
1990-2 82345884 

FACULTAD DE CIENCIAS 

"DISEÑO, ESTANDARIZACION Y EVALUACION DE UN METODO 
FLUOROMETRICO PARA GLUCOSA-6-FOSFATO 

DESHIDROGENASA". 

SILVIA JOSEFINA LOPEZ PEREZ 
-----------~--~--



ESTE TRABAJO SE ll V A CA60 EN EL LABORATORIO DE BIOQUIMICA l DE 
LA DIVISION DE G~N T CA DE LA UNIDAD DE INVESTIGACION BIOMEDICA DE 
OCCIDENTE DEL I.M. BAJO LA DIRECCION DE LA M.C. LOURDES 
RAMIREZ OUE~AS Y C N LA ASESORIA DE LA M.C. CLAUDIA MEDINA LOZ~NO. 



DISERO, ESTANDARIZACION V EVALUACION DE UN METODO FLUOROMETRICO 
PARA GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA. 

SILVIA JOSEFINA LOPEZ PEREZ. 



A MI MADRE 

A MI PADRE: 

A MI ESPOSO: 

A GRAO E C I M I.E TOS 

De quien he tomado ejemplo de amor, fortaleza, dedi
caclon y sacrificio, y a quien debo y dedico mi vida 
y. mi hacer-. 

Quien me ha enseRado que la perseverancia y 51 tra
bajo nunca han hecho nin·::¡r:in derr-otado. ila m-st.e e>st::. 
<:umplidal. 

Porque fué de tu voz que yo supe 
compaRero de la libertad 
porque juntos hacemos la historia 
de una vida con más claridad ..... 
A ti dedico mis m.j·¡or·~:s esfu.:::r·.z.c¡s O)' 3L: 1)·::··.=:··r¡-:.'=' 
pod~r alca~z3r tu calidad humana. Te ~mo. 

A ~iiS HER~iMWS: 

3iempr~ presentes en mis pensamien~oE ! en m 
r·ealiciad. 

A JORGE V ANA VICTORIA: 

La nueva oportunidad que nos dá la d3. 
Apr-o,·echémosl a. 

A M.C. CLAUDINA MEDINA LOZANO: 

Por· su l1ermosa labor· en la for·mac;¿;, .j~ los ~stu
diantes que tenemos la suerte de cruzarnos ~n su 
camino, de quien he apr·endido le ~~r·moso el~ ~r·abaj~r· 
arduamente p3ra alcanzar un lug~r ~n el mundl. 
iGracias Clau!. 

A M.C. LOURDES RAMIREZ DUEAAS: 

Profesora y amiga que tiene siempre una palabra de 
aliento y un buen consejo para sus alumnos, a quien 
egradezco profunddm~nte su confianza y su 9ui.3. 

A M.C. GERARDO VACA: , 

Por su amabilidad y dedicación en la enseRan~a ~e 

sus pupilos. 

A MI ALMA MATER V A LA FACULTUD DE CIENCIAS. 



A LAS AUTORIDADES DEL ZOOLOGICO DE GUAOALAJARA: 

Por la! facilidad~~ ~r~stadas para la elaboración de 
esre tr~b3jo. 



I N D I. C E 

INTF:ODIJCCION .••••••••••.••• o. o •••••••••• o ••• o •••••• o •• 

ANTECEDENTE:: .•••••.• o. o o ••• o •••• o •• o ••• o o ••••.• o o •••• o. 6 

._IUSTIFICACI•.)rloo•·•··o·o•o··•oo•••ooo••oo•o••ooooo•o••o 9 

OE .. JETIV0:3o o o. o o. o •• o •• o o o o,. o. o o •• o, o. o •• o •• o, •••• o. o o 10 

HIF•JTESIS o .• o. o. o. o •• o •••••••• o o o. o o o o •• o •• o •• o o o o. o o o 11 

~1/•.TEF:IAI_ Y ~ .. IETODo~•o.,.ooooo.ooooo••••ooo•ooo••oooo••ooo 1:::' 

F;ESUL T.t..,DO~: o o o. o o o o o •• o o. o o •• o o o ••••• o ••• o o o ••• o o •.• o o. 20 

e~ I S': 1_1 SI c~rJ ........ , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 6 

c::~.:·t~~=Lusr:::::.r~E5 ................ . · ......................... 27 

SIE.L :•.JCiRP..F IA o o o . o o o. o o. o o o,, •••••• o o o •• o o o •• o. o ••••• , o 28 



I N T R O D U C C I O N 

El estudio de la Glucosa-S-fosfato deshidrogenasa (G6FD: 
E.C. L1.1.49) se inició en 1931, cuando War·bur·9 y Cr·istian la 
identificaron en la levadura de cerveza y en el eritrocito humano, 
post,;.r· i or·mente se le ha encontr·ado en todos 1 os or•3an i smos con 
este fin estudiados ( 1). 

