El estudio electroforético arriba mencionado en pacientes hemicigotos y familiares
deficientes en G-6-PD permiti6 detectar las variantes "A" en el61,53% y la variante "B"
en el 38,47%. El estudio electroforético de la G-6-PD en pacientes femeninas
heterocigotos permitio detectar la variante "A" en el 8,3% de los casos, la variante "B"
en el37,53% y la variante "AB" en el 54,17% de los casos. La variante de G-6-PD "AB",
representa combinacion de la G-6-PD "B" y G-6-PD "A".

DISCUSION

El estudio clinico, hematologico y bioquimico para detectar anemias hemoliticas
congénitas practicadas a 2.069 pacientes con anemia congénita y sus familiares referidos
al Instituto de Hematologia y Oncologia, durante los Gltimos 15 afos permitio detectar
las hemoglobinopatias como la primera etiologia de las anemias hemoliticas en estos
pacientes. La segunda causa etioldgica fue la talasemia. Estos resultados estan de acuerdo

con hallazgos previos que han demostrado que en Venezuela las hemoglobinopatias y
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talasemias constituyen las etiologias mas frecuentes de las anemias hemoliticas
congénitas [16].

La tercera etiologia detectada fue la deficiencia de enzimas intraeritrociticas de
los ciclos de la hexosa monofosfato y glicolitico, constituyendo la deficiencia de G-6-
PD, la causa principal de anemia hemolitica congénita en 251 pacientes. Aunque la
deficiencia de G-6-PD tiene areas de alta prevalencia en Africa y el Mediterraneo, se
ha encontrado también en otros continentes, incluyendo América [17-23]. Es la
deficiencia enzimatica mas frecuente en el ambito mundial. Se calcula que hay
cuatrocientos millones de individuos afectados por esta deficiencia [24,25].

Los indigenas venezolanos no presentan variantes deficientes de G-6-PD como
ha sido previamente reportado en estudios poblacionales por Miiller [9], por lo cual
podemos deducir que estos 251 pacientes venezolanos heredaron el gen de la G-6-PD
deficiente a través de sus ancestros caucdsicos o africanos que migraron a Venezuela.

La incidencia de la deficiencia de G-6-PD en Venezuela varia entre 2 y 11,88%
de acuerdo al grupo étnico estudiado, encontrandose 2% en donantes de sangre
mestizos del Hospital Universitario de Caracas y del 11,88% en la poblacion negroide
de Tapipa, Edo. Miranda, que ha permanecido aislada por muchos afios mezclandose
muy escasamente con personas de otros grupos étnicos [9].

Los pacientes deficientes en la enzima fueron clasificados de acuerdo a sus
niveles intraeritrociticos de G-6-PD, encontrandose 133 hemicigotos y 118
heterocigotos [Fig. 3]. Llamé la atenciébn que las mujeres heterocigotas para la
deficiencia presentaron niveles de G-6-PD intraeritrociticos que variaron desde muy
desminuidos (niveles menores del 10%) hasta valores normales [Fig. 4]. Las 9 mujeres
con valores de G-6-PD normales eran heterocigotos obligados, ya que eran las madres
de pacientes varones hemicigotos para la deficiencia. Esta variacion de los niveles de
G-6-PD de los eritrocitos de las mujeres heterocigotas se explica por la teoria de Lyon
(imbalance de la lionizacidon), segun la cual, el cromosoma X se convierte en
heterocromatico y genéticamente inactivo durante el desarrollo embriogénico; como

resultado un mosaico de actividad del cromosoma X ocurre en las mujeres, algunas
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células transcriben genes derivados de la madre con niveles muy bajos de G-6-PD, por
inactivacion del cromosoma X y otras células genes derivadas del padre, con su
cromosoma X activo, con niveles normales de G-6-PD [26]. Asi, un grupo de eritrocitos
tendra muy baja actividad de G-6-PD, producto de la actividad genética del cromosoma
X activo derivado de la madre, mientras que otros tendran actividad normal producto
de la accion del cromosoma X activo derivado del padre. Si predominan los eritrocitos
con la enzima derivada de la madre tendremos mujeres heterocigotas con niveles muy
bajos de G-6-PD, como los detectados en 3 mujeres heterocigotas de este estudio, y si
predominan los eritrocitos con enzima de origen paterno con niveles normales de G-
6-PD entonces tendremos mujeres heterocigotas con niveles intraeritrociticos de la G-6-
PD normales, como fue el caso en 9 de estas mujeres.

La primera demostracion de mosaicismo eritrocitario fue realizada por Beutler y col.
[27], quienes detectaron dos poblaciones de eritrocitos, normales y deficientes en G-6-
PD, en mujeres heterocigotas.

Las mujeres heterocigotas con actividad normal de G-6-PD son dificiles de
diagnosticar al medir la concentracion intraeritrociticas de la enzima, y solo se detectan
con estudios familiares, como se hizo en este trabajo. El patron de herencia en las 155
familias deficientes estudiadas fue a través del cromosoma X, que es la forma de
transmision genética establecida.

En 4 familias con hijos deficientes en G-6-PD, ambos padres eran también deficientes,
lo cual nos dice que la prevalencia de la deficiencia de G-6-PD en Venezuela permite que
se reunan dos deficientes y tengan hijos. Estas parejas podrian engendrar hijas deficientes
en G-6-PD, verdaderas homocigotas con actividad enzimatica muy baja y por lo tanto
susceptibles de presentar crisis hemoliticas como los varones hemicigotos.

Los pacientes que se estudiaron procedian de diferentes regiones de Venezuela, lo
cual concuerda con la literatura que indica que esta deficiencia se encuentra a nivel
mundial en cualquier region [28, 29]. Estudiamos 2.069 pacientes con sospecha de anemia
hemolitica congénita de diferentes estados de Venezuela, por lo cual los hallazgos obtenidos

lo podemos extrapolar como representativos de la poblacion venezolana.
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La principal causa de consulta de los propdsitos fue la anemia hemolitica por ingestion
de drogas oxidantes, que es la manifestacion clinica que caracteriza esta enfermedad en los
pacientes hemicigotos, mientras que la mayoria de las pacientes heterocigotas para la
deficiencia son asintomaticas [29 a 33]. Al analizar las drogas oxidantes inductoras de
hemolisis, podemos ver que su estructura quimica es variable, pero se ha reportado que
ellas tienen en comun la capacidad de estimular la via de las pentosas en el eritrocito,
oxidan el NADPH directa o indirectamente y en el curso de su metabolismo se autooxidan
y generan radicales libres, éstos a su vez oxidan el glutation reducido, y originan su
deplecion, reduciendo la actividad del ciclo del glutation, y oxidan también (las drogas o
sus radicales) a los grupos sulfidrilos de la membrana eritrocitaria y de la hemoglobina
que se convierten en disulfidos o sulfoxilos y precipitan la hemoglobina con formacion
de cuerpos de Heinz; se originan asi dafos irreversibles a la membrana del eritrocito, el
cual sera finalmente lisado [33, 34].

De 118 mujeres heterocigotas para la deficiencia de G-6-PD estudiadas encontramos
que 53 eran propdsitos y habian consultado por anemia. De éstas, 8 habian presentado
crisis hemolitica tras exposicion a drogas oxidantes. Las crisis hemoliticas fueron tan
severas en 3 de estas pacientes que ameritaron transfusion de concentrado globular. Esto
puede explicarse porque los eritrocitos de estas mujeres heterocigotas contienen un nivel
intraeritrocitico de la enzima G-6-PD muy por debajo del 50% de lo normal (debido a
la inactivacion del cromosoma X), lo cual las hace anormales bioquimicamente y ocurre
la hemolisis como en los pacientes hemicigotos con eritrocitos con actividad enzimatica
muy disminuida.

En este trabajo observamos que la severidad de la hemolisis ante la sustancia oxidante
depende fundamentalmente del paciente y no del tipo de droga oxidante utilizada; ésta
puede precipitar la hemolisis ya sea por ingestion, inhalacion o absorcion a través de la
piel.

La segunda causa de consulta fue la ictericia neonatal; ésta se diferencio de la
ictericia por incompatibilidad Rh porque ningin neonato deficiente en G-6-PD nacid

ictérico, es decir, no presentd ictericia dentro de las primeras 24 horas después del
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nacimiento y ademas la anemia no fue severa, presentando principalmente un mayor
grado de ictericia que de anemia. Al comparar la anemia hemolitica que sufren estos
neonatos con la anemia hemolitica de la incompatibilidad Rh tenemos que la ictericia
se presenta en las primeras 24 horas de nacidos. Esta observacion ha sido reportada
previamente en otros paises [35-39].

De los 41 neonatos hemicigotos que presentaron ictericia, 19 requirieron
fototerapia y 9 exanguinotransfusion. De 10 neonatos femeninos heterocigotos con
ictericia, 9 ameritaron fototerapia y una exanguinotransfusion, lo cual nos habla de
la severidad de la hemolisis. La explicacion de porque estos neonatos deficientes
desarrollan diferentes grados de severidad en la ictericia no es conocido. Se sabe que no
todos los neonatos deficientes desarrollan ictericia; también se sabe que los eritrocitos
neonatales poseen una actividad de G-6-PD mas elevada que los eritrocitos del adulto,
por lo cual algunos autores presumen que otros factores deben estar involucrados en el
desarrollo de la ictericia en el neonato deficiente en G-6-PD. Sin embargo, ha sido
reportado que la actividad de G-6-PD en globulos rojos de neonatos deficientes que
desarrollaron hiperbilirrubinemia es menor que la actividad de G-6-PD en globulos
rojos de neonatos deficientes que no la presentaron. Muchos estudios han demostrado
que la causa principal de la ictericia en neonatos deficientes en G-6-PD es la deficiencia
en conjugar la bilirrubina del higado neonatal. Iolascon y col. Tratando de averiguar la
patogénesis de la hiperbilirrubinemia presente en el 30% de los neonatos afectos por la
deficiencia de G-6-PD evaluaron ¢l efecto de la asociacion del sindrome de Gilbert, el
defecto mas comun de la conjugacion de la bilirrubina, sobre la hiperbilirrubinemia de
neonatos deficientes en G-6PD y en 102 neonatos deficientes no pudieron implicar a este
sindrome en la hiperbilirrubinemia de dichos neonatos [40 a 42]. En Nigeria se ha
reportado como causa precipitante de la ictericia el uso frecuente de naftaleno en los
closets y ropas de los recién nacidos y lactantes, pero este no parece ser el caso en
Venezuela [43].

La mayoria de los pacientes deficientes en G-6-PD tanto hemicigotos como

heterocigotos presentaron valores de Hb y Hto, indices globulares, morfologia de los
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eritrocitos y recuento de reticulocitos completamente normales en condiciones basales,
y presentaron alteracion de estos valores cuando se expusieron a un agente oxidante, lo
cual es tipico de esta enfermedad (Tablas II, 111, TV, V, VI) [29, 30, 33].

Se estudiaron 4 pacientes deficientes en G-6-PD pero con anemia hemolitica cronica,
los cuales fueron clasificados como pertenecientes a la clase I de G-6-PD. La mayoria de
los individuos con deficiencia de G-6-PD se caracterizan, como ya dijimos, por presentar
en condiciones basales (en ausencia de crisis hemolitica) cifras de Hb y Hto normales; por
el contrario, estos 4 pacientes presentaron el cuadro de anemia hemolitica cronica y se
comportaron clinicamente como si fuesen deficientes en las enzimas del ciclo glicolitico
o como si estuvieran afectados de una anemia hemolitica congénita por esferocitosis. Los 4
pacientes pertenecian a tres familias venezolanas diferentes.

La anemia hemolitica cronica secundaria a deficiencia de G-6-PD se presenta
aproximadamente en el 1% de las personas deficientes en G-6-PD vy casi invariablemente
el paciente que la padece es de sexo masculino; comienza el problema al nacimiento
cuando se hace el diagndstico de ictericia neonatal que puede ser tan severa como para
requerir exanguinotransfusion, como acontecio en todos estos casos (44 a 48); los pacientes
presentaron coluria sin hemoglobinuria, lo cual sugiere que el proceso hemolitico es
basicamente extravascular.

Estudios de la membrana eritrocitica de pacientes con anemia hemolitica congénita
no esferocitica secundaria a deficiencia de G-6-PD han revelado la presencia de
agregados de alto peso molecular, que estan formados de espectrina, agregados que no han
sido encontrados en individuos deficientes en G-6-PD pero asintomaticos. Este hallazgo
sugiere que la enzima G-6-PD residual de los individuos deficientes que sufren sélo de
crisis hemolitica es suficiente para mantener el potencial reductivo dentro del eritrocito
y por tanto compensa cualquier accién oxidante intraeritrocitaria; por el contrario, en los
pacientes con anemia hemolitica congénita no esferocitica la enzima residual no es
capaz de mantener el potencial reductivo y la oxidacion de los grupos sulfidrilos ocurre
continuamente, seguidos de cambios irreversibles de las proteinas de la membrana del

eritrocito, lo que conduce a su destruccion (48).
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El favismo tiene alta incidencia en las islas Baleares, Grecia, Chipre, Turquia, Libano,
Israel, Egipto, norte de Africa, Iran, Iraq, Italia (restringido a Cerdena y Sicilia) pero
parece ser infrecuente en Venezuela, como se deduce de este estudio (49 a 54). Sélo 4
pacientes presentaron favismo, 2 adultos y 2 nifios. Se sabe que el favismo severo afecta
principalmente a nifios entre 2 y 5 aflos de edad, y es mas frecuente al ingerir habas frescas
o incompletamente cocidas, rapidamente hervidas o fritas (49). La causa de la hemolisis
en el favismo es atribuida a los componentes glucosidicos de las habas, tales como la
vicina y la convicina, y el acido ascorbico, los cuales actian como agentes oxidantes.
Las habas tiernas contienen cantidades elevadas de vicina y convicina (52).
Las consecuencias de la oxidacion del eritrocito han sido estudiadas en experimentos
in vitro realizados con eritrocitos deficientes en G-6-PD; merecen especial atencion la
interferencia en la homeostasis del calcio y las alteraciones de las proteinas de la
membrana [5]. Cuando el eritrocito se somete a condiciones oxidantes ocurre:
1.-  Oxidacion del glutation reducido (GSH) y de los tioles de la membrana.
2.-  Disminucion de la actividad de la ATPasa del calcio.
3.-  Aumento de los niveles de calcio.
4.-  Los niveles elevados de calcio activan las endopeptidasas que pueden atacar
las proteinas de membrana tales como la anquirina y la banda 4.1 e influencian
la agregacion u oligomerizacion de la banda 3.

5.- Inmediatamente hay fijacion de anticuerpos especificos antibanda 3, seguido
de activacion del complemento con generacion de fragmentos C3b y su union
a eritrocitos dafados, formacion de cuerpos de Heinz, metahemoglobina,
peroxidacion de lipidos, etc. [5]

Se detectaron 3 pacientes con anemia hemolitica congénita (una nifia de 3 afios
con drepanocitosis, una nifia de 8 afios con drepanocitosis-talasemia y otra con
esferocitosis) que también eran deficientes en G-6-PD. La distribucion geografica para el
gen de la globina Beta "S" y el gen de la deficiencia de G-6-PD y el gen de la esferocitosis
hereditaria determina que puedan coincidir en un mismo individuo. Tales genes no estan

genéticamente ligados, por lo cual en estos casos la frecuencia de tener dos tipos diferentes
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de anemia hemolitica congénita es el producto de dos genes de frecuencia diferentes. En
la paciente con drepanocitosis-talasemia la asociacion con deficiencia de G-6-PD trajo
como consecuencia que la enfermedad tuviera un curso clinico mas severo que el que se
esperaria si presentara solamente la drepanocitosis homocigotica; sin embargo, la paciente
con drepanocitosis y deficiencia de G-6-PD present6 el cuadro clinico de drepanocitosis
solamente. Exacerbaciones severas de la anemia en pacientes con drepanocitosis y
deficiencia de G-6-PD han sido observadas y reportadas en la literatura [33]. La
reticulocitosis que se genera en estos casos aumentaria los niveles intraeritrociticos de
G-6- PD y esto tedricamente limitaria la severidad de la crisis hemolitica; sin embargo,
esto es dificil de afirmar en la practica debido a la interaccion de infeccion, drogas, y
anemia preexistente. Si el grado de hemolisis inducido por drogas es menor en un paciente
con drepanocitosis, esto puede ser enmascarado por el hecho de que la hemdlisis
intravascular aguda de la deficiencia de G-6-PD ocurre sobre una hemolisis extravascular
crénica de la drepanocitosis (29].