La amplia distribución de la GBFO en el reino vegetal y 

animal se debe a su relevante participación en el metabolismo i~
tracelular. Algunas de sus funciones más importantes conocida~ en 
e 1 illnn 3 no 3 o n ( F i •::J • 1 ) • 

1.- Regula;· ·y catalizar· la pr·im-':'ra r·eacc1on de la 
via oxidativa de la hexo3a monofosfato (via de 
las pentosas), donde se producen, entre otras 
cosas, los azúcares pentosas necesarios ~ara 
la sintesis de Acidos Nucleicos (1,2). 

2.- F'r'oc!ucir NA.DPH, u;;a de 133 pr·incip.:1les coen.~i
mas ds~a,j·Jr'a3 d~ hi(:!r··Sg~nen•)5 en G 1Jm~r·osas 
reaccicnes enzim§ticas: 

a) 
te :3 

E~ algunos p~sos ~!eGsiales de 
vias biosint~ticas (2). 

.iifer":n-

b) En la reac~ión catalizada por la gluta-
tión reductas~ para la regeneración de glutd
ti0n r~cu~~do, ~~ cual es ind¡spensabl~ para 

~3nt~n~r en estedo aotivo re1ucido los 
3r~pos sulfhidrilc de la hem03lobina y d~ 
c·i -?t'ta~. ·-:nzlm.::.·:; y pr·ot-=-i n.~s d.e i s m~rnl:·r·.:.-::1-
na c"lul.~r·. 

La detoxi~ación de bajos niv~l~s de pe
r6~ido d~ hidrógeno (~ 2 02 ) en la reecci6n ca
talizada por la glutatión peroxidasa (3). 

Además, e~ NADPH forma parte de la estruct~ra de la ce
talasa (4 mol~culas de NADPH por mol de enzima diméri-ca), enzima 
que sat2liza la ~la alterna para la deto~icación de peróxido de 
hidr-ó·:;eno (2). 

Por· lo ant~¡··ior·~~~n·te m~ncicJna~o: qu~da enJider1te qu-~ la 
'.::6FC· e3 e'.3encial par·.a los rnec.3nisrnos celular·es que contr.Jr"r·estan 

·el daRo oxidativo, de manera especial en el eritrocito humano 
m.=:c!ur·c, va que es extr·ernadarnente sencible a un ataque oxidativo 
por carecer de otras enzimas senera~oras de NAOFH. 
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G6F NADP~ /GSH EHzO) · .-x . C . ( GSSG-G-P) GSH-P' CATALASA 

6-FU NADPH ~ GSSG H,_O . 

vía de 
1 as 

pentosas 

FIG. 1 

coenzima 
de rj3-CACPR,EA,.::PR- Acidos gr·asos . 

OHFR Purinas y Pirimidinas 
{HW:i•:oAF; Colesterol 
\Ciferentes enz1-
lm.:;s Estet"'oides 

Principales funciones metabólicas de la GBFD 
De los producto;;, el 6..:fosfo·::¡1uccn-3to (6-FG) continúa por· 
la vía de las pentosas, y el NACP:-l .es indispensable tanto 
para la regen-eración de glutaci6n reducido (GSH), la 
detoxicación de peróxido de hidr6~eno (H 2 0 2 ) y para una 
variedad d.e reacciones biosintéticas. 

Abreviaciones: 

GSF = Glucosa-S-fosfato 
GSSGR = Glutati6n reductasa 
CSHPX = Glutatión peroxidasa 
DHFR = Dihidrofolato reductasa 
-CACFR = J-cetoacil-ACP-reductasa 
EACPR = enoil-ACP-reductasa 
H¡.;GcoAR = )3-hidt .. oxi-)3-metil9lutaf'il CoA r·eductasa 
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ESTRUCTURA DE LA G6FD. 

La forma activa de la G6FD puede ser dimérica o tetra
mérica, ambas constituidas por subunidades idénticas; la existen
cia de una u otra es dependiente del pH, alcanzando proporciones 
iguales a pH neutro. Existen dos moléculas de NADPH unidas fuer
temente a cada molécula dimérica, sin embargo, se desconoce la re
lación entre NADPH ~structural y NADPH sust~ato (2): 

La estructura primaria está constituida por 515 aminoáci
dos y un peso molecular de 59,265 daltones. Varios autores han 
dado a conocer la s~cuencia ~specifica de aminoácidos en la pro
taina primaria y de nucle6tidos en el ADN complementario de G6(D, 
provehiente de diferentes tipos de células humanas como de diver
sos organismos. De la3 distintas secuencias consensus conocidas, 
existen algunas diferencias, principalmente ha.cia el extremo 5 1 , 

pero también existen secuencias altamente conservadas entre dife
rente~ especies, en particular la que involucra los aminoácidos 
199 al 209, sitio de unión para el fosfato de piridoxal, compo
nente esencial para la actividad enzimática que se encuentra pro
bablemente cerca del sitio de unión para la glucosa-6-fosfato 
(2,4,5). 

G E N "E T I C A 

En mami fer·os, el -:;¡en es ti'U<;tui'al de 1 a G6FD (':3d) se loca
liza en el cr·om'Jsom.o; X, .y el humano se encuentr·a en la r·e·.:¡i6n te

·lométrica del br·azo lsr·;:¡--:> (band-':1 Xq2S), El gen Gd es-::á est;"echa
mente cercano a otros se·;mentos de consider·.3ble inte1·és médico, 
como son: los genes de la hemofilia A (factor VIIIc), adre~oleuco
distrofia, ceguera al color (deut~ano, propano y monocromátismo 
azul) y distrofia muscular tipo Emery-Dreiffus, entre otros (6). 

La GBFD es la enzima más susceptible a mutaciones; en el 
humano· es la proteína con más variantes conocidas (más de 370) y 
ejemplo de multiples mutaciones en,una sola cadena polipeptidica 
codificada por un 3olo gen (5). 

El análisis bioquímico-genético de los organismo3 mutan
tes de G6FD con activ~d3d disminuida o ausente, han permitido com
probar su papel esencial en la bioquímica celular. En algunos or
ganismo la deficiencia total de G6FD no es absoluta- mente letal, 
pero da lugar a una variedad de anormalidades metabólicas (1, 7, 
9); en cambio, en los mamíferos la ausen-cia total puede s~r le
tal (1,9), 

De las div,er·sas mutantes en el· h'Jmano, al·3unas d.:: ell..:ls 
·dan lugar a variantes deficientes en actividad, que alteran parti
cularmente la función del eritrocito, y cuya manifestación clinica 
principal es la anemia hemolltica en diversos grados, la cual es 
desencadenada generalmente por factores exógenos (exposición a 
drogas u otros agentes oxidantes, incluyendo antimaláricos); otras 
variantes son detectadas unicamente por electroforesis, debido a 
que no son mutantes deficientes o _por no tener efectos clinicos 
significativos {10). 
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La d~ficiencia en la actividad de GBFd es el error cong~
nito del metabolismo m.3s fr·ecu-;:nte .:;n el humano, se h·3 estimado 
que existan alrededor de 400 millones de individuos afectados en 
el mundo; en al9un3s zon.3s (Afr·ica Tropical, Medio Or·iente, Asia 
Tr·opical y Subtr·opical, Mediter-r-áneo y Nueva Guinea) el r·ango en 
la frecuencia de variantes deficientes lleg3 a ser del 5 al 25% 
(2), de tal manera que en algunos paises existen programs perma
nentes para la detección de individuos deficientes de G6FO, 

La Organizac1on Mundial de la Salud (OMS) reporta q~e mu
chos d~ los trabajos realizados sobre gen~tica de poblaciones de 
la G6FD han consistido generalmente en a detección de variantes 
d~ficientes a travás de difer0nt~s m~tcdcs cuali-tativos de tanJiza
je; pocos son los estudies que han incluid) ensayos cuantit3t;vas 
y electroforéticos a la vez~ por ésta razón los estudios para des
e r· i b i r· 1 a d i s t r· i bu e i ó n de 1 as v .3 r i a n t ·~ s de G 6 F D es t.§ n 1 i m i t ·:l da s 
h.:!--cia aqu>'él1-~s involucr·.::d:;s con d-::fici-::~1cia .:;nzim3ti•>3 rn-=<s o ine-· 
nos pronunciada, debido a que la metodolos{a cualitativa es efi
caz par=< identific3r 0ni~amente a los varones hemicigotos o a las 
muj-::r·.e.:; hornoci9ota3 P·3t".e L; el-eficiencia. Fost.,;;r·iot·m.:;nte, 1-33 •.a
riantes defici.,;;ntes detectadas cualitati~am~nte requieren J! ~ne 
3~gunda ~t.3pa par·a ~stt.l¡jio5 cu.?ntitativos y e12ctr·ofor·~stic·J5 con
fi r·m.:lto¡·i os ( 11) .. 

Por· (,l tfrno. ¿:s irnp•)r·tant~ m.::nci::..nar· var·lo3 pun·tos d..:: i¡·,-

t -=: ,. é 3 :te:: .:;: r· e a el e 1 ::t •::. 3 F [' : 

1.- El ~rucJ ci~nt1fico de la OMS enfatiza la n!ce
sid2J de ccnt-31" CCdl n:;)d-:::lcs ·3ním.:tles d..::7i ~-·'2r~

t-::s de G€FC, ~u-:: permitirían avanzar en el es
tudie• E>'V:"rimcontal de e:;;t.e descn·den her·edit~r··io 
( 1; _i, ¿,e l·)'c' ':.31TIP•}3 d-:o : 

a; f·-<i·2,:._;¡n~i·_:::rno:3 b·ioqu-irr:ico_;-fisioló·~·ico:.?- invo·i:;c:·'.=t

dos 2~ io3 proc~sos h~m~cllticos. 

b).- 8usqu-:od.s de· nu-.:OJOS ·39Ent-:;s des"'ncaden.3ntss de 
crisis h2m0llt¡cas. 

e).- Anélisis d~ otros tejidos que aparentemente no 
muesi:r·an ai10i"r.l-':l1idc;deo met.;;bólicas b.;;jo el e
f~cto d~ d~fici~11c~a d~ G6FD. 