Se estudiaron individuos deficientes en G-6-PD asociada con deficiencia de
hierro, lo cual ocurre en Venezuela por la alta prevalencia de esta Gltima deficiencia. Es
de hacer notar que estos pacientes presentan anemia hipocromica microcitica con indices
globulares disminuidos, que no es habitual en personas deficientes en G-6-PD, quienes
en condiciones basales presentan una morfologia sanguinea e indices globulares normales,
y durante las crisis hemoliticas presentan eritrocitos con hemoglobina polarizada hacia un
extremo, esferocitos, células en casco, policromatofilia e indices globulares normales (9].
Las pacientes con deficiencia de G-6-PD que resultaron embarazadas tuvieron una
evolucion normal, ya que no eran portadoras de la variante clase 1 de G-6-PD, que se
caracteriza por anemia hemolitica congénita no esferocitica, ni se expusieron a drogas

oxidantes ni presentaron infecciones.
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DETECCION DE VARIANTES BIOQUIMICAS DE GLUCOSA-6-
FOSFATO DESHIDROGENASA (G-6-PD) EN VENEZUELA

Miiller A, Soyano A, Méndez G, Somoza R, Soyano A.E
Instituto de Oncologia y Hematologia M.S.D.S-UCV, Clinica El Avila, Centro de

Medicina Experimental. Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (I.V.I.C.).
RESUMEN

Se presenta el estudio bioquimico y electroforético realizado a las muestras de
sangre de 92 pacientes con deficiencia de G-6-PD. Este estudio permitio clasificar los
pacientes deficientes en: Clase 1: 4,9% con anemia hemolitica congénita no
esjerocitica e ictericia cronica y esplenomegalia. Dicha clinica de anemia hemolitica
cronica no es el cuadro clinico habitual de la deficiencia. El estudio bioquimico mostro
actividad de G-6-PD de 7,5-13% de lo normal, Km G6P: 133-220 [IM (VN: 50-70
M), Km NADP:3,8-4LIM (VN:2,9-4,4), inestable al calor, pH optimos: 8 y 9,
electroforesis de la G-6-PD variante rdpida con movilidad electroforética de 110.
Clase 11: 45, 7% clinicamente asintomadticos juera de crisis hemolitica El estudio
biogquimico mostro actividad de G-6-PD muy disminuida de O-10% de lo normal, Km
GO6P: 31-200 1M, ph optimo: 6,5y 9, electrojoresis de la G-6-PD variante normal
con movilidad electroforética de 100. Clase JI: 49,4% clinicamente asintomdaticos
fuera de crisis hemolitica. El estudio bioquimico mostro actividad de G-6-PD de 11-
58% de lo normal, Km GG6P: 43-70, Km NADP: 1,4-2,9 1M, optimo: 8, 9 y bifasico,
electroforesis de la G-6-PD variantes A y B con movilidad electroforética de 100 -
110. La inestabilidad al calor indica inestabilidad intracelular y por lo tanto baja
actividad. Se concluye que la presencia de estas diferentes variantes es debido al

mestizaje de nuestra poblacion y se comparan con lo reportado a escala mundial.
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La G-6-PD normal se conoce como G-6-PD B, representa el tipo enzimatico
mas comun encontrado en todos los grupos poblacionales que han sido estudiados y
presenta una movilidad electroforética caracteristica (1). En principio la deficiencia de
G-6-PD, aligual que cualquiera otra proteina puede ser debida a deleciones o mutaciones
puntuales que afectan la transcripcion, procesamiento o la estructura primaria. El estudio
de las propiedades de la enzima residual G-6-PD ha demostrado invariablemente
desviaciones de las propiedades de la enzima normal sugiriendo que la deficiencia de G-
6-PD era debida a anormalidades estructurales, esto es, mutaciones en la region del codon
mas que disminucion del niimero de moléculas, como podria esperarse con mutantes por
defectos en la transcripcién o procesamiento (2,3).

Cambios en la estructura primaria, tales como cambios de un aminoécido pueden
causar deficiencias de G-6-PD por afectar su funcion catalitica o por disminuir la estabilidad
de la proteina o ambos de esos mecanismos. Para algunas variantes una disminucion rapida
de la actividad enzimatica in vivo ha sido demostrada en eritrocitos fraccionados de
acuerdo a su madurez o edad. En casos extremos la deficiencia de G-6-PD puede
visualizarse simplemente como resultado de un cambio marcado en la constante de
disminucion exponencial de la enzima que reduce la vida media de 50 dias a 1°dias o
menos. En tales casos la actividad de G-6-PD de los reticulocitos es practicamente normal
(2, 4- 6).

Aquellas variantes de G-6-PD que electroforéticamente migran por delante de la G-
6-PD tipo B son clasificadas como variantes rdpidas tipo A y las que migran en su
misma posicion son clasificadas como variantes con migracion electroforética normal.
Cuando se escribe el simbolo negativo (-) por delante de la G-6-PD A o B, esto significa
que la enzima estd presente en cantidades deficientes (7).

La G-6-PD tipo A es la variante mas comun en todo el mundo, encontrandose en
el 20% de los varones africanos. Su actividad es normal, pero migra electroforéticamente
mas rapido que la G-6-PD normal. El defecto molecular radica en una sustitucion A-

Gen el nucleotido 376 (8).
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La G-6-PD tipo A- es una enzima electroforéticamente rapida, con una marcada
inestabilidad intracelular y por lo tanto con disminucion de su actividad. Es una de las
variantes deficientes mas comunes. Con la clonaciéon y secuenciacion de genes se ha
detectado un grupo de mutaciones que se originaron a partir de la G-6-PD "A". Se han
encontrado sustituciones de aminoacidos producidos por cambios en los nucledtidos 371,
202 (transicion G A)), Estos tres genotipos han sido detectados en africanos y uno de ellos
en una familia espafiola, siendo la enzima previamente identificada por métodos
bioquimicos como G-6-PD Bética (25, 26)

Se ha encontrado la mutacion de los nucledtidos 202 y"376 no so6lo entre negros
sino también en blancos del norte de Europa y en mejicanos. Determinadas variantes de
G-6-PD "A -" que fueron consideradas anteriormente como unicas, actualmente se sabe
que son idénticas, tales como Matera, Bética, Castilla, Alabama, Tepic (9).

La G-6-PD Mediterranea es la variante mas comun entre las poblaciones caucésicas,
aunque se ha hecho evidente que variantes diferentes de G-6-PD existen en esa region. La
frecuencia de la deficiencia de G-6-PD entre poblaciones caucdasicas varia entre menos de
1 en 1000 en poblaciones del norte de Europa al 50% entre los judios kurdos. La actividad
enzimatica de los eritrocitos de los individuos que han heredado la deficiencia es muy baja
y a menudo menor de 1%; es debida a una transiciéon C T en el nucledtido 563 (10, 11,
27).

La heterogeneidad genética de la G-6-PD resulta de diferencias cualitativas y
cuantitativas de la enzima G-6-PD. Las diferentes variantes han sido clasificadas de acuerdo
al grado de deficiencia y al estudio de la evaluacion clinica, dentro de 5 grupos o clases
(11).

1. DEFICIENCIA DE G-6-PD CLASE 1
Deficiencia enzimatica severa asociada con anemia hemolitica congénita no
esferocitica; la hemolisis es permanente. El grado de severidad varia con los
diferentes tipos.

2. DEFICIENCIA DE G-6-PD CLASE 2

Deficiencia enzimadtica severa (actividad enzimatica menor del 10% de lo
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normal): la sensibilidad a los agentes hemoliticos y la severidad de los
episodios hemoliticos son marcados.

3. DEFICIENCIA DE G-6-PD CLASE 3
Deficiencia enzimatica moderada (actividad enzimatica del 10-60% de lo
normal): no hay sobrehemdlisis, pero ésta puede ser inducida agudamente por
muchas drogas y otros agentes.

3.  DEFICIENCIA DE G-6-PD CLASE 4
Deficiencia enzimatica ligera o casi normal, sin consecuencias clinicas.

4. DEFICIENCIA DE G-6-PD CLASE 5

Actividad enzimatica aumentada.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizo sangre de 92 pacientes hemicigotos conocidos deficientes en G-6-PD, 10
muestras de sangre de donantes del Banco de Sangre y muestras de sangre de 3 pacientes
con drepanocitosis homocigota, los cuales sirvieron como controles para los estudios de
concentracion de calcio intraeritrocitico.

A cada paciente conocido deficiente en G-6-PD se le realizé historia clinica.

Separacion de los eritrocitos de la sangre para estudio enzimatico

Sangre total proveniente de los pacientes con anemia hemolitica, familiares y
donantes del Banco de Sangre, que sirvieron como controles, fue recolectada en tubos
de ensayo con EDTA vy los eritrocitos separados del resto de los componentes celulares
de la sangre usando columnas de celulosa mas Sigmagel y a continuacion dichos
eritrocitos fueron hemolizados en una solucidon de agua con beta-mercaptoetanol. En dichos

hemolizados recién obtenidos se realiz6 la cuantificacion enzimatica (12).
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Se cuantificacion los niveles intraeritrociticos de las enzima G-6-PD de pacientes
conocidos deficientes en la enzima, familiares y donantes del Banco de Sangre por
espectrofotometria usando un espectrofotometro Gilford con registrador (12).

Caracterizacion bioquimica de la enzima G-6-PD intraeritrocitica residual.

Se purifico parcialmente la enzima G-6-PD de los eritrocitos utilizando columnas de
DEAE-celulosa con buffer fosfato por el método descrito por Kikman y modificado por
Beutler (13). A la enzima parcialmente purificada se le determinaron los siguientes
parametros:

L Velocidad méxima

2. Constante de Michaelis (Km) para sus sustratos: glucosa-6-fosfato (G-6-P) y

nicotinadenina difosfato (NADP).

3. Electroforesis de la G-6-PD en acetato de celulosa (14).

Concentracion de Na y K intraeritrociticos (15).

Concentracion de calcio intraeritrocitica (16).

RESULTADOS

Estudio electroforético de la G-6-PD intraeritrocitica residual en 92 propositos
deficientes

El estudio electroforético de la G-6-PD residual purificada en columnas de intercambio
anidnico realizado en membranas de acetato de celulosa permitié en los eritrocitos de
donantes de sangre usados como controles y en los familiares de los pacientes propositos
detectar las G-6-PD de migracion normal By la variante A que migra por delante de la
G-6-PD B normal, por lo cual se considera una variante de la migracion electroforética
rapida [Fig. 1 y Fig. 2].

El estudio electroforético arriba mencionado en pacientes hemicigotos y familiares
deficientes en G-6-PD permitio detectar la variante A en el 61,53% de los casosy la
variante B en el 38,47%. El estudio electroforético de la G-6-PD en pacientes femeninas

heterocigotas permitio detectar la variante A en el 8,3% de los casos, la variante B en

42



el 37,53%y la variante Aben el 54,17% de los casos. La variante de G-6-PD AB, representa
combinacion de la G-6-PD B y G-6-PD A

Propiedades bioquimicas de la G-6-PD residual intraeritrocitica en 52 propdsitos
deficientes

El estudio de las propiedades bioquimicas de la enzima residual aparece en la Tabla 1.

Clases de G-6-PD en propositos deficientes

El estudio clinico, los niveles intraeritrociticos de G-6-PD obtenidos por cuantificacion de
la enzima residual, el estudio de las propiedades bioquimicas de la G-6-PD residual
parcialmente purificada: constante de Michaelis [Km] para sus sustratos glucosa-6-
fosfato [G-6-PD] y nicotinadenina disfosfato [NADP], estabilidad al calor, pH 6ptimo,
y la electroforesis de la G-6-PD nos permitieron encontrar diferencias cinéticas y
electroforéticas entre la G-6-PD eritrocitica de pacientes deficientes de diferentes grupos
poblacionales.

Se detectaron tres diferentes clases de G-6-PD en 52 pacientes hemicigotos
propositos provenientes de diferentes regiones de Venezuela. Detectamos las siguientes
clases de G-6-PD:

1. CLASE I: con anemia hemolitica congénita no esferocitica crénica solo en el 4,9% de
los pacientes.

2. CLASE II: con deficiencia severa de G-6-PD y sin anemia hemolitica congénita no
esferocitica en el 45,7% de los pacientes.

2. CLASE III: con deficiencia moderada en la actividad de la G-6-PD en 49,4% de los
pacientes [Tabla I].
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TABLA I
Clases de G-6-PD en 52 pacientes venezolanos deficientes

% de pacientes 4,9 45,7 49,6

% de actividad 7,5-13 0-10 11-58

Km G-6-P 133-200 31-200 40-73

(V.N: 50-70 puM)

Km N.A.D.P. 3,8-4,0 2,2-4.4 1,4-2,9

(V.N: 2,9 -4,4)

Estabilidad al calor Instable Inestable Inestable
estable

pH 6ptimo 8y 9 6,5 y9.,5 8,9 y bifasica

Electroforesis "A" "8" "A"y"B"

Movilidad electroforética 110 100 100-110

(% de lo normal en buffer Tris).

Caracteristicas de la G-6-PD clase I

Los pacientes con G-6-PD clase I se caracterizaron clinicamente por presentar
anemia hemolitica congénita no esferocitica cronica con ictericia permanente a expensas
del aumento de la bilirrubina indirecta y esplenomegalia. Tenian antecedentes de ictericia
neonatal, que ameritd fototerapia y su hemolisis cronica era exacerbada por drogas
oxidantes o infecciones.

La actividad de G-6-PD residual intraeritrocitica se encontrd disminuida en
valores de 7,5-13% de la actividad de G-6-PD normal que representa el 100 %. El Km de
la G-6-PD parcialmente purificada para su sustrato glucosa-6-fosfato se encontré en un

rango que oscilo entre 133 y 220 pM [V.N.: 50 - 70]. El Km de la G-6-PD parcialmente

purificada para su sustrato NADP se encontré en un rango que oscilo entre 3,8-4 uM

[V.N: 2-6,9].
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La enzima G-6-PD residual parcialmente purificada de estos pacientes se comportd
como termolabil al exponerse a temperatura de 40 y 46 grados centigrados. La curva de pH
optimo de la G-6-PD residual parcialmente purificada de estos pacientes fue bifésica, con
pH optimo de 8 y 9.

La electroforesis de la enzima G-6-PD parcialmente purificada mostrd solamente
la variante rapida "A", en los 4 pacientes estudiados provenientes de tres familias
diferentes, con una movilidad electroforética en el buffer TRIS - HCI de 110%, en

todos los casos [Tabla I].

Caracteristicas de la clase Il de G-6-PD

Los pacientes de la CLASE II se caracterizaron clinicamente por ser asintornaticos,
con valores hernatologicos normales, solo presentaron crisis hernolitica cuando se
expusieron a drogas oxidantes, ingirieron habas o presentaron infecciones virales o
bacterianas. No presentaban evidencia de anemia hernolitica cronica.

Los propositos de tres familias deficientes presentaron hemolisis después de la
ingestion de habas (favisrno). Estos pacientes tenian antecedentes de ictericia neonatal, que
habia requerido fototerapia o exanguinotransfusion para evitar el cuadro clinico de
Kernicterus.

La actividad de G-6-PD residual intraeritrocitica se encontr6 muy disminuida en un
rango entre 0 y 10% de la actividad de G-6-PD normal, que representa el 100%. El Km de
la G-6-PD parcialmente purificada para su sustrato glucosa-6-fosfato se encontrd entre
31-200 M en los pacientes estudiados [V.N.: 50 - 70]. EI Km de la G-6-PD parcialmente
purificada para su sustrato NADP fue de 2,2 - 4,4 [IM[V.N.: 2,9- 4,4] en los pacientes
estudiados [Tabla I].

La enzima G-6-PD parcialmente purificada de estos pacientes se comportd corno
labil al calor, el exponerse a temperaturas de 40 y 46 grados centigrados. La curva de pH
de la enzima G-6-PD parcialmente purificada fue en todos los casos bifasica con pH

optimos de 6,5 y 9,5 [Tabla].
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La electroforesis de la enzima parcialmente purificada mostré en todos los casos la
presencia de la G-6-PD "B" con una movilidad electroforética de 100% en el buffer TRIS.
El estudio de las propiedades antes enumeradas nos permitié detectar la variante
Mediterranea en los pacientes deficientes en G-6-PD con la clase II, la cual se
caracterizo por presentar la actividad de G-6-PD muy disminuida, con el Km para G-6-
P disminuida y el Km para el sustrato NADP normal, inestable al calor, con pH bifasico
6,5 y 9 [Fig. 1].

FIGURA 1
PROPIEDADES BIOQUIMICAS Y ELECTROFORETICAS
DE LA G-6-PD “B”
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CARACTERISTICA DE LA G-6-PD CLASE III

Estos pacientes se caracterizaron por ser asintomaticos, con valores hematologicos
normales y presentar crisis hemolitica solamente cuando se expusieron a drogas oxidantes
o a infecciones. Tenian antecedentes de ictericia neonatal que habia ameritado

tratamiento con fototerapia o exanguinotransfusion. No tenian evidencia clinica ni de

laboratorio de anemia hemolitica congénita no esferocitica.
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La actividad de G-6-PD residual intraeritrocitica se encontr6é disminuida en un rango
entre 11 y 58% de la actividad de G-6-PD normal que representa el 100%. El1 Km de la
G-6-PD parcialmente purificada para su sustrato glucosa-6-fosfato se encontrd entre 40-
73 [IM. (V.N: 50- 70]. El Km de la G-6-PD parcialmente purificada para su sustrato NADP
se encontrd en valores de 1,4 - 2,9 [IM [V.N.: 3,9 - 4,4] de acuerdo al paciente estudiado
[TablaI].

La enzima G-6-PD parcialmente purificada de estos pacientes se comportd como
estable al calor en unos pacientes y en otros pacientes como termolédbil al exponerse a
temperaturas de 40 y 46 grados centigrados. La curva de pH de la enzima G-6-PD purificada
vari6 desde monofasica con pH oOptimo de 8 o 9 hasta bifasica con dos pH Optimos
diferentes [Tabla I].

La electroforesis de la enzima parcialmente purificada mostré migraciones
electroforéticas G-6-PD tipo B normal en el 20% de los pacientes y G-6-PD tipo A, variante
rapida en el 80% de los pacientes.

Con los estudios antes mencionados se pudo detectar dentro de esta clase la variante

de G-6-PD A, cuyas propiedades aparecen en la Fig. 2.

FIGURA 2
PROPIEDADES BIOQUIMICAS Y ELECTROFORETICAS
DE LA G-6-PD “A-”
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Concentracion intraeritrocitica de Na y K en pacientes deficientes de G-6-PD

Se determind la concentracion intraeritrocitica de Na y de K en 10 pacientes

hemicigotos y en 2 heterocigotos para la deficiencia de G-6-PD, obteniéndose los siguientes

resultados expresados en meq/ml/célula:
Pacientes hemicigotos:
Na: 12,3 £2,8 [V.N.: 14,8 + 2,7]
K: 94,6 +8,0 [V.N: 93,2 6,1]
Pacientes heterocigotos
Na: 12,45+ 1,6 [V.N: 14,8 £ 1,7]
K: 88,7+12,2[V.N.: 93,2+ 6,1]

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones de Na

y K de los eritrocitos de los pacientes deficientes en G-6-PD vy los eritrocitos controles

provenientes de 15 donantes de sangre [Tabla II].

TABLA II
VALORES INTRAERITROCITICOS DE Nay K
EN PACIENTES DEFICIENTES EN G-6_PD

No H>O Na K Na+ K

Cel. Meq/ml Cel H.O cel

HO

HEMICIGOTOS
10 64,1+£238 122+3,5 20,7+4,9 97,5+4,6 16,9 £ 12 109,7
HETEROCIGOTO
2 62,1 +2,7 12,5+ 1,6 20+ 1,7 88,7+12,2 149+16,7 101,2
CONTROLES

10 62,7+4,4 148+2,7 259+49 933+6,1 159,4+10,2 108,1

Los niveles intraeritrocitos de Na y K son expresados en meq/ml de células erotrociticas y
en meq de H»O intraeritrocitica
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Concentracion de calcio en los eritrocitos de pacientes deficientes en G-6-PD

A las mismas muestras de eritrocitos, provenientes de pacientes deficientes en G-6-
PD, a las que se les midi6 Na y K intraeritrocitico, se le determinaron las concentraciones
de calcio, no obteniéndose diferencias entre los eritrocitos de los pacientes hemicigotos y
heterocigotos para la deficiencia de G-6-PD y los donantes de sangre usados como
controles. Los eritrocitos de los pacientes con hemoglobinopatias SS presentaron

concentraciones mas elevadas que los deficientes en G-6-PD y que los donantes de sangre

usados como controles [Tabla III].

) TABLA 111
CONCENTRACION DE CALCIO EN LOS ERITROCITOS
DE PACIENTES DEFICIENTES EN G-6-PD

No Paciente Ca (nM)
10 HEMICIGOTOS 1,9+ 0,03
2 HETEROCIGOTOS 1,9+ 0,05
3 DREPANOCITICOS SS 25+0,3
10 DONANTES 1,9+0,02

DISCUSION

En este estudio presentamos 3 clases de G-6-PD detectadas mediante estudio
bioquimico y electroforético de la G-6-PD residual intraeritrocitica a 52 pacientes
hemicigotos. Si observamos la Tabla I podemos ver que hay una amplia variacion en
las propiedades cinéticas, los Km para los sustratos glucosa-6-fosfato (G-6-P) y
nicotinadenina dinucledtido (NADP), de acuerdo a la clase y dentro de la clase hubo un

rango de valores de acuerdo al paciente.
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En la clase I de G-6-PD encontramos solo la variante rapida tipo A No detectamos
variantes normales ni lentas en esta clase. La actividad de la enzima estuvo disminuida,
el Km para el sustrato glucosa-6-fosfato (G-6-P) estuvo aumentado y para el sustrato
nicotinaadenina dinucleétido fosfato (NADP), y la enzima era inestable al calor. En
esta clase de variante ha sido reportado G-6-PD con Km elevado para su sustrato
glucosa-6- fosfato (G-6-P) e inestables al calor. Las variantes de G-6-PD de la clase I:
Saint-Louis de Francia (17), Fukuck de Japon (18), East-Hayem en negros americanos
(19). Han sido reportadas 73 wvariantes de la clase 1 y solo 15 variantes
electroforéticamente rapidas (20, 28). De las 73 variantes han sido caracterizadas

molecularmente 61 variantes de G-6-PD asociadas a anemia hemolitica cronica (29).

En la clase II de G-6-PD la actividad de la G-6-PD intraeritrocitica se encontré6 muy
disminuida, con Km normal disminuido o elevado para el sustrato G-6-P, estabilidad al
calor disminuida, pH 6ptimo bimodal. Todos los pacientes presentaron electroforéticamente
la variante normal. No hubo variantes rapidas ni lentas. Han sido reportadas 93 variantes de
G-6-PD de la clase I y dentro de estas 29 electroforéticamente normales tipo B [1, 2, 21].

Al comparar nuestros resultados con los ya reportados encontramos que nuestros
pacientes presentan diferentes tipos de variantes de clase II Mediterranea, la cual se
caracterizo por actividad de G-6-PD muy disminuida, movilidad electroforética normal,
Km para G-6-P bajo y para el NADP normal, estabilidad de la enzima al calor disminuida y
curva de pH bimodal [Fig. 1]. Esta variante podemos asumir que existe en Venezuela
debido al mestizaje de nuestros pobladores autdctonos con individuos de raza caucasica que
inmigraron a nuestro pais, ya que nuestros indigenas no poseen la deficiencia de G-6-PD
como hemos mencionado previamente.

También se encontraron variantes que diferian de la Mediterranea, en que su Km
para G-6-P era elevado como ha sido reportado con las variantes de G-6-PD: Nucus de
Rusia o Vianghan de Laos [20], o con Km para G-6-P normal como ha sido reportado con
las variantes El Fayoum de Egipto, Bagdad, Ogori de Japén, Jammu de La India y
Dushanba II [22].
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En la clase III de G-6-PD se encontrd la actividad de la G-6-PD disminuida, el Km
para G-6-P normal o disminuido, el Km para el NADP normal, la estabilidad de la enzima
al calor vari6 siendo inestable en unos pacientes y estable en otros, la curva de pH también
varid de acuerdo al paciente estudiado desde monofasica con dos pH (8 6 9) hasta bifasica
con dos pH diferentes y la movilidad electroforética fue de 100% normal en el 80% de los
pacientes, clasificandose como variante rapida.

Dentro de esta clase ID detectamos la variante A- [Fig. 2], la cual se caracterizd por
presentar los Km para los sustratos G-6-P y NADP normales, con pH optimo normal y
comportarse como estable al calor. Los pacientes venezolanos la poseen debido al mestizaje
con la raza africana.

Han sido reportados 89 pacientes con variantes de la clase III con movilidades
electroforéticas normales, rapidas o lentas. Aqui solo detectamos la variante de movilidad
electroforética normal y rapida [22].

Como puede apreciarse en este estudio el comportamiento cinético y electroforético
de la G-6-PD vari6 ampliamente entre las clases, lo cual estd de acuerdo con lo reportado
en la literatura, que una de las caracteristicas mas extraordinarias de la G-6-PD es la
cantidad de mutaciones que afectan esta enzima en los humanos. Se han identificado mas
de 125 diferentes mutaciones que causan deficiencia de G-6-PD (27).

Las concentraciones de Na, K y Ca de los eritrocitos deficientes en G-6-PD fueron
normales, lo cual nos habla de la normalidad de la permeabilidad pasiva y activa (bombas
de Na y K), y de las bombas de Ca en los eritrocitos deficientes en G-6-PD (Tablas II y III).
Por el contrario, los eritrocitos provenientes de pacientes con drepanocitosis presentan
aumento de los niveles de calcio, lo cual habla a favor de trastornos de la permeabilidad de

la membrana y de la bomba de calcio (Tabla III) (23, 24)
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Instituto de Oncologia y Hematologia M.S.D.S-UCV, Clinica El Avila, Hospital
Central de Puerto Ordaz, Hospital Central de Acarigua. Centro de Medicina
Experimental. Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas

RESUMEN

Se reportan dos familias con deficiencia de glucosa-6-fosjato dehidrogenasa (G-
6-PD) asociada a clinica de enfermedad granulomatosa cronica. Dos de los propositos
estudiados pertenecientes a una familia de Ciudad Bolivar presentaron desde la niiiez
infecciones bacterianas recurrentes manifestadas como abscesos en piel, neumonias y
ademas anemia hemolitica congénita cronica, la cual se agravaba durante los periodos de
infeccion y ameritaban transfusiones de concentrado globular. Se demostro la disminucion
severa de la G-6-PD en eritrocitos y leucocitos y disminucion de la capacidad letal de los
neutrofilos. Se estudio otra paciente de 5 arnos de edad con anemia hemolitica por
drepanocitosis y talasemia, con infecciones recurrentes en piel y neumonias, cuyos
eritrocitos y leucocitos eran deficientes en G-6-PD y los neutrofilos también presentaban
una alteracion de la capacidad letal. De acuerdo a la clinica y hallazgos de laboratorio
dichos pacientes fueron diagnosticados de anemia hemolitica congénita por deficiencia de

G-6-PD con clinica de enfermedad granulomatosa cronica
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La enfermedad granulomatosa crénica es el resultado de una anormalidad hereditaria
de la funcion de las células fagociticas, en la cual la generacion de superdxido por la
oxidasa del estallido respiratorio esta ausente o marcadamente deficiente en las células
fagociticas, que son los neutrdfilos, los monocitos, los macrofagos, y los eosinofilos. La
generacion de superdxido es indispensable para que las células fagociticas puedan matar
los microorganismos ingeridos. Los pacientes que sufren esta enfermedad presentan
infecciones bacterianas recurrentes desde la infancia, aunque en casos menos severos la
presentacion ocurre en la adolescencia o en el adulto joven. Las infecciones para cierto tipo
de bacterias ocurren en forma de abscesos profundos en el tejido celular subcutaneo, en
nddulos linfaticos, o en higado o infecciones de los senos paranasales o los pulmones. La
deficiencia severa de la glucosa-6-fosfato dehidrogenasa en los leucocitos se asocia a un
cuadro clinico similar o parecido a una enfermedad granulomatosa crénica con infecciones
recurrentes. (1 - 5).

El papel principal de las células fagociticas es la defensa contra una variedad de
infecciones producidas por gérmenes gram negativos o positivos catalasa positivos. Dicha
funcion la cumple a través del proceso de fagocitosis de microorganismos invasivos, ya

sean bacterias, virus u hongos (6).

La fagocitosis comprende varias etapas:

1. Adherencia de células fagociticas al endotelio vascular mediada por los receptores
de adhesion de integrinas de los neutrdfilos a las moléculas de adhesion (ICAMs)
del endotelio, penetracion a través de la membrana basal y migracion direccional
desde el lecho vascular hacia los tejidos atraidos por la presencia de un gradiente de
factores quimiotacticos (fendmeno conocido como quimiotaxis) (6 -11).
Opsonizacion (12).

Endocitosis o ingestion de los microorganismos (13).

Degranulacion (14).

A

Activacion metabolica, capacidad letal y digestion (15, 16) [Fig.1].

57



Ante la presencia de microorganismos invasores ocurre el proceso de quimiotaxis,
las células fagociticas se dirigen desde el lecho vascular hacia los microorganismos,
atraidos por factores quimiotacticos producidos por el huésped (C5a, leucotrieno B4), como
mecamsmo de defensa, y otros factores producidos por estos mismos agentes infecciosos
(17).

Después que las células fagociticas se han movilizado hacia los microorganismos
infecciosos, ocurre el proceso de reconocimiento de los agentes invasores. Estos
microorganismos son previamente opsonizados, es decir, recubiertos por una serie de
factores humorales u opsoninas (anticuerpos opsonicos: IgGl, IgG3, IgM y productos
proteoliticos de clivaje del C3: C3b, C3bi, C4b). El reconocimiento se realiza mediante
receptores presentes en las células fagociticas para las opsoninas (FcyRIA; FcyRIIA, B;
FcyRIIffi; CR1; CR3) lo cual permite la fijaciéon de los microorganismos recubiertos de

opsoninas sobre la superficie de las células fagociticas (6, 18).

Figura 1
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A continuacion, ocurre el proceso de endocitosis, para lo cual, las células fagociticas
comienzan a emitir pseudopodos que engloban los microorganismos, formandose un
fagosoma o vacuola que contiene al agente infeccioso. Una vez formado este fagosoma
en citoplasma, los lisosomas se fusionan con ¢l, formandose el fagolisosoma. Los
lisosomas liberan dentro del fagolisosoma numerosas enzimas liticas y agentes oxidantes

letales para los microorganismos infecciosos (19).

El sistema letal principal va a estar constituido por la mieloperoxidasa, el H2Ozlos
iones cloro y yodo. Segundos después del contacto con los microbios opsonizados o las
altas concentraciones de factores quimiotacticos se produce un gran aumento en el
consumo de oxigeno, a menudo mas de 100 veces. La enzima responsable de este fendémeno
es la NADPH-oxidasa, la cual estd asociada las membranas fagolisosomales; ella cataliza
la transferencia de un electron desde el NADPH al oxigeno molecular, formandose el
radical superoxido (O=>- ), el cual es el precursor de una familia de potentes oxidantes
que son esenciales para la destruccion de muchos microorganismos. Estos cambios en el
metabolismo oxidativo son conocidos como estallido respiratorio, nombre que se deriva
del incremento del consumo de oxigeno por las células fagociticas. En el estallido
respiratorio 2 moléculas de oxigeno son reducidas por la enzima NADPH-oxidasa, que es
una flavoenzima que utiliza como coenzima el NADPH generado en la oxidacion de la

glucosa por la via metabolica de la hexosa monofosfato:

20, + NADPH > 20, + NADP+H"
NADPH-oxidasa

A su vez, 2 moléculas de superoxido se combinan en presencia de la enzima

superdxido dismutasa para formar H20-

O+ 0, +2H* > 0, + H,O,
Superdxido dismutasa
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La mieloperoxidasa es depositada por degranulacion en las vacuolas fagociticas,
donde en presencia de H202 y radicales haluros catalizan las reacciones microbicidas
convirtiendo el H,O> en 4cido hipocloroso (HOCI). El peréxido de hidrégeno puede ser
convertido en el radical hidroxilo (OH) en una reaccidon no enzimadtica con O2- catalizada
por iones hierro o cobre. El H>O,, HOCI, y OH son oxidantes fuertes que participan en la

capacidad letal o microbicida dentro de la vacuola fagocitica (21-24) [Fig. 2].

) Figura 2 )
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En ausencia de G-6-PD no se produce NADPH y por lo tanto el poderoso mecanismo
letal que poseen las células fagociticas no funciona adecuadamente, produciéndose
infecciones recurrentes en el huésped, imitando el fenotipo de la enfermedad granulomatosa

cronica [6, 25, 26].
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Los pacientes con deficiencia severa de la glucosa-6-fosfato dehidrogenasa pueden
presentar alteraciones de la actividad de la NADPH oxidasa y una historia de infecciones
recurrentes, imitando el fenotipo de la enfermedad granulomatosa crénica (27).

La EGC también ha sido reportada asociada a deficiencia de mieloperoxidasa,

glutation peroxidasa, glutation reductasa y glutation sintetasa (6, 51).

METODOS

A cada paciente se le practicd examen fisico, hematologia, contaje de reticulocitos,
determinacion de la concentracion sérica de bilirrubina total y fraccionada, curva de
fragilidad globular, electroforesis de hemoglobina en acetato de celulosa, cuantificacion de
la Hb A2 (28,29), y Hb F por inmunodifusion radial (Laboratorios Helena), cuantificacion
de la concentracion intraeritrocitica de las enzimas de la via glicolitica y de la hexosa
monofosfato por espectrofotometria: glucosa-6-fosfato dehidrogenasa (G-6-PD), 6-
fosfogluconato dehidrogenasa (6-PGD), glutation reductasa (GR), hexoquinasa (HX),
glucosa-fosfato-isomerasa  (GPI), gliceraldehido-fosfato-dehidrogenasa (GPD),
fosfogliceroquinasa (PGK), difosfogliceromutasa (DPGM), monofosfogliceromutasa
(MPGM), enolasa, piruvatoquinasa (PK) vy deshidrogenasa lactica (LDH) (30).
Cuantificacion de la concentracion de IgG, IgA e IgM por inmunodifusion radial (31),
cuantificacion del complemento CHSO, C3, C4 (32). Determinacion de la funcidén
fagocitica: Endocitosis con Candida albicans, reduccion del NBT (nitrobluetetrazolium),

capacidad bactericida contra Stafilococcus aureus, y capacidad candidicida (33, 34).

61



RESULTADOS

Inmunidad humoral y funcion fagocitica en dos familias deficientes en G-PD y
enfermedad granulomatosa cronica.

1. Estudio de la familia GZ.

Motivo de consulta:

Los propositos de la familia eran dos varones de 5 y 11 afos, naturales de Ciudad
Bolivar, Estado Bolivar, los cuales consultaron por infecciones a repeticion desde los tres
afios de edad que se acompanaban de anemia intensa de 3 g/dl, fiebre, vomitos, dolor
abdominal, e ictericia que ameritaba hospitalizaciébn para tratamiento con antibidticos
intravenosos y transfusiones de concentrado globular con una frecuencia de tres veces por
afio [Fig. 3]. Ambos pacientes tenian antecedentes de crisis repetitivas de forunculosis en
piel, principalmente en miembros inferiores y térax, secundaria a Stafilococcus aureus y
abscesos en ganglios de las regiones inguinales que ameritaron drenaje quirargico. En
algunas oportunidades se les hizo el diagndstico de hepatitis y septicemia. Durante estas

crisis los pacientes presentaban ictericia con aumento de la bilirrubina indirecta

Antecedentes personales:

Ictericia neonatal y anemia después de las primeras 24 horas del nacimiento que
ameritd fototerapia en ambos pacientes. Niegan exanguinotransfusion. El paciente de 11
afios de edad tiene como antecedente una glomerulonefritis aguda a los 10 afios, cayendo su

hemoglobina rapidamente a 6,7 g/dl y requiriendo transfusién de concentrado globular.