2.- La GBFD cerno marcador del cromosoma X se utiliza co
mo refer·enc:ía p.~r·a r·e.;;liza¡· est11dios cc·n difer·~nte:o: 
,)bjetí voo:;: · 

.:-.).-En la identiiic.:;ciór. del cr·om•)Soma X en di··,er
s:~s especi ~3 ( 12). 

b)•.- En Lo:~ 1oc-3liz.:;;ció;1 y de"':er·min.;;ción de la posi
ción y Oi"clsn de ot!'Os ·::¡.:;nes tanto -::n el hum.3no 
(13,14,15,16) como en diver··;;.:¡:; especies 
(17,1:3,13,20,21). 
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e).- En 81 estudio de los mecanismos de inactivación 
del cromosoma X, y anAlisis de los efectos de 
est•é mec.;¡nismo (22, 23, 24, 25, 26). 

3.- El uso potencial de la GBFD como marcador clonal en 
los individuos heterocigotos, para el estudio y com
probación del origen monoclon~l de una variedad de 
procesos neoplásicos (2). 
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A N T E C E D E N T E S 

El fundament0 quimico de ~odos los métodos que se utili
zan para la evaluación de la actividad de GSFO, se basan en la me
dición cualitativa o :u6ntitativa del NADPH generado en la reac
ci6n enzimática. 

Los métodos cuantitativos miden espectrofotometricamente 
y en forma dire6ta v preci~a la cantidad de NAOPH presente en el 
sistema de reacción. La ejeccci6n de és~a metodolog~a es de a:ce
sibilidac! limitad3 g¿n~~~~ ~ y3 GJ~ requi~r~ d~ un esp~ctrofot~Sm~
iro de ran9o ultraviolet~ '3h0 nm) y otrcs equipos sotisficadosque 
solo se encuentran e~ le~ ;abarato- rios de grandes centros hos~i
talarios; además ~ti,iza re\ati- vam~nte dE gr6nd~E vol~~~n~s d~ 
sistema d"' r·e;:;cción ( !-2 ml), que si·3nifica mayor gasto d.;; r'"ac
tivo.o, 1 por· lo me:-.c:o .:~ t '"1 d'S san·3re, la cu.:;l d;::be ser m.:.nt:er.i
da a 4°C hasta el en- 53•0 er=imático. ~or lo 2nteriormente men
(;ionadoJ los m~to- do3 c~3~~tit2t~l'os s~ r~.3lizan jurto con €3tu~ 
dios el~ctr·o~or~~-~i·:.:3 c~mc· p-~~js·; confirn1at~r·~3s. 

rf!-::t :-~ i vo d.:~ la pr:-·1) l ~<:: i 
simples, 3csesible3 

:!·r, :.:~~~(' ::)fl'l::; C3r'=::·t::r')3t1.::3S -~~:l-?r3::?: :~· 

J-:- t = j 0 ·: :. E-: 'J , e o r, 1 3 e!-; ::: 1,' ~ n-:: a j .:; d "= q 'J-: !J :; i ; 
·: ~ rn ·~ n te i .:! .co 1, ~ í f i r:. :: · _ <= ~ ;_:::~':¡¡·)e-; ; :; t o= 0 ·. 7 rn -; e -: ; ·)-: ::>::.: rJ --::..: i : 1 e ~-. ·t ~ 3 

•:: G F [i • E rr 3.:-:: n::: r- 3 1 . ;(;·.5 ,~~~ :.~~ ::: :'.!S.! 17:.-=:-r:· 1')5 :J-= t.J,-;·¡] Z3:-:. ~)rl ~-~:=-

t ::¡ n 't -s- e i i (: ~ e -::- ::. p .:;l r· __ -: -: :: ;-. l. -· - ·! : s · .: ; ·_: -: 1 l 1 := s ·1 a r· 1 ::: ¡-~ : ~ 3 e 2 í1 'J r: -3 -j ~ ..: -:~ -

(' i ~ n r: i :=: n ::.1 ·: o ·-r, ..=: n ·~ =: := · :- r :. - ~ 1 3 j ~ , . 1 7 ~~ 0 e ; ,¡ 1:: r· 3 i (• '/ b :: j .J r: ¡ "?" r -: .:: :; 
c·:-nd-:c1·-·:"'-?·~ ::l1n1·:3; :;.:· ~--Ji .i j!_::) d.:;-=·;c~:-t-? ~_¡:,(~r· ~j~m~tl·J, r-?t::,~-

l•) 1::i::rJ::is) r· 1 .!~r:l~n .:l-3'' 
1 ~ d .::3 f l ·: i -= ,¡ :.: ·¡ -3 . 