Antecedentes familiares:

Cuatro hermanos varones habian muerto por infeccion y anemia a diferentes edades.
El primer hermano, fallecido a los 13 afios por septicemia y anemia hemolitica, tenia
antecedentes de ictericia neonatal, crisis hemolitica e infecciones cada 3-6 meses desde la
nifiez, que ameritaban hospitalizacion para transfusiones de concentrado globular y

antibioticoterapia, y con frecuencia presentaba forunculosis en piel por Stafiloccus aureus
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que cedian con tratamiento con antibioticos incluyendo Prostafilina. Este paciente al examen
fisico presentaba ganglios en regiones inguinales.

El segundo hermano fallecido fue un mortinato a término.

El tercer hermano fallecido era un neonato nacido de parto normal con un peso de
4.200 g, quien presento a las 24 horas de su nacimiento anemia hemolitica e ictericia. Este
neonato desarrolld un sindrome febril y muere a los 30 dias complicado con meningitis.

El cuarto hermano con la misma clinica de crisis de anemia hemolitica e infecciones
a repeticion muere a los 12 afios de edad (no estudiado).

Los padres de los propoésitos son asintomaticos. La madre tiene 46 afios y el padre
45 afios, sin antecedentes personales de anemia e ictericia, con examenes fisicos normales

[Fig.3].

Examen fisico:

Paciente [O.G.] de 11 afios de edad, al examen fisico presenta ictericia conjuntival,
palidez de piel y mucosas, lesiones residuales en miembros y torax de forunculosis previas,
polo esplénico palpable, higado palpable a 1 cm del reborde costal derecho.

Paciente [E.G.] de 5 afios de edad, al examen fisico presenta ictericia conjuntival
palidez de piel mucosas, lesiones residuales en miembros y torax de forunculosis previas,

polo esplénico palpable, higado palpable a 1cm del reborde costal izquierdo.
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FIGURA 3
DEFICIENCIA DE G-6-PD Y ENF. GRANULOMATOSA CRONICA
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Hallazgos de laboratorio:

1. Paciente [O.G.)

Hematologia: Hb: 10.5 g/dl, Hto: 39%, reticulocitos: 7,5% (recibio transfusion 2 semanas
antes), contaje blanco: 4.811 /dl, diferencial: 45 neutrofilos, 19 eosindfilos, 3 1linfocitos, 4

monocitos, 1 baséfilo [Tabla IJ.

Quimica sanguinea:
Transaminasas: S.G.P.T.: 15 U/1[V.N: 8-30], S.G.O.T.: 23 U/ 1[V.N: 7-27], hierro sérico:
251 mcg/dl [V.N:60-160], L.D.H.: 173 U/1[V.N: 47-140].

Perfil para detectar hemoglobinopatiasy talasemia:

Electroforesis de Hb: AA
Cuantificacion de Hb A2: 3% [V.N.: 2,2- 3,3 %]
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Cuantificacion de Hb fetal: 1% [V.N.: 2,2-3,3 %]

Prueba de inestabilidad de la hemoglobina: negativa.

TABLA I
HEMATOLOGIA DE LA FAMILIA GONZ. CON DEFICIENCIA DE G-6-PD
Y ENFERMEDAD GRANULOCITICA CRONICA

MIEMBRO | EDAD HB Hto Ret. C. Blanco | Neu Linf.
(afios) g/dl (%) (%) /mm? (%)t. (%)
MADRE 46 12,0 40 4,3 4205 45 50
PADRE 45 13,6 45 0,5 5655 66 33
HERMANA 23 11,0 38 1,5 6130 51 42
HERMANA 14 11,1 39 1,2 4892 61 31
HERMANA 12 12,0 40 1,8 6980 39 50
PROPOSITO 11 9,7 36 14,0 6596 45 46
PROPOSITO 5 10,5 39 7,5 4811 45 31

Cuantificacion de las eritroenzimas de las vias hexosa monofosfato y glicoliticas y

de la G-6-PD intraleucocitaria [Tabla IIJ.

Estudio de la inmunidad humoral:

Niveles séricos de inmunoglobulinas:
1gG: 1.070 mg/dl [V.N.: 575- 1.607]
IgM: 280 mg/dl [V.N.: 26- 105]
IgA: 260 mg/dl [V.N.: 94 - 588]

Concentracion sérica de complemento:
CH50:  122U. hem/cc [V.N.: 150- 250]
C3: 158 mg/dl [V.N.: 90- 190]
C4. 31 mg/dl [V.N.: 20- 40]
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Paciente [E.G.]

Hematologia: Hb: 9,7 g/dl; Hto: 36 %; reticulocitos: 14 %, contaje blanco: 6596/ 01,
diferencial: 45 segmentados, 6 eosindfilos, 46 linfocitos, 2 monocitos, 1 basofilo [Tabla
1].

Quimica sanguinea: S.G.P.T: 17 UIL [V.N.: 8 - 30], S.G.O.T.:29 UIL [V.N: 7 - 27],
bilirrubina total: 2,17 mg/dl [V.N: 0,2- 1,2], bilirrubina directa: 0,31 mg/dl [V.N.: O-
0,4], hierro sérico: 18 mcg/dl [V.N: 60 - 160], L.D.H.: 153 U/l [V.N.: 47- 140].

Perfil para detectar hemoglobinopatias y talasemias:
Electroforesis de Hb: AA
Cuantificacion de Hb A2: 3% [V.N: 2,2 - 3,3
Cuantificacion de Hb Fetal: 1% [V.N: 0,5- 1,2]
Prueba de inestabilidad de la Hb: negativa.

Cuantificacion de las enzimas de vias de la hexosa monofosfato y glicoliticas, y de

la G-6-PD en eritrocitos y leucocitos [tabla 11].

Estudio de la inmunidad humoral:

Concentracion sérica de inmunoglobulinas:

IgG: 1.150 mg/dI[V.N.: 575- 1.607]
IgM: 240mg/dl [V.N.: 26 - 105]
IgA: 180mg/dl[V.N.: 94- 588]

Concentracion sérica de complemento:

CH50: 128U. hem ce [V.N.: 150- 250]

C3: 146 mg/dl [V.N.: 90- 190]

C4. 31 mg/dI[V.N.: 20- 40]

Estudio de laboratorio de los padres y hermanos de los propdsitos: hematologia,
cuantificacion de las enzimas de los ciclos hexosa monofosfato y glicoliticos, inmunidad

humoral aparecen en las tablas I, II, III, IV
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TABLA 11
NIVELES DE LAS ENZIMAS INTRAERITROCITICAS
DE LA FAMILIA GONZ. CON DEFICIENCIA DE G-6-PD
Y ENFERMEDAD GRANULOCITICA CRONICA

MIEMBRO EDAD G-6-PD G-6-PD GR Ul/g Hb
(afios) Ul/gHb Ul/gHb
MADRE 46 7,26 5,2 3,5
PADRE 45 12,59 4,0 3,8
HERMANA 23 12,25 4.9 3,9
HERMANA 14 13,71 5,1 4,0
HERMANA 12 12,10 4.1 4.4
PROPOSITO 11 0,23 7,0 5,9
PROPOSITO 5 0,23 7,0 5,9
VALORES 12-15 1,35-6,07 3,5-4,5
NORMALES

G-6-PD: GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA
6-PG: 6 FOSFOGLUCONICO DESHIDROGENASA
GR: GLUTATION REDUCTASA
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TABLA II-a

(V.N.: 170-210)

ENZIMAS MADRE PADRE PROPOSITO | PROPOSITO

46 anos 45 anos 11 anos 5 anos

1.Hx 1,1 1,2 1,8 1,5

(V.N.: 0,81-1,27)

2. G-P-1 41,2 50,5 60,2 65,3

(V.N.: 37,2-57,8)

3. G.AP.D 200 210 226 230

(V.N.: 184-268)

4.P.GK 666 676 775 785

(V.N.: 688-782)

5.P.G.M. 0,633 0,634 0,644 0,645

(V.N.: 0,633-0,053)

6. Enolasa 0,690 0,700 0,710 0,715

(V.N.: 0,69-0,71)

7.P.K. 15 16 20 19

(V.N.: 13-17)

8.L.D.H. 220 210 222 210

Hx: hexoquinasa

GPI: glucosa fosfatoisomerasa
GAPD: GLICEROALDEHIDO FOSFATO DESHIDROGENASA

Pgk: fosfogliceroquinasa

PGM: fosfo glicero mutasa

PK: piruvato quinasa

LDH: deshidrogenasa factica
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TABLA 111
NIVELES SERICOS, CAPACIDAD TOTAL DE FIJACIONN E INDICE DE
SATURACION DE LA FERRITINA DE LA FAMILIA GONZ. CON
DEFICIENCIA DE G-6-PD Y ENFERMEDAD GRANULOCITICA CRONICA

MIEMBRO EDAD HIERRO CAPACIDAD | GR Ul/g Hb
(afios) mceg/dl mceg/dl %
MADRE 46 60 250 24,00
PADRE 46 70 266 26,31
HERMANA 23 99 229 43,23
HERMANA 14 43 267 16,00
HERMANA 11 89 230 38,69
PROPOSITO 13 99 266 43,23
PROPOSITO 6 138 222 62,16
VALORES 60-160 250-400 20-55
NORMALES
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TABLA IV
ESTUDIO DE LA INMUNIDAD HUMORAL DE LAS FAMILIAS GONZ.
Y Ve CON DEFICIENCIA DE G-6-PD Y ENFERMEDAD

GRANULOMATOSA CRONICA

MIEMBRO INMUNOGLOBULINA COMPLEMENTO
IgG IgA IgM CHS0 C3 C4
(mg/dl) U/H/cc (mg/dl)

1. FAMILIA GONZ.

MADRE (46 a) 1360 270 190 135 158 24
PADRE (45 a) 1150 150 130 172 174 49
PROP. (13 a) 1070 260 280 122 158 31
PROP. (6 a) 1150 180 240 128 146 31

1. FAMILIA Ve

MADRE (25 a) 1400 260 180 140 160 40
PADRE (26 a) 1200 150 130 160 160 35
PROP. (5 a) 2072 264 107 150 175 49
V.N (adultos) 650-1600 40-350 55-300 150-250 90-190 20-40

Estudio de la funcion fagocitica de los polimorfonucleares:

Los propositos de la familia GZ con deficiencia de G-6-PD, varones hemicigotos
0O.G. de 11 afos y E.G. de 5 afios presentaron disminuciéon marcada de diversas funciones
relacionadas con la fagocitosis de su polimorfonucleares:

1. De laendocitosis de Candida albicans

2. De la capacidad de reduccion del NBT

3. De lacapacidad bactericida contra estafilococos

4. De la capacidad candidicida contra C. albicans.
En cambio, los polimorfonucleares del padre presentaron la funcién de fagocitosis

[endocitosis, reduccion del NBT, capacidad bactericida y candidicida] completamente

normal como puede apreciarse en la Tabla V.
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Los polimorfonucleares de la madre, por el contrario, presentaron una funcion de
fagocitosis disminuida pero s6lo moderadamente, con valores mas altos que la de sus hijos
propositos de este estudio, pero menores que los valores normales obtenidos en donantes
de sangre, usados como controles. Es decir, los valores de las diferentes pruebas de
fagocitosis realizada a los polimorfonucleares de la madre de los propoésitos dieron valores

intermedios entre los normales y los deficientes en la funcion de fagocitosis [Tabla V].

TABLA V
ESTUDIO DE LA FUNCION FAGOCITICA DE LOS POLIMORFONUCLEARES
DE LAS FAMILIAS GONZ. Y ve. DEFICIENTES EN G-6-PD Y CON
ENFERMEDAD GRANULOCITICA CRONICA

MIEMBRO ENDOCITOSIS N.B.T CAP.S BACTERICIDA
Aureus C.albicans
1. FAMILIA GONZ.
MADRE 54 52 dism. 45
PADRE 85 85 normal 66
HIJO (13 afios) 20 11 dism. 45
HIJO (6 aiios) 63 44 dism. 33

2. FAMILIA Ve

MADRE 80 74 dism.

PAADRE 63 95 normal

HIJA (5 afios) 60 8 dism.

V.N. 85-90 85-95 60-80

2. ESTUDIO DE LA FAMILIA Ve
Motivo de consulta:

Paciente femenina de 5 afios de edad, natural de Acarigua, Estado Portuguesa, quien
consulta por cuadros de infecciones a repeticion y anemia e ictericia que ameritaban

hospitalizacion para tratamiento con antibidticos y transfusion de concentrado globular.
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Antecedentes personales:

A los 8 meses de edad presentd bronconeumonia y anemia con reduccion de la
hemoglobina a 3 g/dl requiriendo hospitalizacion para antibioticoterapia parenteral y
transfusion de concentrado globular. Desde ese momento presentd crisis de
bronconeumonia cada vez que tenia cuadros virales, los cuales evolucionaron a 9
neumonias, siendo 8 del pulmén derecho y 1 del izquierdo. Ameritd transfusion de
concentrado globular en 10 oportunidades. Presentd 3 infecciones urinarias en el transcurso
del ultimo afio. Presentd un absceso de la fosa nasal derecha que amerit6 tratamiento con
antibidticos parenterales.

Examen fisico:

Preescolar de tipo mestizo con ictericia y palidez mucocuténea, sin visceromegalia.

Hallazgos de laboratorio

Hematologia: Hb: 6,98 g/dl, Hto: 21 %, contaje de reticulocitos: 18 %, contaje de blanco

270.000/ uL contaje de plaquetas: 334.000/mm?3.

Quimica sanguinea: glicemia: 69 mg% (V.N.: 65 - 110), urea: 9 mg% (7-18), L.D.H.:
177 U/1 (V.N.: 49 -1.140), fosfatasas alcalinas: 69 mg% (19-82), 4cido urico: 4,88 mg
%, S.G.P.T.: 11 U/l (8-30),S.G.O.T.: 23 U/l (7-27).

Perfil para detectar hemoglobinopatias y talasemias

Electroforesis de Hb: Hb S +HbA +aumento de la HbA2.

Cuantificacion de la Hb A2:4,1% (V.N.: 2,2- 3,3)

Cuantificacion de la Hb fetal: 0,55 (V.N.: 0,5- 1,2 %)

Prueba de la inestabilidad de la Hb: negativa.

Cuantificacion de la enzima G-6-PD: muestra valores del 10 % de lo normal.

Estudio de la inmunidad humoral

Concentracion séricas de inmunoglobulinas:

IgG: 2.072 mg% [V.N: 571 - 1607]
IgM: 107 mg% [V.N: 26- 105]
IgA: 264 mg % [V.N: 94 - 588]
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Concentracion sérica de complemento
CH50: 150 U. hem./ml [V.N.: 150- 250]

C3: 175 U. hem./cc [V.N.: 90- 190]
C4. 49 U. hem./cc [V.N.: 20- 40]

Estudio de la funcion fagocitica de los polimorfonucleares
La paciente present6 una marcada disminucion de la funcion fagocitica de sus

polimorfonucleare [Tabla V]:

1.  De la endocitosis de Candida albicans: 60 % [V.N: 85 - 95]

2. De la capacidad de reduccion del NBT: 8 % [V.N: 85 - 95]

3.  De la capacidad bactericida contra estafilococos: disminuida, los neutrofilos
del paciente no mataron los estafilococos ingeridos, y éstos crecieron en la
placa de agar.

4.  De la capacidad candidicida contra C. albicans.

Los polimorfonucleares del padre presentaron la funcion de fagocitosis de sus
polimorfonucleares normal; en cambio los de la madre mostraron un valor subnormal

de endocitosis, pero normal de N.B.T. [Tabla V].

DISCUSION

Detectamos s6lo dos familias con anemia hemolitica por deficiencia de G-6-PD,
cuyos propositos presentaban cuadro clinico similar a enfermedad granulomatosa
cronica. La enfermedad granulomatosa cronica (EGC) es un trastorno genético
heterogéneo raro, que ocurre aproximadamente en 1 de 500.000 individuos y es
causado por fallas en el sistema del estallido respiratorio en neutr6filos, monocitos,
macréfagos y eosinofilos (34). En la mayoria de los pacientes (mas del 90%) el defecto
es tan grande que virtualmente no se genera 02. En el resto de los pacientes con EGC

solo un pequefio estallido respiratorio es observado (aproximadamente de 1-10% de
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lo normal) y se dice que estos pacientes poseen una variante de EGC (20). En todos los
casos analizados el efecto a nivel molecular es causado por mutaciones de una de las 4
subunidades de la NADPH-oxidasa (6,20). Los genes para esos componentes estan ubicados
en cromosomas autosémicos o en el cromosoma X, lo cual explica la heterogeneidad de la
EGC. Puesto que los productos generados en el estallido respiratorio juegan un papel
importante en la capacidad microbicida de las células fagociticas, no es de extranar que los
pacientes afectados sufran de una serie de infecciones bacterianas y mitdticas, muchas de
ellas severas que ponen en peligro su vida. La EGC se puede manifestar desde el primer
afio de edad. Los sitios principales de infecciéon son: los pulmones, la piel y el tracto
gastrointestinal. Estas localizaciones estdn de acuerdo con el concepto de que los
neutr6filos nos proveen la primera linea de defensa del organismo. Los patdégenos mas
comunes incluyen Staphylococcus aureus, especies de Aspergillus, una gran variedad de
bacilos gram negativos que incluyen Serratia marcescens, varias especies de salmonelas
y Pseudomona cepacia (36). Por largos anos ha sido observado que estos pacientes son
susceptibles a solo cierto tipo de bacterias catalasa positiva, las cuales metabolizan el

H202 que requiere la NADPH-oxidasa como sustrato para que se lleve a cabo el
mecanismo bactericida dentro de las células fagociticas (23).

Los propositos de la familia GZ y de la familia Ve pueden se catalogados como
afectos de una EGC secundaria a deficiencia de G-6-PD en los neutréfilos, siguiendo los
postulados de Cumutte (26) para el diagndstico de deficiencia de G-6-PD en los neutrofilos.
Los propositos de la familia GZ de este estudio presentaron infecciones recurrentes desde
muy temprana edad, que incluyeron abscesos en piel, tejido celular subcutaneo, neumonias,
por Stafilococcus aureus imitando clinicamente una enfermedad granulomatosa crénica.

La EGC en nuestros pacientes deficientes en G-6-PD puede explicarse porque la
NADPH., que es la coenzima de la oxidasa que interviene en el estallido respiratorio es
generada por las primeras 2 reacciones de la hexosa monofosfato, la G-6-PDy la 6-
fosfogluconato deshidrogenasa (6-PGD), siendo la G-6-PD la primera enzima en la via, su

ausencia resulta en disminuciéon marcada de la actividad del ciclo de la hexosa monofosfato
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y por ende en la disminucién marcada de la produccion de NADPH. Estos pacientes con
deficiencia de G-6-PD marcada en sus neutrdfilos presentan un estallido respiratorio muy
disminuido y un cuadro clinico similar a la EGC (44 - 47).

Dada la alta frecuencia de mutaciones para la G-6-PD en negros americanos y
poblaciones de origen mediterraneo, y que la G-6-PD de los eritrocitos y los leucocitos es
codificada por el mismo gen (48,49) uno esperaria encontrar con frecuencia EGC secundaria
a deficiencia de G-6-PD mas elevada; sin embargo, muy pocos casos han sido reportados
en la literatura. Esta relativa baja frecuencia probablemente se debe a que los neutréfilos
deben de tener niveles de G-6-PD menores del 5 % para que el cuadro clinico se presente,
ya que estudios con variantes de G-6-PD han demostrado que una actividad de estallido
respiratorio de los neutrofilos tan baja como 5-10 % de lo normal, es capaz de todavia
de brindar proteccion; sélo un grupo muy raro y poco entendido de mutantes de G-6-PD
causa la concentracion tan baja de G-6-PD dentro de los neutréfilos (50).

Los propositos que estamos reportando heredaron la deficiencia de G-6-PD de su
madre, como quedd establecido en los estudios de los niveles intraeritrociticos y
leucocitarios de G-6-PD medidos, los cuales mostraron que los eritrocitos de la madre
tenian la deficiencia de G-6-PD y los estudios de la funciéon fagocitica de los neutrofilos,
que mostraron que estos funcionaban anormalmente, lo cual esta de acuerdo con lo
reportado anteriormente y recientemente por Agudelo-Flores y col. (36,37).

En el caso de la nina de 5 afios de edad de la familia Ve con drepanocitosis- talasemia
no encontramos concentraciones intraeritrociticas disminuidas de la G-6-PD, pero esto
puede suceder en las heterocigotas, y no es de extrafiar que la prueba de el N. B. T. de la
madre dio normal. Las mujeres heterocigotas presentan niveles de G-6-PD que varian
desde muy disminuidos (menores del 10 %) hasta valores normales, lo cual se explica que
en la madre de esta paciente con el método espectrofotométrico que utilizamos no pudimos
detectar la deficiencia de G-6-PD y solamente la asumimos porque es la madre de una
paciente deficiente en G-6-PD, que se hereda a través del cromosoma X (38, 39).

Los pacientes propoésitos de la familia GZ sufren una anemia hemolitica congénita

no esferocitica cronica con Hb de 9,7-10,5, reticulocitosis de 14% y 7,5% respectivamente,
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y aumento de la bilirrubina indirecta, dicha anemia hemolitica se agrava con las infecciones
y medicamentos oxidantes, como es el cuadro clinico de una anemia hemolitica por
deficiencia de G-6-PD y se demostr que tanto los eritrocitos como los leucocitos de dichos
propositos y familiares presentaban la deficiencia de G-6-PD (40 - 42).

La paciente con drepanocitosis-talasemia también posee una anemia hemolitica
cronica, pero en este caso estd asociada la drepanocitosis-talasemia con la deficiencia de

G-6-PD, lo cual ha sido reportado previamente (43).

La actividad de G-6-PD en los neutroéfilos de los propositos fue menor del 5% por lo
cual presentaron disminucion del estallido respiratorio y de la prueba del NBT. En estos
pacientes dio valores de 11 y 44% en los propdsitos de la familia GZ y de s6lo 8% en la
nifia con drepanocitosis-talasemia (VN: 85 - 95%). Estos valores guardan relacion con lo
reportado previamente en la asociacion entre deficiencia de G-6-PD y el cuadro clinico

parecido a una EGC (44- 47).
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RESUMEN

Se presenta los estudios realizados a 2338 pacientes con anemia hemolitica
congénita y el andlisis del estudio clinico, hematoldgico, bioquimico e
inmunologico realizado a los pacientes que resultaron con deficiencia de
piruvato quinasa (PK). Se determin6 a PK intraeritrocitica a 642 individuos
de diferentes regiones de Venezuela.

La deficiencia de piruvato quinasa representa el defecto genérico mas frecuente

relacionado con las enzimas del ciclo glicolitico, y su consecuencia fisiopatologica

inmediata es la produccion de una anemia hemolitica congénita no esferocitica. (1. )

Aproximadamente 350 individuos con anemia hemolitica por deficiencia de PK han
sido reportados. La mayoria de ellos son descendentes de individuos originarios del norte
de Europa. Casos esporadicos han sido detectados en negros, japoneses, chinos, mexicanos,
europeos del sur y sirios.

En Venezuela, Acquatella, Miiller y Francheschi (1970) reportaron el primer caso
de anemia hemolitica por deficiencia de PK en un nifio de 6 afios que acudid a consulta de
hematologia en el HUC G4

Una anemia hemolitica parecida a la de los humanos nos ha sido reportada en perros
Basenji () El mecanismo de hemolisis de los eritrocitos deficientes en PK no esta
completamente dilucidado; actualmente se cree que deficientes causas contribuyen a este
proceso. Hay dos anormalidades metabolicas claves en estos eritrocitos: primero, el
contenido de ATP estd generalmente disminuido, y segundo, el contenido de 2,3-
difosfoglicerato estd aumentado aproximadamente dos veces.

La disminucién del ATP se debe a una reduccion de la conversion de glucosa a acido
lactico debido a la disminucion de la enzima PK, la cual constituye un pilar fundamental
del ciclo glicolitico donde 2 moléculas de ATP son convertidas a ADP.

El segundo evento, el aumento de 2,3-DPG se debe a la acumulacion de 3-
fosfoglicerato, un cofactor de la fosfogliceromutasa, la enzima responsable de la sintesis

del 2,3-DPG y un inhibidor de la difosfoglicerofosfatasa, la enzima responsable de la
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degradacion del 2,3-DPG. Valentine y Paglia ha sugerido que la deplecion del ATP es
un factor crucial que conduce a hemolysis en el eritrocito deficiente de PK.

Por su parte, Mentzer y Glader han demostrado que la deplecion de ATP
intraeritrocitica causa apertura de los canales de K+ con pérdida de este i6n y de agua, lo
cual resulta en un eritrocito deshidratado y rigido, que serd mas facilmente atrapado y

hemolizado por los macrofagos del baso (6 78).

El trabajo se planific para analizar los estudios clinicos, hematologicos, bioquimicos
e inmunoldgico realizado a los pacientes que resultaron con deficiencia de PK, de un total
de 2338 pacientes con AHCNE, y evaluar las caracteristicas clinicas y bioquimicas asi
como la incidencia de la variante de PK detectada en pacientes venezolanos con anemia

hemolitica asociada a tlceras en piernas en Venezuela.

MATERIALES Y METODOS:
a. 200 muestras de sangre provenientes de indigenas venezolanos y muestras de sangre
provenientes de habitantes de diferentes regiones de Venezuela. 157 de Caracas, 20 de
San Cristobal (Edo. Tachira), 32 de Pregonero (Edo. Tachira), 102 de Adicora (Edo.
Falcon), 131 de Tapipa (Edo. Miranda).

b.  2.338 pacientes con AHCNE referidos al Instituto de Oncologia y Hematologia del
M.S.D.S-UCV. A cada paciente se le practico) examen fisico, hematologia, contaje de
reticulocitos, concentracion sérica de bilirrubina total y fraccionada, curva de fragilidad
globular, electroforesis de hemoglobina en acetato de celulosa, cuantificacion de la Hb A2©
y hemoglobina fetal por inmunodifusion radial (Laboratorios Helena), cuantificacion de los
niveles intraeritrociticos de las enzimas de la via glicolitica y de la hexosa monofosfato
por espectrofotometria:glucosa-6- fosfato deshidrogenasa (G-6-PD), 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (6PGD), glutation reductasa. (GR), hexoquinasa (HX), glucosa-fosfato-
isomerasa (GPI), gliceraldehido-fosfato-deshidrogenasa (GPD), fosfogliceroquinasa (PGK),
difosfogliceromutasa ~ (DPGM),  monofosfogliceromutasa (MPGM), enolasa,
piruvatoquinasa (PK), deshidrogenasa lactica (LDH) (9
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La enzima PK intraeritrocitica de 18 pacientes con anemia hemolitica por deficiencia de
PK y sin tlceras en miembros inferiores fue purificada y caracterizada cinéticamente. El
efecto del sustrato fosfoenolpiruvato (PEP) y de su activador alostérico, fructosa difosfato
(FDP) a una concentracion de 500uM, fue investigado en el hemolizado parcialmente
purificado y que habia sido dializado toda la noche contra 7mm de beta-mercaptoetanol,
2.7 mm EDTA (pH 7.0) 1% 1D-Y se le determinaron los siguientes parametros: Constante
de Michaelis (Km) para sus sustratos adenosindifosfato (ADP) y fofoenolpiruvato (PEP),
curva de la termoestabilidad de la enzima, electroforesis de al piruvato quinasa en gel fino

de poliacrilamina (7.

Se cuantifico la concentracion de inmunoglobulinas de las clases IgG, IgM e IgA por
inmunodifusion radial en placas de gel con anticuerpos anti-IgG, IgA, IgM 2 CHSO, C3,
C4 13, Se midi6 la respuesta proliferativa de las células mononucleares de sangre de

controles y pacientes con deficiencia de PK.

Se estudi6 la respuesta proliferativa a los siguientes mitogenos: fitohemaglutinina
Concanavalina A, y mitégeno de Fitolaca americana. Las células mononucleares se
obtuvieron en un gradiente de densidad de Ficoll-Hypaque. La suspension celular se ajusto
a una concentracion de 1 x 106 células/mi y fueron colocadas en pozos de 0.1 ml en placas
de microcultivo con o sin mitdgnos e incubados a 370oc en una atmosfera de C02 al 5%
durante 72 horas ¥, Se evalu6 la transformacion bléastica de las células mononucleares

estimuladas mediante la determinacion de la incorporacion de timidina tritiada (3H-TDR)
(14).

RESULTADOS
Se evaluaron 2.338 pacientes con anemia hemolitica congénita y se clasificaron de acuerdo
a la etiologia de la hemolisis en: 1.511 hemoglobinopatias, 432 sindromes talasémicos, 287

deficiencias de enzimas y 108 defectos de la membrana eritrocitaria (Fig. 1). Entre los
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1.511 pacientes con hemoglobinopatias se detectaron: 287 drepanocitosis homocigotica
(HbSS), 907 taras drepanociticas (Hb AS), 147 hemoglobinopatias tipo AC, 98
hemoglobinopatias tipo SC, 15 hemoglobinopatias CC, 57 hemoglobinopatias tipo

drepanocitosis-talasemia.

FIGURA 1
HEMOLISIS EN 2338 PACIENTES CON ANEMIA

1511

B Hemoglobinopatias

H Talasemias

H Deficiencias de Enzimas

O Defectos en Membranas

Los pacientes con anemia hemolitica congénita clasificados como deficientes en PK
presentaron las pruebas de Coombs directa e indirecta negativas, indicandonos que la
anemia no era de tipo autoinmune. La electroforesis de hemoglobina fue normal
detectandose so6lo las bandas AA del adulto con concentraciones normales de Hb A2 y de
Hb fetal, de acuerdo a la edad del paciente, indicdndonos que la anemia no era debida a

hemoglobinopatias ni talasemias.

La prueba de la inestabilidad de la Hb fue negativa indicandonos que la anemia no era
debida a la presencia de Hbs inestables. La curva de fragilidad globular de estos pacientes,
tanto en fresco como incubada y el frotis de sangre (examinado con coloracion de Wright)
no fueron compatibles con anemia hemolitica por defectos de la membrana del eritrocito

tales como esferocitosis, ovalocitosis, estomatocitosis, etc.
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La cuantificacion de las enzimas de las vias glicoliticas y hexosa monofosfato fueron
normales excepto las correspondientes a la deficiencia de PK. De 2.338 pacientes con
diagnostico de AHCNE, 287 pacientes (12,27%) presentaron deficiencias enzimaticas, y de
éstos, 241 pacientes presentaron la deficiencia de G-6-PD (84,32 %). Se detectaron 35
pacientes deficientes en PK (12,19%), 8 deficientes en HX (2,78%), 1 deficiente en NADH
MetaHb reductasa (0,3%), 1 deficiente en GR (0,3%), 1 deficiente en galactosa-1-
uridiltransferasa (0.3%) (Fig 2). Los propdsitos deficientes en PK presentaron
antecedentes de ictericia neonatal, que en la mayoria de los casos amerito fototerapia o
exanguinotransfusion. Clinicamente se caracterizaron por presentar ictericia conjuntival,
palidez cutdneo mucosa, esplenomegalia desde el grado I al II, que varié en tamafio de
acuerdo a la edad del paciente y a la severidad de la hemdlisis. La mayoria presento
hepatomegalia discreta. Tres de las familias estudiadas se caracterizaron porque algunos

de sus miembros presentaron ulceras en miembros inferiores (Tabla 1).

FIGURA 2 )
287 PACIENTES DEFICIENTES EN ERITROENZIMOPATIAS

250 -

200 - B G-6-PD
OPK

B Hx

B * NADH
HG.R

| ** G-1-U-t

Nro. Pacientes
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** Gaactosa 1 uridil transferasa
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TABLA 1
MANIFESTACIONES CLINICAS DE LOS PROPOSITOS
DEFICIENTES EN PIRUVATO QUINASA

ICTERICIA NEONATAL 100
FOTOTERAPIA 40
EXANGUINOTRANSFUSION 50

CRISIS HEMOLITICA CRONICA 100

CRISIS HEMOLITICA POR INFECCION 50

HEPATOMEGALIA 60

ESPLENOMEGALIA 100

ULCERAS EN PIERNAS 30

DISMINUCION TxPOSTESPLENECTOMIA 100

El estudio hematoldgico de los pacientes con deficiencia de PK y sin tlceras en miembros
inferiores, mostr6 una anemia con reticulocitosis cuyo gradovarid de acuerdo al paciente.
Los valores de hemoglobina oscilaron entre 8,24 + 1,2 g I di, los valores de hematocrito
entre 28,3 + 2,9% y los reticulocitos entre 25,12 + 17,21% (Tabla 2) mientras que el de
los pacientes con tlceras en miembros inferiores mostro Hb: 7.5 = 1,8 g 7 di, Hto: 26,6 £
5,1 %y reticulocitos entre 20,8 = 11,7. El frotis de sangre periférica varid6 de acuerdo a si
el paciente estaba esplenectomizado o no. Cuando el paciente no estuvo esplenectomizado

el frotismostré eritrocitos morfolégicamente normales y ocasionalmente crenocitos.

Cuando el paciente habia sido esplenectomizado el frotis mostraba policromasia severa,
poiquilocitosis, crenocitosis y dianocitosis moderada, esquistocitosis, microcitosis,
poiquilocitosis, esferocitosis leve y presencia de cuerpos de Howell-Jolly. En todos los
casos las infecciones sobreagregadas agravaron la hemolisis y la esplenectomia disminuy6
los requerimientos transfusionales. Un paciente proposito (AD) ameritd
exanguinotransfusion al nacer y varias transfusiones en el periodo de lactante menor, por

lo cual hubo que esplenectomizarlo a los 8 meses de edad, disminuyendo a partir de ese
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momento los requerimientos transfusionales. Este es el paciente con anemia hemolitica por
deficiencia de piruvato quinasa de este grupo que fue esplenectomizado mas precozmente.
En el transcurso de sus 22 afios este paciente ha ameritado transfusiones de concentrado

globular cuando ha presentado cuadros virales o bacterianos. A los 18 afios de edad se le

sometid a colecistectomia luego del diagndstico de litiasis biliar (Fig. 6).