;: ,, 1 ·~ t ,,, : i -· 
c. ll -:;¡ 1 -¡ t_ ~ : i ·' 1) s rn -:~ s ·· :--m .J , -=- : , 

'f 3c i 1 

...., ., ' 

-' ' . 
E 1 C: í .:- J n :: 3 ;; i 

:~i ¡-, ':?!íib-3;'J0 ~S 

S6FD ~5 r·~lat~va;n~-~~~ 

1 3 ·; ·3 i ·2. ti Í -= n 1: -::S r~ O r~ 3 i ::; -?-

r· .-3 e i o n e s ( '2 ) : 

1.- 0~~i¿) ~ 13 ~~pli.3 di ~~~i!)•_¡ción 3~·:gr~~1c~ ·ie 
eE~~ -j~~~ctJ ~· a ~u a-t-3 p~~''al~Gcis ~n c~~rt¿~ 
: .. .::;~ .::---~:, ..:.·::: 1r.-,[.>)i~-?.:t'-:_~ G':-qt.?.:·· c-.;!-. 7!.:i:-od:.3 -i:n
:J~ ~3 ·..¡ -=·:··:.··,é.;-:11·:-::·s ~~~·3 .;;u -:-:v:.-,l_u:sci ··n. 

2 , E : (: ~ :: 3-·-¡ :::; • i m~ o r· i: -3 !1 e ~· ~ ~ ·:=. t 1 m:. r· l .3 :se -t: i 1 ~ e:: a. d 
c?t3~~t~cs j~ la G3~D qu~ 13 ca~tid5d d0 p~~
t~·-;ns ~~'5~G. 

3 . - E 
e-'t~~c't~~ j6\ens3 cu~ e~ l~s v~ejos; d3j! ªs
t.~ ~::rc:J15t~J1r:ia, una ~~ti~ul~citosis pu~¿~ en
cu~ri~ ~n3 1efici2nc'a ~ d~r resul~sdo3 f3lsos 

: ~ "'~: \ ~ ~ i f u~·:~.c:3 ~ ~r·~, J~: t:~: 3 ~ ~ ~: ~ i ~. 5 :: p ~~·~~~~m' 
ment~ la artividad enzím~tica en les ;::ritrcci-
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tos proced~ntes de la parte inf~rior (células 
viejas) y de la superior (c~lulas jovenes) de 
la columna de células; también es recomendable 
medir la actividad de la muestra total (no 
fraccionada) de eritrocitos. 

4.- Las mujeres heterocigotas presentan, como re
sultado dela inactivación al azar del cromasoma 
X, un mosaicismo celular, teniendo una mezcla 
d"' eritr·ocitos nor·males y deficientes (d.o; or·i
.sen materno y paterno respectivamente) la pro
porción entre los dos tipos de células puede 
v o;r·i .a¡· ·'"nor·me,n.;;nte, de·5de una a e ti vi dad nor·ma 1 
hasta una completa deficiencia. Un lisado de 
células puede no revelar heterocisosidad si la 
proporción de células deficientes es menor. Se 
recomienda realizar estudios citogenéticos para 
comprobar los estados hetarocigotos para la 
def·ic:ienci.3. 
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T.t16LA 1. 

Métodos cuantitativos y cualitativos más comunmente usa
dos en el diagnóstico de deficiencia de G6FD (Luzzato, 
1989) • 

ME TODOS 

CUAtHIT A TI VOS 

Clock & ~1cLe.an 

CUALITATIVOS 

F 1 uor·e scenci a 

üeco l or·ac i ón 

R~ducción de Metah~
mo.glcbin.;; 

Reducción de MTT 

~ A R A e T E R I S T I e A S 

Método estándar recomendado por la OMS. 
Directo y dsfinitivo. 
Requiere de espectrofotómetro. A 37°C mide 
las actividades de S6FD y cierta propor
ci6~ de 6-FG deshidrogenasa. 

Directc y definit~vo. Requiere de espec
trofotómetro. Mide las actividades de 
GGFO y 6FGO 5eparadamente. 

Mismo principio que el ensaye ceiiniti~o. 
Requiere delámpara manual de Luz Ultra~io-
1 et.j ( UV). Es ssnci l1 o y de bajo c•:·s~~J. 

i_a muestra r:·uede ser· almacenada ¡~.cr· Vdr·i·).3 
diao;. 

::.er.cill:) y de bajo coste,. ;::'.'quier·e el-: ~.:.c1-

·.:;r·~ f¡··.;.sc:.:i. 

Sencillo y ele bajo costo. Requiere de 
tiempos ¡:;r·olonsados de incubación y s.;;n·;:r·~ 
i ¡·.s se.:;;. 

5enci! lo y de bajo costo. Requiere de tiem 
tiemp,Js pr·olongados d~ incub3ci6n y san3~·~ 

fr·esca. 
s~ han r·~portado falsas positiv~s. 

R~alizado cofuo citoquimico, útil par~ de
tecsión de heterocigotas. Requiere de 
tiempos prolon3ados de incubación. 

-e-



J U S T I F I e A e I O N 

La deficiencia en la actividad de G6FD es el error con
g4nito del metabolismo mas frecuente en el humano, de tal manera 
que en algunos patses existen programas permanentes para la detec
ción de variantes deficientes. La metodologia cualitativa que se 
utiliza para tamizar la población general identifica los hemicigo
tos deficientes unicamente, requiriendose una segunda etapa para 
estudios cuantitativos y electroforésticos confirmatot·ios. 