TABLA 11

ASPECTOS CLINICOS Y VALORES HEMATOLOGICOS

DE PACIENTES DEFICIENTES EN PK

Deficiente Piruvato Deficiente Piruvato
Quinasa Quinasa con ulceras
Hb (g/dl) 8,24 + 1,20 75+1,8
HTO (%) 28,30 £ 2,90 26,6 £ 5,1
Reticulocitos (%) 25,12 +17,21 20,8 £ 11,7
Bilirrubina Indirecta 5,88 £ 10,93 4,03 £ 0,68
Hepatomegalia + +
Esplenomegalia + +
FIGURA 3

DEFICIENCIA DE PIRUVATO QUINASA
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A otro paciente (LS) se le hizo el diagnostico de deficiencia de piruvato quminasa
asociada a ulceras en piernas en la quinta década de su vida cuando fue sometido a una
colecistectomia por litiasis biliar. Este paciente murié a los 72 afios de edad a causa de
problemas cardiovasculares. Su hermana mayor que sufria de su misma enfermedad,
habia muerto sin diagnostico, hacia 20 afios. Se estudiaron 15 propdsitos con anemia
hemolitica por deficiencia de PK observandose que la concentracion de hierro sérico y la
ferritina estuvieron en algunos de ellos por arriba del limite superior del rango normal y esto

dependio del grado de hemolisis y la edad del paciente (Tabla 3).

TABLA 3
HIERRO, TIBC Y FERRITINA EN 15 PACIENTES
PROPOSITOSCON DEFICIENCIA
DE PIRUVATO QUINASA

HIERRO 128-209.4 (VN: 60-160 mg/dl)
TIBC 293-686.4 (VN: 250-400 mg/dl)
SATURACION 27-47 (VN: 20-25%)
FERRITINA 232-1650 (VN: > 10 ng/ml)

Como puede apreciarse en la Tabla 4 los pacientes con anemia hemolitica por
deficiencia de PK presentaron valores que cayeron dentro del rango de la normalidad de
IgG, IgM, IgA y de complemento CH50, C3, C4. Diez de estos pacientes presentaron un
namero normal de linfocitos B y T en sangre. Asi mismo presentaron valores normales
de linfocitos B que expresan los marcadores CDIO, CD19 y CD20 y de las subpoblaciones
de linfocitos T CD4+ y CD8+ (Tabla 5). Se estudi6 la respuesta proliferativa de las células
mononucleares separada de sangre periférica de los pacientes con anemia hemolitica por
deficiencia de PK y se compar6 con la respuesta de las células mononucleares de donantes
del Banco de Sangre que sirvieron de controles y de pacientes con hemoglobinopatias tipo
drepanocitosis SS y se notd una disminucion de la respuesta proliferativa de las células

mononucleares estimuladas con PHA y Con A (Fig. 4y 5).
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TABLA 4

INMUNOLOGIA HUMORAL DE 15 PACIENTES
DEFICIENTES EN PK

IgG: 1455 + 195 mg/dl (VN:1125 +475)

IgA: 2185 + 161,5 mg/dl (VN:195 + 155)

IgM: 90 + 65 mg/dl (VN:177,5 + 122,5)

CH 50: | 185-277 U/h/cc (VN:20 £ 50)

C3: 95 - 190 mg/dl (VN:140 + 50)

C4: 21 - 39 mg/dl (VN:30 =+ 10)
TABLA 5

INMUNOFENOTIPAJE DE LINFOCITOST Y B EN 10
PACIENTES PROPOSITOS DEFICIENTES EN PK

LINFOCITOS “T”

CD7: 755+6,5%35+ | (VN: 72,5+ 12,3)
CD4: 8% (VN: 37,2+ 8,7)
CDS: 24+ 10% (VN: 14,5 +34,1)
RELACION T4/78 | 1,45+0,2 (VN: 1,6 +0,4)
LINFOCITOS “B”

CD10: 1,4+1,3% (VN: 11,8 + 12,3)
CD19: 21,5+4,5% (VN: 15,7+ 6,1)
CD20: 14+1% (VN: 15,7+ 6,1)
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FIGURA 4
RESPUESTA PROLIFERATIVA A LA PHA
DE LAS CELULAS MONONUCLEARES
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Estos pacientes fueron clasificados de acuerdo al nivel intraeritrocitico de la enzima
piruvato quinasa. De 35 pacientes estudiados, 25 pacientes fueron clasificados como
deficientes homocigotos o dobles heterocigotos y 10 pacientes en heterocigotos. En todas
las familias estudiadas deficientes en PK la herencia fue autosdémica recesiva, los hijos

provenian de padres heterocigotos para la deficiencia de PK (Fig. 6 y 7).

FIGURA 6
DEFICIENCIA DE PK FAMILIA A-DIA
(MARACAIBO, EDO ZULIA)
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FIGURA 7
DEFICIENCIA DE PK FAMILIA MOLI
(MERIDA, EDO. MERIDA)
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7 ANO POR HT PORTAL Retic = 26 % D NORMAL

BT =3.14 mg %
BI =2.35mg %
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CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LA VARIANTE DE PIRUVATO
QUINASA.

La enzima PK de 5 pacientes con anemia hemolitica por deficiencia de PK 'y con tlceras
en miembros inferiores fué purificada y caracterizada cinéticamente. El efecto del sustrato
fosfoenolpiruvico (PEP) y de su activador alostérico, la fructosa difosfato (FDP), fue
investigado en la misma forma que con los pacientes deficientes en PK con hemolisis, pero

sin Ulceras en las piernas.

La PK de los eritrocitos de pacientes con anemia hemolitica por deficiencia de PK y
ulceras en piernas mostré6 un Km [PEP] de 0,75 &= 0,05 mM (VN: 1,1 &= 0,10 mM),

siendo la curva para el PEP de aspecto sigmoidal.

El Km para su sustrato PEP pero con el activador alostérico FDP fue de 0,74 + 0,050 mM.
Como se ve la enzima PK intraeritrocitica de estos pacientes no respondid a su activador
alostérico, atin usando concentraciones de FDP altas como 500 uM. (Tabla 6, Fig. 8). La
PK de los eritrocitos de los pacientes con deficiencia de PK y tlceras en piernas presentaron
un Km [ADP] de 0,55 = 0,05 mM mientras que el Km [ADP] de los eritrocitos humanos
controles fue de 0,26 = 0,0lmM (Tabla 6). La curva de termoestabilidad para la PK
practicada a los eritrocitos de los pacientes con hemolisis por deficiencia de PK y tlceras
en piernas mostrd una enzima inestable al calor, permaneciendo solo el 58 + 3% de la

actividad de piruvato quinasa a la hora de incubacion a la temperatura de 53° C (Fig. 9).
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FIGURA 8
RESPUESTA DE LA PK A SU SUSTRATO
PEP + ACTIVADO FDP
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TABLA 6
PARAMETROS CINETICOS DE LA PK
INTRAERITROCITICA HUMANA
Km (PEP) Km )ADP) KM (PEP) + FDP Curva
(mM PEP) (mM ADP) (mMADP) PEP
18 Pacientes 1,15+0,1 0,26 £0,01 0,120 + 0,030 Sigmoidal
Deficientes PK
5 Pacientes con la | 0,75 +0,05 | 0,55+ 0,05 0,74 £ 0,05 Sigmoidal
variante humana
PK
18 Controles 1,10 £ 0,1 0,26 0,01 0,119+ 0,028 Sigmoidal
(Donantes Banco
de Sangre
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FIGURA 9
CURVA DE TERMOESTABILIDAD
DE LA PIRUVATO QUINASA HUMANA
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El pH 6ptimo de la PK intraeritrocitica fue similar a los pacientes con anemia y sin
ulceras, variando entre 6,5-7,0. Al comparar los valores de Km de la PK intraeritrocitica de
los pacientes con anemia hemolitica congénita con Ulceras en miembros inferiores con
los valores de Km de la PK intraeritrocitica de los pacientes con anemia hemolitica pero
sin ulceras en piernas, se encuentra que los primeros tienen un Km [PEP] disminuido 0,75

vs 1,15 mM y un Km [ADP] aumentado 0.55 vs 0.26 mM.

Asi mismo, la PK intraeritrocitica de estos pacientes con ulceras es no alostérica y
es termolabil, mientras que la PK intraeritrocitica de los otros pacientes con anemia
hemolitica por deficiencia de PK pero sin tlceras en piernas es alostérica y termoestable
(Tabla 6, Fig. 8). Estos resultados indican que la PK de pacientes venezolanos con
anemia hemolitica congénita por deficiencia de piruvato quinasa y tUlceras en piernas

puede ser clasificada como una variante de PK.
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DISCUSION

En este estudio encontramos que el diagndstico mas frecuente en pacientes estudiados
por anemias hemoliticas congénitas fue el de hemoglobinopatia, detectada en 1511
pacientes (de un total de 2238). Dentro de las hemoglobinopatias, la mas frecuente fue la
tara drepanocitica, lo cual concuerda con los estudios realizados por Arends y otros autores
en Venezuela (1319 Las anemias hemoliticas congénitas secundarias a deficiencias de
enzimas fueron encontradas con menor frecuencia en este estudio como ha sido reportado
anteriormente en Venezuela por Miiller y col. ©® La deficiencia de G-6-PD se detectd en
241 pacientes en 287 casos de deficiencias enzimaticas, lo cual representa el 84,32% en
este estudio, mientras que los deficientes en enzimas de la via glicolitica representaron sélo

el 3,78%.

La deficiencia de G-6-PD es la enzimopatia mas frecuente no solamente en Venezuela
sino en todo el mundo con areas de alta prevalencia en Africa, sur de Europa, en el medio
Oriente y en el sureste de Asia y Oceania. 7 Entre las deficiencias de la via glicolitica
se encontraron las de piruvato quinasa y hexoquinasa, siendo la deficiencia de PK la mas
frecuente. Esta fue la primera enzimopatia detectada en la via de Embden-Meyerhof que
fue reconocida como etiologia de una anemia hemolitica congénita no esferocitica y junto
con la deficiencia de G-6-PD clase I constituye la causa mas frecuente de hemdlisis cronica
(18). R

Al revisar la literatura mundial encontramos que en otros paises la anemia
hemolitica por deficiencia de glucosa fosfato isomerasa es la segunda causa, en términos
de frecuencia, entre los casos de hemolisis cronica congénita por deficiencias de la via
glicolitica, después de la PK; la anemia hemolitica puede ser la unica manifestacion de un
desorden multisistémico aunque miopatia y retardo mental pueden algunas veces

acompafar a ésta anemia.

La segunda causa de anemia hemolitica congénita por deficiencia de enzimas en

este estudio fue la deficiencia de PK, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura

(19.20). . . . ..
Los neonatos con deficiencia de PK presentaron ictericia en el 100% de los casos,
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siendo tratados con fototerapia o exanguinotransfusion en la mayoria de los casos. La
hiperbilirrubinemia ha sido detectada por otros autores frecuentemente en los neonatos
deficientes en PK y puede requerir exanguinotransfusion, como en estos casos @122 La

ictericia neonatal en estos pacientes se extendio durante toda su vida, presentando aumento

23
de la bilirrubina indirecta alrededor de 6 mg/dl como ha sido descrito (Tabla 1 y2)¢ .

Uno de los pacientes estudiados que pertenecia a la familia Dia (Fig. 6) fue tratado
con exanguinotransfusion en las primeras horas de vida y requirid6 multiples transfusiones
de concentrado globular durante el periodo de lactante menor, por lo cual amerité6 una
esplenectomia precoz a los 9 meses de edad. Este fue el nifio mds joven con anemia

hemolitica por deficiencia de PK de esta serie que fue tratado con esplenectomia.

. . . 2122, 23)
Estazanemla profunda a tan temprana edad ha sido reportada anteriormente ' En

lineas generales, la esplenectomia se realiza después de los 6 afios de edad debido a que
el hipoesplenismo resultante causa una depresion inmunitaria asociada con un aumento de
infecciones bacterianas severas, que en algunos casos resultan fatales sobre todo en

lactantes y nifios pequefios ¥

El riesgo de infeccion fue mayor cuando la esplenectomia se realizd en pacientes

. . .. . . (@25 . . ,
con talasemia major, drepanocitosis o linfoma de Hodgkin. El riesgo de sepsis esta
relacionado con la causa o severidad del hipoesplenismo, enfermedad subyacente y edad

del paciente. El riesgo de infeccion severa y muerte es mas alto dentro de los 2 a 3 afos

,  (24,25) . . . .
postesplenectomia. Una de las pacientes femeninas deficiente de la familia Gue tuvo

un embarazo cuyo feto presentd retardo de crecimiento intrauterino y la paciente requirid

la administracion de concentrados globulares durante el embarazo, como fue descrito por

Fanning y col(ZO)' El recién nacido presentd solo ictericia fisioloégica. La anemia de estos
pacientes en lineas generales permaneci6 estable, variando poco en su intensidad durante
los afios de observacion clinica, pero se agravo cuando el paciente presentd infecciones
bacterianas como amigdalitis o infecciones virales, requiriendo concentrados globulares,

probablemente por periodos de hipoplasia medular transitoria secundaria a las infecciones.
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Ha sido reportado que la hemdlisis puede estar compensada y la ictericia puede ser
la sola manifestacion de la deficiencia de PK. Este no fue nuestro caso probablemente
porque estos pacientes fueron referidos de centros hospitalarios donde estaban siendo

estudiados por anemia congénita severa.

Uno de los pacientes presentd una talasemia intermedia asociada, sin embargo, las
caracteristicas clinicas del paciente y el curso de su enfermedad fue el mismo que el del

resto de los pacientes con anemia hemolitica congénita por deficiencia de PK.

En este estudio se detectaron pacientes deficientes en PK con tlceras en miembros
inferiores, lo cual fué reportado por Miiller y col. (1976), Curiel y col. (1978), y por

' (26, 27) ) . L
Vives-Corrons y col. (1980). - En otras anemias hemoliticas congénitas como

. .. ., . , . . ) @7
drepanocitosis y esferocitosis también puede asociarse Ulceras en miembros inferiores

Los pacientes deficientes en PK de este estudio presentaron concentraciones de hierro
sérico que variaron desde valores normales hasta valores por arriba del rango normal,
reflejando el grado de hemdlisis. La ferritina siempre estuvo aumentada. Los valores de
hierro sérico y de ferritina mas elevados se observaron en los pacientes adultos con

varias transfusiones.

Aunque existe una gran cantidad de evidencia que indica que el hierro es un elemento
importante para el normal funcionamiento de las células del sistema inmune, es conocido
que la deficiencia de hierro afecta la respuesta inmune en humanos y animales
experimentales; pero, por otro lado, el exceso de hierro es toxico y la sobrecarga de

hierro puede conducir a disminucién de la respuesta inmune y a infecciones.

Las alteraciones de la repuestas inmune cuando el hierro y la ferritina estan elevados
que han sido descritas son la proliferacion de linfocitos inducida por mitdgenos,

anormalidades de la funcién de fagocitosis, expresion de los marcadores de superficie de

. . . . . . (28)
los linfocitos y alteraciones de las subpoblaciones de los linfocitos T. ~ En este grupo
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de pacientes deficientes en PK con hemolisis cronica severa no pudimos detectar
deficiencias de las inmunoglobulinas IgG, IgM, IgA, o del complemento CH50, C3, C4 o
de las subpoblaciones de linfocitos T y B a pesar de que la ferritina estuvo elevada en todos
estos pacientes. Sin embargo, se notd una disminucion de la respuesta proliferativa a la
fitohemaglutinina y a la Con A de las CMN separadas de la sangre de 4 pacientes deficientes
en PK con hierro sérico y ferritina elevados. Esto quizéas podria atribuirse a la sobrecarga
de hierro liberada en la hemolisis cronica, aunque es una muestra muy pequefia para
hacer una conclusion definitiva, por lo cual se requeriria medir esta respuesta proliferativa

en mayor nimero de pacientes.

Los familiares de los pacientes clasificados como heterocigotos, clinicamente eran
asintomaticos como ha sido descrito en esta enfermedad ?®. Los niveles de PK
intraeritrociticos medidos por espectofotometria mostraron poca correlacion con la

severidad de la anemia, como ha sido reportado previamente 0.

El valor absoluto de PK intraeritrocitico en U/L medido por espectofotometria vario
de acuerdo al paciente, grado de reticulocitosisyetc. La herencia de la PK en todos estos
pacientes con anemia hemolitica fué¢ autosdémica recesiva y en todos los casos los
padres eran heterocigotos para la deficiencia. Ha sido descrita en esta enfermedad que
pacientes con anemia hemolitica severa que clinicamente se comportan como homocigotos
son realmente dobles heterocigotos y esto puede comprobarse por el grado de reticulocitosis,

la acumulacién de glucosa-6-fosfato y las propiedades in vitro de la PK mutante residual

intraeritrocitica. o En este estudio no determinamos la acumulacion de glucosa-6-fosfato
y con solo el estudio de la PK intraeritrocitica residual no pudimos detectar dobles
heterocigotos. Asumimos que en el caso de que los padres fuesen primos hermanos, los
hijos de ambos con la anemia hemolitica por deficiencia de PK fueron catalogados como

homocigotos obligados.