Por otra parte, el grupo cientifico de la OMS hace paten
te la necesidad de contar con modelos animales deficientes de 
G6FD, que permitirian avanzar en el estudio de los diferentes pun
tos de interés acerca de ésta enzima, entre otros, los mecanismos 
bioqimico-fisiológicos involucrados en los procesos hemolfticos, 
la bGsqueda de nuevos agentes desencadenantes de hemólisis y su 
importante utilidad como marcador del cromasoma X. Además, como 
una consecuencia de la bGsqueda del modelo animal se aumentará el 
conocimiento de la GGFD en diferentes especies animales. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA V OBJETIVOS 

La función de los diversos m~todos de tamizaje conocidos, 
es indicar cualitativamente la presencia o ausecnia de actividad 
de ~6FD; las cBracteristicas generales de éstos métodos son: sen
cillez, aacesibilidad, bajo costo y en algunos de requerir de pe
queRas volumenes de muestra. 

Los métodos cu.:;ntitativos son los ensayos confir·matc·i•:>': 
e indican en forma precise la actividad enzimética de G6FD; sus 
caracterlsticas generales son: requerir de equipo satis- ficado, 
mayor~s voldm~n~s d~ r~activos y d~ mu~str·a, ad~más, para sur~~
li:ación es necesario invertir un mayor n6mero de horas de traba
jo, por lo consiguiente sus costos son más ele- vados. 

Considerand•) lo ant:e<o mencion.-3do, ·'::1 06-JETI'/C) F'RHE:IP.A.L el.: -?-s
te t;·abajo -:-s : 

Dis~Rar, e5tand~r'izar· y ~valuar un nue~o método CLI3nt~ta~~·!o 
... 1 .. ~ ') t r ,-::; z e .s 1 .:::• s v >? n t .3 j a ..:: p r· i n e: i p ·Yi 1 ..=: s (~ ~ 1 ') 3 rn .§ t o d t) ·.:: e u.::: n t i 1: .::! t : 1.: t::• :: 

y e u~ 1 ·i t.?.t 1 vo·3 {~o·!Oc 1 d')3. 

í.:omü ·3EGU~L~··") ()t: .. .iET-;::Vi:: ·::;~ ~:ompt )b.:sr·.§ la utl1 1d.:;d d~1 r,u,.:::·¡·, r¡~-

t·:d·) ::!._ nti"t-~¡;·iv·!; rj-:·-t:er·ml=l.3(~(.l 1.3 .scti·;ids·:l r:sp~::·~fic::a r:í.:: !~s.--~:· n 
-? r· i t r· o e; t. o 3 e! ·~· d ; '1 ~:: '· s .3 s ·~ s;.; :; e i ~ ·::. -~ r i m -:t 1 ~ ·:: 1 a d e :n . .§ 3 .--;-:- 1 f -:: n e t i ;"' ~ 
el::·:.i:r··c or·~ti:o. 
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H I P O T E S I S 

Es posibl~ diseR!r y estandarizar un nu~vo método cuanti
tativo que ofrezca las v~ntajas d~ los métodos cu~litativos (sen
cillez, requ~rir de pequ~Ros vol0menes de sistema de reacción y de 
muestra y bajo cost6), y cuyos resultados expresados como activi
d3d especifica, correlacionen adecuadamente con el método cuanti
tativo estandar de la OMS. 
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M A T E R I A L V M E T O D O 

1.- Equipos: 

Espectrofotómetro Zeiss, modelo PHQ-3 

Flucr6m~tro T~rner, modelo 110 

c¿~ara de e1ectrofere3is Beckmar-microzone 

3uffer T~IS-H~~ IM, ED~~ 5mM, p~ 8.0 

f' '-' ,' f '? ,. 

rP.D~H;. 

6uff~¡· Fosf.3to e!~ Pot.?sic o.o:~.1, pH 7.h 

1 Do rnr·i 

PMS (F~nazina Hetiosulfato) 

- 1 2-



3.- Universo de trabajo: 

a)- El diseño, estandat--ización y evalu.;:;ción 
del nuevo m~todo cuantitativo se realizó, 
en primera instancia, en 10 muestras de 
sangre de humano con un fenotipo electro
ferético de G6FD correspondiente a la va
riante B (normal), elegidos al azar de una 
población normal, ya que los eritrocitos 
humanos so nmá? accesibles, y debido al 
hecho de que existe mayor información de 
G6FD en el humano, esto per·mitir·.§ una ade
cu~da interpretación de resultados. 

b) Como segunda etapa, se ensayó el n~evo m~
todo en muestras obtenidas de diferentes 
especies animales, algunas de las cuales 
~olo fué ~~sible mu~strear un solo indivi
d 1.1 o , de 1) i do .a 1 ·~.F· .3 e:'> de di f i e'-' l t a r· en ].~ 
.Jbtención de la muestra por dificultad in
t-r,~n3~c,::: d~l :::uj~tc~ o pt)r' e:=(::,3s~z d~ lo-.5 
mis1111)3, ;:st::- rn~.:~::tr··~,:·· :-s-:- 11..:-vó .~ caL.o en 
el Zoológico de Guadalajar~ ~ en~~ Biote
r·ío d"=' la Unid.:.cl c~e Jn,l-':·3':i·:¡::.ción e.·i·:>m4cli
c:.:¡ d-:: O•:cid211t;::, d~l c~nt:r·o ~;..;dico d~ ür:::
ci·:lente, Hí'3':. 