Los 18 pacientes con anemia hemolitica congénita por deficiencia de PK y sin tlceras

en miembros inferiores presentaron la enzima PK intraeritrocitica disminuida en relacion a
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los controles, pero la actividad cinética de la enzima PK residual del eritrocito y la curva de
termoestabilidad fueron normales, indicdndonos que, aunque la enzima PK intraeritrocitica
estaba disminuida, la actividad de PK residual era normal. Se conoce que las variantes de
PK con caracteristicas cinéticas desfavorables se asocian a una enfermedad hemolitica mas
severa, lo cual no ocurri6 en estos 18 pacientes estudiados, ya que su PK intraeritrocitica
era cinéticamente igual a la PK de donantes de sangre controles (Tabla 6, Fig. 8). Los
pacientes con ulceras en miembros inferiores ademds de presentar deficiencia de la PK
intraeritrocitica, se caracterizaron porque la enzima residual intraeritrocitica present6 una
disminucién de la afinidad para su sustrato PEP, no respondia a la estimulacion con FDP,
es decir, no era alostérica, presentd un aumento de la afinidad para su sustrato ADP y era
inestable al calor. Los pacientes de este estudio con dicha variante se caracterizaron por
presentar clinicamente anemia hemolitica severa crénica asociada a ulceras en miembros

inferiores (Fig. 8, Tabla 6).

Se han descrito variantes de PK con el Km normal, elevado o disminuido para el
PEP. Cada grupo de variantes puede presentar el Km para el ADP elevado, normal o
disminuido. Es conocido que las variantes de PK con disminucién de la afinidad a su
sustrato PEP y disminucion de la estabilidad térmica llevan asociado un cuadro de

hemolisis mas severo G 3233

. La mayoria de los pacientes deficientes en PK pertenecen
pertenecen a los Andes venezolanos, por lo que se estima que tal deficiencia fue traida a
Venezuela por inmigrantes caucésicos, inicialmente a la region de los Andes, de donde se
ha expandido a otras regiones. Los indigenas venezolanos estudiados no presentan dicha

deficiencia
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RESUMEN

La Hexoquinasa es una enzima glicolitica con la actividad mas baja dentro del
eritrocito y una variedad de observaciones indican que juega un papel en la velocidad de
la glicdlisis. Al disminuir los niveles de la enzima dentro del eritrocito o si la enzima
es una mutante de hexoquinasa disminuyen los niveles de ATP dentro del eritrocito que
resultaran en alteraciones distintas de la membrana del eritrocito, lo cual causara
remocion de los eritrocitos dariados por el sistema monocitico- macrofdagico y se produce
hemolisis. El objeto de este trabajo es presentar tres familias con anemia hemolitica
cronica por deficiencia de la hexoquinasa, una de las cuales se caracterizo porque su
proposito ademds de la anemia hemolitica cronica presentaba ulceras en miembros
inferiores como ocurre en la anemia hemolitica por deficiencia de piruvato quinasa, o
esferocitosis o drepanocitosis. El estudio bioquimico de la enzima hexoquinasa
intraeritrocitica residual de esta familia permitio caracterizar dicha enzima como una
variante o mutante de hexoquinasa, ya que era inestable al calor y tenia un Km. (ATP)

aumentado y se denomino Caracas.

Los otros propositos de las otras familias se caracterizaron por presentar solo

ictericia desde el periodo neonatal con una hemolisis bien compensada.
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La hexoquinasa (Hx) es la enzima que inicia la via glicolitica mediante la
fosforilizacion de la glucosa, convirtiéndola en glucosa-6-fosfato Este paso es crucial
para el metabolismo eritrocitario, ya que el eritrocito maduro depende casi exclusivamente
de la glucosa-6-fosfato para generar ATP, glutatiéon reducido y nucleotidos de la piridina,
los cuales son importantes para mantener la forma biconcava del eritrocito, la concentracion
de cationes especificos intraeritrociticos, el hierro divalente de la hemoglobina, los grupos
sulfidrilos de las enzimas, el glutation y los componentes de la membrana en estado
reducido.(1,2,30).

La Hx es una enzima glicolitica con la actividad mas baja dentro del eritrocito y
una variedad de observaciones indican que juega un papel en la velocidad de la glicolisis. Al
disminuir los niveles de la enzima dentro del eritrocito o si la enzima es una mutante
de hexoquinasa disminuyen los niveles de ATP dentro del eritrocito que resultaran en
alteraciones distintas de la membrana del eritrocito, lo cual causara remocion de los
eritrocitos dafiados por el sistema monocitico-macrofagico y se produce hemolisis (30).Los
individuos afectados severamente pueden exhibir hiperbilirrubinemia y requerir
transfusiones a intervalos regulares por anemia intratable, pero en los casos de deficiencia
moderada la hemolisis es bien compensada y la anemia esta ausente (3,4,17-19, 28). La
anemia hemolitica por deficiencia de Hx también ha sido descrita en ratones, estos nacen

y viven con anemia hemolitica cronica y la heredan con caricter autosémico recesivo

(27).

La HX de los eritrocitos humanos es un monémero con PM 112000 daltons. La
Hexoquinasa humana tiene 4 isoenzimas principales, cada una de las cuales es codificada
por genes separados. Estudios recientes indican que la HX-1 y la Hx-R, la cual es
especifica para los eritrocitos son expresadas en los eritrocitos y que esas isoenzimas son
codificadas por un solo ge HX-1(29). Anormalidades de la hexoquinasa leucocitaria no han
sido detectadas en pacientes deficientes en hexoquinasa intraeritrocitica. El gen estructural

de la hexoquinasa esta en el cromosoma 10. (1,20, 21)
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La deficiencia de HX fue inicialmente descrita en pacientes afectados de anemia de
Fanconi debido a la anomalia cromosémica propia de esta enfermedad. No obstante, el
primer caso de deficiencia de hexoquinasa asociada a anemia hemolitica cronica se debe

a Valentine y col. en el afio 1967(5, 21-22)

El patron de herencia de la anemia hemolitica por deficiencia de Hx es autosémico
recesivo. Los heterocigotos no presentan signos de hemolisis, a pesar de que su actividad

enzimatica esta alrededor del 50% de lo normal (6-8).

Es una deficiencia rara, solo 22 casos han sido reportados de origen noreuropeo o
perimediterraneo (1). La relativa rareza de esta enzimopatia ha sido atribuida por algunos
autores a la dificultad que existe en la practica para detectarla, ya que, al ser una enzima
muy sensible a la reticulocitosis, cuando ésta es muy elevada, hecho frecuente en esta

enzimopatia, el déficit enzimatico puede pasar facilmente desapercibido (5, 23, 24,30)

El objeto de este trabajo es la presentacion de tres familias deficientes en hexoquinasa
con anemia hemolitica congénita y de estas una presentd una variante o mutante de

hexoquinasa.

PACIENTE CON ANEMIA HEMOLITICA CRONICA ASOCIADA A UNA
VARIANTE DE HEXOQUINASA

Se trata de una paciente LL de 24 afios de edad, natural de San Casimiro, Estado
Aragua, quien fue referida por anemia hemolitica de larga evolucién. La paciente referia
ictericia y anemia desde su infancia, no relacionadas con ingestion de drogas. La paciente
tiene una hermana con diagnoéstico de litiasis biliar, un hermano asintomaticoy 2 sobrinas
con historia de ictericia neonatal. El examen fisico fue normal excepto por ictericia

conjuntival (Fig. 1).
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FIGURA 1

DEFICIENCIA DE HEXOQUINASA FAMILIA LIN
(SAN CASIMIRO, EDO. ARAGUA)

I
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III

! l HETEROCIGOTO

L] omocicoto

NORMAL

NO ESTUDIADO

* Hx U/g Hb

CLINICA PROPOSITO PROPIEDADES DE LA ENZIMA

ICTERICIA Hb =11 gr/d1% ACTIVIDAD 37%

ESPLENOMEGALIA I-11I HTO =32.1% ESTABILIDAD IN VITRO | INESTABLE
Retic. 6.8% CINETICA Km ATP 0.100 mM
BT= 5.6 mg% CONTROL 0.028 mM
BI = 4 mg%

II. EXAMENES DE LABORATORIO
A. HEMATOLOGIA

Contaje rojo: 3,54 x 106 gl. rojos / di, Hemoglobina: 11 g/di,

Hematocrito:

32,1 %

VCM: 87 mu (VN: 80-97 fl),

HCM: 30,9 pg. (VN: 27-32 pg),
CHCM: 35,7%(VN: 0,1-0,5%).
Reticulocitos: 6,8% (VN: 0,4-1,0%)
Contaje blanco y plaquetario: normales

Frotis de sangre periférica mostrd: policromasia ++,

poiquilocitosis ++, esferocitosis ++, esquistocitosis ++
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B. QUIMICA SANGUINEA
Bilirrubina Total: 5,6 mg [ di (VN:0.2-1.2)
Bilirrubina Directa: 1,6 mg/di (VN: 0.2-1)
Bilirrubina Indirecta: 4,0 mg/dl (VN: 0.1-0.3)
Fosfatasas Alcalinas: 89 U It (VN: 30-115)
LDH: 432 U/ 1t (VN: 100-225)

C. EXAMENES ESPECIALES

Coombs directo e indirecto: negativos
Investigacion de cuerpos de Heinz en fresco e incubados: negativos
Curva de Fragilidad Globular en fresco e incubada: Normal

Prueba de Ham para detectar hemoglobinuria paroxistica nocturna: negativa.

Prueba de Inestabilidad al calor para detectar hemoglobinas inestables:
negativa

Electroforesis de hemoglobina en acetato de celulosa, buffer tris

HCL 0,IM pH 8,6: hemoglobina AA del adulto

Cuantificacion de hemoglobina A2: 2,2%(VN: 1,5-3,3%),

Hemoglobina Fetal: 0,8% (VN: 0,5-1,0%).

Curva de disociacion de oxigeno practicada en el Hemoscan Aminco:
ligeramente desviada a la derecha con un p50: 33 mmHg (VN: 26-27 mmHg)

D. DETERMINACIONES ENZIMATICAS

Las pruebas pantallas de Beutler para detectar deficiencias de glucosa-6-fosfato
dehidrogenasa, piruvato quinasa, triosa fosfato isomerasa, NADH metahemoglobina

reductasa: normales

Cuantificacion de las enzimas de la via glicolitica y de la via de la hexosa
monofosfato: Todos los niveles de enzimas intraeritrociticas fueron encontrados normales
o ligeramente aumentados excepto el de la hexoquinasa que fue encontrado disminuido en
0,370(VN: 0,80-1,2 U.I g/ Hb), dichos eritrocitos solamente poseian el 41% de la actividad
de hexoquinasa de los eritrocitos normales provenientes de donantes del Banco de Sangre

(Tabla 1)
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TABLA 1

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LOS INTRAERITROCITICAS DE LA

PACIENTE LL Y CONTROL

Flavinadenindinucleo6tido

Enzimas Proposito Control
Eritrocitos U.I/gHb | Eritrocitos U.I/gHb

HEXOQUINASA 0,35 0,88
Glucosa fosfato isomerasa 30,0 30,19
Fosfofrctoquinasa 291 2,76
Aldolasa 1,65 1,30
Gliceraldehido fosfato dehidrogenasa 158,40 124,50
Fosfogliceroquinasa 248,80 219,00
Difosfogliceromutasa 4,94 3,35
Monofosforogliceromu 10,00 11,00
Tasa
Enolasa 1,90 1,80
Piruvato quinasa 1,15 1,99
Dehidrogenasa lactica 50,90 25,20
Glucosa-6-fosfato hidrogenasa 11,70 8,0
Glutation reductasa con 5,0 4.4
Flavinadenindinucleétido
Glutation reductasa sin 4,60 3,60

Cuando comparamos la actividad de Hx de los eritrocitos de la paciente con la de los

eritrocitos provenientes de un paciente con anemia hemolitica congénita por esferocitosis,

pero con el mismo grado de reticulocitosis que la paciente propdsito, encontramos que

en estos casos la actividad de Hx fue de 2,24 Ul/g hemoglobina. Este valor de Hx

intraeritrocitico es mas alto que los valores de hexoquinasa intraeritrociticos de eritrocitos

normales provenientes de donantes del Banco de Sangre y atin mas alto que los niveles
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de Hx intraeritrociticos encontrados en los eritrocitos de la paciente LL proposito de esta

familia con el mismo grado de reticulocitosis. (Tabla IT)

TABLA II
NIVELES DE HEXOQUINASA INTRAERITROCITICA

Hexoquinasa Ul/gHb

Eritrocitos de Paciente Eritrocitos Eritrocitos Eritrocitos totales

y familiares Jovenes viejos (Jovenes + Viejos)
PROPOSITO LL 0,400 0,200 0,372
HERMANO A.L 1,260 0,334 0,487
HERMANA M. L 0,817 0,310 0,454
CONTROL (donante) 1,500 0,900 0,0870 0,27
CONTROL (anemia - - 2,24
hemolitica con 6,4 % de
reticulocitos)

HEXOQUINASA DE LOS ERITROCITOS DE LOS FAMILIARES DE LA
PACIENTE LL (PROPOSITO)

Los eritrocitos provenientes de los hermanos de la paciente LL con deficiencia de Hx
presentaron niveles intraeritrociticos de hexoquinasa de 0,487 y 0,454 U.llg Hb. Dichos
niveles estuvieron disminuidos en relacion a los niveles de Hx de los eritrocitos controles
provenientes de donantes del Banco de Sangre Hb y los eritrocitos de los sobrinos de la

paciente presentaron valores normales de Hx (1,0 y 0,920 U. IIg Hb). (Tabla II)

ACTIVIDAD DE HEXOQUINASA EN ERITROCITOS JOVENES Y MADUROS

Cuando se compard la actividad de la Hx de los eritrocitos jovenes y maduros de la

paciente se encontro6 que la actividad de Hx estaba disminuida en ambas poblaciones
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celulares, siendo de 0,400 Ul/g Hb en los eritrocitos jovenes y de 0,200 Ul/g Hb en los

eritrocitos maduros. En contraste al hacer la misma comparacién con los eritrocitos de

jovenes y maduros de los hermanos de la paciente solo los eritrocitos maduros mostraron la

enzima Hx disminuida (Tabla IITI).

TABLA III

ACTIVIDAD DE HEXOQUINASA ERITROCITICA FAMILIA LL

PACIENTES HEMOLIZADO | HEMOLIZADO DE 24H HEMOLIZADO
FRESCO (Sin glucosa) Dializado 12 horas

PROPOSITO (LL) | 0,372 (100%) 0,132 (35,48 %) 0,0 (0 %)
HERMANO (AL) | 0,487 (100%) 0,300 (61,6 %) -
HERMANA (ML) | 0,454 (100%) 0,276 (60,7 %) -
SOBRINA (ML) 1,00 (100%) - -
SOBRINA (ML) 0,920 (100%) - -
CONTROL 0,992 (100%) 0,908 (93%) 0,519 (59 %)

PROPIEDADES DE LA HEXOQUINASA RESIDUAL DE LOS ERITROCITOS DE
LA PACIENTE PROPOSITO LL

pH OPTIMO: el hemolizado de los eritrocitos de la paciente mostré una curva bifasica

con un pH oOptimo de 9,0 mientras que el hemolizado de los eritrocitos controles

provenientes de donantes presentaron una curva sencilla con un s6lo pico y un pH 6ptimo

de 8,5.

TERMOESTABILIDAD

El estudio de la estabilidad enzimatica de la Hx a 46°C mostré6 que en 15 minutos el

hemolizado de los eritrocitos de la paciente proposito deficiente en Hx perdié toda

actividad de Hx mientras que el hemolizado de los eritrocitos controles perdid solamente

el 18% de su actividad enzimética en un periodo de incubacion de 30 minutos a 46°C.
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Los hemolizados de los eritrocitos provenientes de los hermanos de la paciente deficiente
en Hx mostraron curvas de termoestabilidad intermedia entre la obtenida con los

eritrocitos de los controles y los eritrocitos de la paciente.

ESTABILIDAD DE LA HEXOQUINASA A LA DIALISIS

El hemolizado de los eritrocitos de la paciente proposito perdio6 el 64,5% de actividad de
Hx cuando fue mantenido a 4°C mientras que el hemolizado de eritrocitos controles solo

perdio el 7% de su actividad de hexoquinasa.

Cuando el hemolizado de los eritrocitos de la paciente deficiente en Hx fue dializado 12
horas contra una solucion estabilizante que contenia EDTA y beta mercaptoetanol, la
actividad de hexoquinasa se perdi6 completamente mientras que la enzima Hx del

hemolizado control perdi6 el 41% de actividad enzimatica bajo las mismas condiciones.

AFINIDAD DE LA HEXOQUINASA POR SUS SUSTRATOS

El Km para el ATP de la Hx residual de los eritrocitos de la paciente deficiente en
hexoquinasa fue de 0.100 mM, mientras que el Km para el ATP de los eritrocitos del control
fue de 0.024 mM. La Hx residual proveniente de los hemolizados de los hermanos del

proposito presentaron valores de Km para el ATP de 0.038 mM y 0.065 mM.

ANEMIA HEMOLITICA CONGENITA POR DEFICIENCIA DE HEXOQUINASA
EN LA FAMILIA PER-CAM.