'3 .-:_! a n :::: l i z .-:1 r· 0 n ·_: n i: ::; t ."?f 1 d-::: 1 O 8 m 1: ~ ·:.: t r .7\ 3 ,-J ~ 5 ·in ·J r· ~ e o r· r· es -
pondientes ~ las especi~s quo se enlistan en la Tabia 2. 

6ajc la eJperiencia rie nuestr0 grupo de trabajo en 
el rn.:;;nejo d·:: di3--=-i~o .Jo? método-:; cU-5!1titativ0:3 fÍ'IOr''Jmétt--ict:)3 (28, 
29), y consid~rando las ventajas que ofrecen·estos métodos (gran 
s ".: n ·3 i b i 1 i cl.3 el y 5 en e i 1 1 "=' ~ ) , -:- 1 r, u'" v o m.§ t o :í o c u.:. 'l t i t .3 t i "C• p .s r· a G 6 F D 
se ba5Ó en el pr·incipio ·::;enooral de los m·2i:odos flu•);--om4tr·ico5. 
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La actividad de GBFD se estima cuantitativamente mi
diendo el NADPH que se genera en la reacción enzimática. 

G6FD 

glucosa-6-fosfato 
+ + 

----==---- 6-fosfo·:Jl uconato 

¡\ 
NADP rlAOPH 

Los nucl96tidos de piridina reducidos (NADP y N~DPH) 
tienen la Pl"opiedad ·:le fluor·.;ec2r· i 1heil3a<r:ente cua,',ck- se .o;ctivan 
con luz Llltr·avi.~1eta d~ onda lar·ga (30). 

Oespues de qJe la m~zcla je reacc1on se he incubado con 
la muestra de sargre, la reacci¿n se 
for·r.13do s-2 mid-= fluor·omel:f·ic.sm-?~lt.:::. 
luida, se estima la concentración de 
vancia a 410nm i28) 

-14-
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TABLA 2. 

PROCEDENCIA: ZDOLOGICO DE GUADALAJARA 

E S F' E C I E 

~1ono Diana 

.. e . .t.:;;_1:; ... ~ ..... .3 .. "-' .. Q..f.:f.r~Q.Y..i 

¡,,on<:·· V.:: r·c/e .C.:;;:J.:.C..QRj .. .:t.JJ..:;s;_u_:;;_ ... R .. YS.:O ... C.Y .. t.b . .5 .. J.t .. :; 

Bi:=onte 

Llama 

Ani:ilc·pe Lic.hi 

:2 . .v.5 .. } ...... r.:..::;L'.l..ª-d.:;;:.o_;;i.:~ 

~)J~:..D .. ~.~- Y .. Q.n ____ c:J ... !l:;: __ [_?, __ (~_:;t .. C.:J. :.~_c, __ .t_~ ~.:=:. 

Pato d-'" P·o·k í n /~..D..~ :.:: ....... EtCJ.LU 

Callina de Guine~ 

l.Ot"(l 
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INDIVIDUOS 
MUESTREADOS. 

2 

2 

5 

3 

2 

3 

5 

5 

4 

1 o 

7 

2 



E S P E C I E 

PROCEDENCIA: BIOTERIO IJ.I.B.O. 

PerTo Ca ni·~ sp 

H·3mst;o;r· 

Rata Común 

Rata 'liistar 

R.=<t?n 2/W' 

Ratón CS7je.L.-'l 

- 1 G-

INDIVIDUOS 
~1\JE:?.TREAPOS. 

4 

3 

2 

5 

5 

5 

4 

5 



Se basa, con algunas modificaciones, en el sistema de 
reacción usado en el método espectrofotométrico de la CMS (27). 

Composición de 1.0 ml de mezclad~ reacción: 

TRIS-HC1 1~, EDTA 5mM, pH 8.0 .••.•.•.......•.• 100 

Gl ucos.:J-6-fosf.;¡to 6m~i ....•.........•••........• 100 

NADP+ 6 m~·í •••••• , •••••••••••••••••••••.•.•••••• 100 

M·:¡C1 2 100 m~·1 ...•.......•....................... 100 

Z.:;ponina 1% •••••••.••••.••••••.•••.••••••••..•• 200 

•\gu.:; Destilad.':! .....•...............•......... , .400 

La rnu.,.str·a de san•:::;¡·e cont=nida en tubos ::~pi 131''es h-?pa¡·i
nizados es centr·ifu·::¡;:oda po··· 5 mi;1utos en un.c, centr~fu·:¡.:; par·a henla-
tocrito. Despu~i de elrniminar el ~uero y la porci5n de leucoci-
tos , se ha e e un a sus pe n si ó n 1 : 1 O en N~ e 1 O • 1 5 ~í e •:· n e 1 p.;¡ que t.; t ·J-

t :Jl de e r· ·i t r· oc i tos . 