Se trata de un paciente de 6 afos de edad quién fue referido a la consulta del Instituto de
Oncologia y Hematologia por hiperbilirrubinemia indirecta. El paciente tenia antecedentes
de ictericia neonatal que amerité fototerapia. Al examen fisico preescolar en buenas
condiciones generales con ictericia conjuntival y polo esplénico palpable. El paciente era

oriundo de Villa de Cura, Edo Aragua, asi como sus progenitores (Fig.2)
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FIGURA 2
DEFICIENCIA DE HEXOQUINASA FAMILIA PER-CAM)
VILLA DE CURA, EDO. ARAGUA)

I + I”I HETEROCIGOTO
| T ‘-‘\
. | HOMOCIGOTO
II 1 s NORMAL
111
* Hx Ulg Hb
CLINICA PROPOSITO PROPIEDADES DE LA ENZIMA
ICTERICIA Hb = 12 gr/d1% ACTIVIDAD 27%
ESPLENOMEGALIA GRAD1 HTO =40 % ESTABILIDAD IN VITRO | ESTABLE
Retic.= 5.8 % CINETICA Km ATP NORMAL
BT=7.75 mg%
BI =7 mg%
A. HEMATOLOGIA
Hemoglobina: 12 gr. %
Hematocrito: 40%
VCM: 80mu (VN:80-94 mu)
HCM: 30 pg. (VN:27-32 pg)
CHCM: 34% (VN: 0,1-0,5%)

Reticulocitos: 5.8%

(VN: 0.1-1.0%)

Contaje blanco y plaquetario: normales

Frotis de sangre periférica mostro:

policromasia

esferocitosis

esquistoclii%sis
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B. QUIMICA SANGUINEA

Bilirrubina Total: 7,75 mg 1dl (VN:0.2-1.2)
Bilirrubina Directa: 0,75 mg 1di (VN: 0.2-1)
Bilirrubina Indirecta: 7,0 mg /di (VN: 0.1-0.3)
Fosfatasas Alcalinas: 140 U [1t (VN adultos: 30-115)
LDH: 400 U/t (VN: 100-225)

C. EXAMENES ESPECIALES

Coombs directo e indirecto: negativos

Investigacion de cuerpos de Heinz en fresco e incubados:

negativos

Curva de Fragilidad Globular en fresco e incubada: Normal

Prueba de Ham para detectar hemoglobinuria paroxistica nocturna: negativa
Prueba de Inestabilidad al calor para detectar hemoglobinas inestables:
negativa

Electroforesis de hemoglobina en acetato de celulosa, buffer tris

HCL O,IM pH 8,6: hemoglobina AA del adulto

Cuantificacion de hemoglobina A2: 2,0%(VN: 1,5-3,3%),
Hemoglobina Fetal: 1,0% (VN: 0,5-1,0%).

Curva de disociacion de oxigeno practicada en el Hemoscan

Aminco: normal con un p50: 27 mmHg (VN: 26-27 mmHg)

D. DETERMINACIONES ENZIMATICAS

Las pruebas pantallas de BEUTLER para detectar deficiencias de glucosa-6-

fosfato dehidrogenasa, piruvato quinasa, triosa fosfato isomerasa, NADH

metahemoglobina reductasa: fueron normales, no se detect6 deficiencia de ninguna de

estas enzimas.
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Cuantificacion de las enzimas de la via glicolitica y de la via de la hexosa monofosfato:

Todos los niveles de enztmas intraeritrociticas fueron encontrados normales o ligeramente

aumentados excepto el de la Hx que fue encontrado disminuido en 0,360(VN: 0,80-1,2

U.I g/ Hb), dichos eritrocitos solamente poseian el 41% de la actividad de hexoquinasa

de los eritrocitos normales provenientes de donantes del Banco de Sangre (Tabla IV).

TABLA 4

ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LOS ERITROCITOS DE LA PACIENTE
LL DEFICIENTE EN HEXOQUINASA Y DE LOS CONTROLES

Enzimas Propdosito Control
Eritrocitos U.I/gHb | Eritrocitos U.I/gHb

HEXOQUINASA 0,36 0,88
Glucosa fosfato isomerasa 32,0 30,19
Fosfofrctoquinasa 2,90 2,76
Aldolasa 1,70 1,30
Gliceraldehido fosfato dehidrogenasa 128,40 124,50
Fosfogliceroquinasa 228,80 219,00
Difosfogliceromutasa 3,94 3,35
Monofosforogliceromu 11,00 11,00
Tasa

Enolasa 1,80 1,80
Piruvato quinasa 1,00 1,99
Dehidrogenasa lactica 28,90 25,20
Glucosa-6-fosfato hidrogenasa 10,70 8,0

Cuando comparamos la actividad de Hx de los eritrocitos del paciente con la de los

eritrocitos provenientes de un paciente con anemia hemolitica congénita por esferocitosis

con 5,8% de reticulocitos encontramos que en estos casos la actividad de Hx fue de 2,24
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Ul/g hemoglobina mientras que la actividad de Hx de los eritrocitos del paciente con 5,8%

de reticulocitos fue mucho mas baja de 0,360 U.II g Hb.

La Hx de los eritrocitos de la madre del proposito PER-CAM estuvieron disminuidos (0,27
U.llg Hb), al igual que la Hx de los eritrocitos de la abuela materna (0,55 U.Ilg Hb), asi
mismo la Hx intraeritrocitica de al tia del propdsito PER-CAM (Tabla V).

TABLA V
NIVELES DE HEXOQUINASA INTRAERITROCITICA
EN PACIENTE CON ANEMIA HEMOLITICA
CONGENITAY FAMILIARES

ERITROCITOS Y FAMILIARES HEXOQUINASA
U.I/gHb

PROPOSITO LP 0,36
MADRE 0,27
TIA 0,61
TIO 1,20
TIO 0,15
ABUELA Materna 0,559
CONTROL (donante) 0,870 £ 0,27
CONTROL (anemia hemolitica con 6,4 % 2,24

de reticulocitos)

ANEMIA HEMOLITICA CONGENITA POR DEFICIENCIA DE HEXOQUINASA
EN LA FAMILIA G.G.

Se trata de un paciente de 20 afos de edad quién fue referido a la consulta del Instituto de
Oncologia y Hematologia por hiperbilirrubinemia indirecta. El paciente tenia antecedentes
de ictericia neonatal que amerité fototerapia. Al examen fisico adulto en buenas condiciones
generales con ictericia conjuntival y resto del examen fisico completamente normal. El

paciente era oriundo de Caripano Estado Sucre, asi como sus progenitores (Fig.4)
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FIGURA 4

DEFICIENCIA DE HEXOQUINASA FAMILIA G.G.
(CARUPANO, EDO. SUCRE)

I 1 HETEROCIGOTO
/ 44a
HOMOCIGOTO
11 NORMAL
CLINICA PROPOSITO
ICTERICIA Hb= 14.5 gr/dl
HTO= 43.3%
Retic= 1.5%
BT= 36 mg%
Bl= 3.0 mg%
A. HEMATOLOGIA
Hemoglobina: 14.5 g 1dl,
Hematocrito: 43.3%
VCM: (VN:80-94 11)
CHCM: 83 {1 34,7% (VN: 32-36%)
Reticulocitos: 1,5% (VN: 0,1 - 0,5%)

Contaje blanco y plaquetario: normales

B. QUIMICA SANGUINEA

Bilirrubina Total:
Bilirrubina Directa:

Bilirrubina Indirecta:
Fosfatasas Alcalinas:

LDH:

3,60 mg /dl (VN: 0.2-1.2)

3,0 mg [ dl (VN: 0.2-1)

0,60 mg I dl (VN: 0.1-0.3)
115U 71t (VN adultos: 30-115)
180 U/1t (VN: 100-225)
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C. EXAMENES ESPECIALES

Coombs directo e indirecto: negativos

Investigacion de cuerpos de Heinz en fresco e incubados: Negativos
Curva de Fragilidad Globular en fresco e incubada: Normal

Prueba de Ham para detectar hemoglobinuria paroxistica nocturna:
Negativa.

Prueba de Inestabilidad al calor para detectar hemoglobinas inestables:
negativa

Electroforesis de hemoglobina en acetato de celulosa, buffer tris
HCL O,IM pH 8,6: hemoglobina AA del adulto

Cuantificacion de hemoglobina A2: 2,0%(VN: 1,5-3,3%),
Hemoglobina Fetal: 1,0% (VN: 0,5-1,0%).

Curva de disociacion de oxigeno practicada en el Hemoscan

Aminco: normal con un p50: 27 mmHg

D. DETERMINACIONES ENZIMATICAS
Las pruebas pantallas de BEUTLER para detectar deficiencias de glucosa-6-fosfato
dehidrogenasa, piruvato quinasa, triosa fosfato isomerasa, NADH metahemoglobina

reductasa: fueron normales, no se detectd deficiencia de ninguna de estas enzimas.

Cuantificacion de las enzimas de la via glicolitica y de la via de la hexosa Monofosfato:
Todos los niveles de enzimas intraeritrociticas fueron encontrados normales o ligeramente
aumentados excepto el de la Hx que fue encontrado disminuido en 0,44 (VN: 0,80-1,2
U.I g/ Hb), dichos eritrocitos solamente poseian el 50% de la actividad de hexoquinasa
de los eritrocitos normales provenientes de donantes del Banco de Sangre (Tabla VI). Los
eritrocitos de los padres del paciente GG presentaron también niveles intraeritrociticos de

hexoquinasa disminuidos en relacion a los eritrocitos controles (Tabla VII)
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TABLA 6
ACTIVIDADES ENZIMATICAS DE LOS
ERITROCITOS DE LA PACIENTE G.G
DEFICIENTE EN HEXOQUINASA Y DEL CONTROL

Enzimas Proposito Control
Eritrocitos U.I/gHb | Eritrocitos U.I/gHb
HEXOQUINASA 0,44 0,88 +£0,27
Glucosa fosfato isomerasa 31,0 30,19 £ 11,31
Fosfofrctoquinasa 2,90 927+2,7
Aldolasa 1,60 1,72 £ 0,42
Gliceraldehido fosfato dehidrogenasa 128,80 124,5 £ 40,2
Fosfogliceroquinasa 228,80 219,0 +£ 21,2
Difosfogliceromutasa 3,20 3,35+ 0,60
Monofosforogliceromu 12,00 11,0+ 1,42
Tasa
Enolasa 1,70 1,8 +0,1
Piruvato quinasa 1,36 1,09 £ 0,1
Dehidrogenasa lactica 28,00 252+ 15
Glucosa-6-fosfato hidrogenasa 12,70 8,0+1,6
TABLA 7

NIVELES DE HEXOUINASA INTRAERITROCITICA EN
PACIENTE G.G. CON ANEMIA HEMOLITICA
CONGENITA Y FAMILIARES

Eritrocitos de Paciente y

Hexoquinasa

familiares U.I/gHDb
PROPOSITO LP 0,44
MADRE 0,27
CONTROL (donante) 0,870+£0,27
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DISCUSION

Se detectaron a lo largo de este estudio solo tres familias deficientes en la
hexoquinasa, lo cual demuestra la baja frecuencia de esta enzimopatia como causante de
anemia hemolitica congénita. Solo 22 casos de anemia hemolitica congénita han sido
atribuidas a la deficiencia de Hx a nivel internacional y esto explica que solamente tres
familias hayan sido detectadas (9). Pero con este estudio se demuestra que la deficiencia de
Hx estd presente en Venezuela en dos familias procedentes del estado Aragua y en una
familia procedente del Estado Sucre. Podriamos asumir que al igual que la deficiencia
de glucosa-6-fosfato dehidrogenasa y la piruvato quinasa, la anemia hemolitica congénita
por deficiencia de Hx fue traida a Venezuela por inmigrantes portadores de dichos genes
para las deficiencias respectivas basados en que se conoce que la raza venezolana es una
mezcla de indigenas, caucdsicos y poblaciones negroides y que los indigenas venezolanos
estudiados no presentan deficiencias de otras enzimopatias de la via glicolitica como PK
y de la via de la glicdlisis (9).

Los tres pacientes detectados con deficiencia de Hx presentaban un cuadro de
anemia hemolitica, siendo mas severo en la paciente LL con anemia, reticulocitosis y
bilirrubina indirecta elevada (Fig.1-4). Esta paciente se caracterizd por presentar ulceras en
miembros inferiores como ha sido descrito en pacientes con anemia hemolitica crénica por
deficiencia de piruvato quinasa, esferocitosis congénita, drepanocitosis, talasemias,
eliptocitosis. En este caso no podriamos asumir que las Ulceras en piernas son debidas a
oclusion de los vasos sanguineos como se ha encontrados en ciertos casos de pacientes
con drepanocitosis (32,33, 34). Algunos autores han atribuido las tlceras de las piernas
de los pacientes con drepanocitosis a aumento de la presion venosa en las piernas por la
expansion del volumen de la hipertrofiada médula 6sea (35).

El estudio de la estabilidad enzimatica de la Hx de esta paciente a 46°C mostré que
en 15 minutos el hemolizado de los eritrocitos de la paciente propodsito deficiente en
hexoquinasa perdi6 toda actividad de Hx mientras que el hemolizado de los eritrocitos

controles perdi6 solamente el 18% de su actividad enzimatica en un periodo de incubacion
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de 30 minutos a 46° C. Este estudio indica que la enzima Hx de la paciente LL es una
variante inestable, como ha sido reportado por Magnani en una paciente de 27 afios con
anemia hemolitica crdnica, disminucion de la actividad de Hx eritrocitica a pesar del
grado de reticulocitosis. Esta enzima present6 actividad dependiente del pH, Km normal
para glucosa, fructosa, Km normal para ATP, pero fue inactivada rapidamente a 44° C,
indicando que la enzima Hx de esta paciente presentaba inestabilidad reducida. (10).

La variante de Hx inestable de la paciente LL la denominamos Caracas (Fig. 1).
Las anormalidades cualitativas caracteristicas de las variantes de Hx pueden reflejar una
mutacion estructural o del gen regulatorio. (25,26). Las anormalidades cinéticas notadas en
varias mutantes de Hx reportadas seguramente refleja una anormalidad no definida de la
proteina de la enzima (5)

Los eritrocitos provenientes de los hermanos de la paciente LL con deficiencia de
Hx presentaron niveles intraeritrociticos de Hx de 0487 y 0454 U.llg Hb.

Aproximadamente el 50% de la actividad de Hx de los eritrocitos controles. (Tabla II)

Esto concuerda con los valores de Hx de familiares de propdsitos deficientes

reportados previamente (1,10)

Llama la atencion que el paciente proposito de la familia G.G presentaba una
hemdlisis bien compensada ya que los niveles de hemoglobina y hematocrito permanecian
normales con solamente una hiperbilirrubinemia indirecta (Fig. 4). Este espectro en la
severidad de la hemolisis desde hemolisis bien compensada a hemolisis muy severa ha
sido observada en pacientes deficientes en hexoquinasa. (1,11-13). Este espectro de
severidad de la hemdlisis también ha sido observado en la deficiencia de G-6-PD. La
relacion entre el grado de deficiencia de la enzima y la extension de las disfunciones en
los eritrocitos y otros tejidos depende de varios factores, tales como la estabilidad de la
enzima mutante contra la degradacion proteolitica y anormalidades funcionales, la
posibilidad de compensar la deficiencia por una sobreexpresion de la correspondiente

isoenzimao por una via metabolica alterna (30).
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No se observaron episodios de hiperhemolisis en los pacientes a lo largo de los
afos de este estudio, como ha sido observado en la hemolisis por deficiencia de G-6-
PD (12). Ningln paciente presentd aplasia de médula 6sea como ha sido reportado por
Lohn en 4 pacientes deficientes en Hx que presentaron un sindrome de Fanconi asociado
(5, 22).

Los niveles de Hx intraeritrociticos estuvieron disminuidos en los propositos de las
tres familias estudiadas, pero persistia una actividad de hexoquinasa residual del 41%,
41%, y 50% (Fig. 1 a 4) respectivamente La actividad maxima de la Hx intraeritrocitica
de paciente deficientes reportados en la literatura internacional ha variado de 13 a 91% de
lo normal (1). Esto coincide con los niveles de Hx intraeritrociticos de los tres pacientes
que estamos reportando en este estudio como deficientes en la Hx. Los niveles
intraeritrociticos de la Hx fueron encontrados disminuidos en los eritrocitos jovenes y
maduros de los propdsitos estudiados llamando la atencidn que al cuantificar dicha actividad
enzimatica en los eritrocitos de los hermanos de la paciente LI, solo los eritrocitos maduros
manifestaron la deficiencia., esto coincide con los reportes de que la actividad de Hx
declina con la edad del eritrocito y dicha actividad se pierde durante la maduracion de los
reticulocitos, jugando un papel muy importante en la regulacion de la glicdlisis del
eritrocito (15,16,30). De alli se explica que la Hx es la enzima glicolitica que presenta
dificultades para cuantificarla en los casos severos debido a la reticulocitosis, ya que estos
tienen una actividad enzimatica de Hx y la concentracion de intermediarios mas alta que
el eritrocito maduro (9, 30). Una alternativa para predecir cambios metabolicos en estos
casos es el andlisis por modelos matematicos, los cuales toman en cuenta la homeostasis de
las variables metabodlicas esenciales como son el estado energético (ATP), la capacidad
reductiva y el estado osmotico. Estos andlisis matematicos consideran como criterio de
muerte celular el nivel del aumento del volumen celular al cual la célula va a ser secuestrada
por el sistema macrocitico- monocitico o lisada en la circulacion (30, 31)

En los eritrocitos de la paciente LL con reticulocitosis mostraron valores de Hx mucho

mas bajos que los eritrocitos controles con el mismo grado de reticulocitosis 0,360 vs. 2,24
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U.L. I g Hb, lo cual implica que el defecto de la deficiencia de Hx estd presente desde
temprana edad tales como en eritrocitos inmaduros como los reticulocitos. Los padres,
hermanos y familiares de los propositos que eran heterocigotos para la deficiencia de Hx
presentaron valores de hexoquinasa intermedios entre los del propdsito y los controles,

como ha sido descrito (4).
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