:3e a·.:¡J .. -:?·:Jan 10 ul de susp;;onsión de er·itr·.-;:,cito·s 1:10 a 100 
ul d;;o mezcla de reacción, s.; toma inmediatamente 20 ul de sistem3 
de reacción y se diluyen en 4.0 ml da Puffer fosfatos 0.01 H, pH 
7 ·'' (Pr·obl-?nl·3 a tiempo O ~ Po); d-eopu~s el ·sistema el.:: r·eacción 
t'.::-·.:;tant~ ·:ie ·incuba ·3 37°C pc.~r· 5 minutos:>? inm~- cliatam~nte 5~ to
nJ.3 n de n t: evo 2 O u 1 y se el i 1 u yen -:: n u . O m 1 d,; 13 uf fa r· f os f.:; tos ( ~T <)

bl~1n.=; a ti·:;mp') 5 = P5 ). S~ r·c:;aliza un blanco d~ 3·ist":rna de ¡·-:;ac
ción, sustituyendo el volumen d-e suspensión de eritrocitos por IC 
ul d•? soluc·ión d-e NaC1 0.1S r,.l; tom.,H' 20 ul d~ e:st~ ai'3tema v di-
1 1.1 i r 1 os en· 4 • O m 1 el~ 8 u - f f ;o· r· de f o 3 fatos ( ¡:>, 1 ·col/E o e!~ si si: e m a . d-:: 
r·easción B). 

A los sistemas ele reacción diluidos ~ y P5 ) s~ les mide 
pr·irn~r·o por· ciento ele fluo¡·escencia en el Fluor·órnetr·o Tu¡-nei" (mo
delo 110), usando los filtr·os 110-8i1 y 110-é17 como filtr·o pr·im.3-
rio y secundario respectivamente. Medir absorv:Jncia a 410 nm del 
sistema diluido P5 C:ontr·a 6. 
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La actividad especifica de G6FD (E), expresada como mi
cromoles de producto formado por gramo de hem~globina por minuto a 
37°C (UI/gr Hb) se calcula aplicando la siguiente formula : 

F e 
E ------------

A 

donde: 

F= flG6rescencia neta del problema por minuto 
( P5 - F'o / 5) 

C= factor de calibración 

A= AbsoJ'vanci a ne-:a del probl s;ma ( F·5 - e' 

E 1 f -3 e t o r· d.::: e a ~ i b ¡· 3 e i .:; ~~ d 2::- :?. s ~ (' d -~ t-:: r· rr. -~ ¡¡ :: .:: ::; por· e .::d .:::-.i 

1abor·.::ttor·io c;)n ~1 f\u::>r·Grn~tr:) ·; •:clcr·irn-str·c. :;u..:~;::: ·Jt.il~z.:r¡·.~r~ }:-~.
ra la ejecución del m~todo. 

1.- Se realiza u~a curvad~ calibJ·aci5n con una se
r·íe d2 d·i lucíc-n-::s do:: NAC·H de ::on-:-=ntr·::1cion~.=. 
co.locid-?.·3: a p-sr·ti,· d2 un.:: :3<::-lu·::ién con 
mg/m' a~r~xi~adamente s~ ~rep5ra J~lucione~ e0 
2. u i ~ ~ r· f 0 .= f -3 :: () e:/) n u n ; · ':! n -~ ~) d ;: e -3 1 . ~ u H ! 1 -~ ·.:: 

1 -3 e t u r· a 3 J ~ T- 1 u e r .:: s e "? n e i 3 3 2 h .:1 ~:: -:: .. , -.:e· n t r· .;:.; un 

blan~o de Buffer. Se ds;termira sobre la curva 
(~de fluores=encia vs yM) el %de f1Jro3c!ncia 
correspondiente a yM de NADH, ~esignanJo!e a 
.-:.:ste V-3-Jo¡· comr:. Ft 

2.- Una segunda c~rva de calibración debe realiza~

se p3ra hemo3lobin~: se prep!ran diluciones con 
un rango de Q a 1:400 en 8Jffer fJsfato, a 
partir de ~n hemolisado 1:10 en 3~ponina al 
0.13~%. Se dete~mina sobre la cJ~va (g Hb/lt 
vs absorvenci3) la absorvancia cJrrespondi!nte 
a 0.1 '3 Hb/lt, e.::te valo,-· corr·es¡::-:onc'er· . .§ a h 
constante A 1 . 

1 O X A, 
r:= -----------
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M .. l:.I.Q.D . .O ....... E.L. .. E.C:.IB..QEQ.R.E..U..c.Q ___ ;_ 

El estudio electroforetico de la G6FD eritrocitaria de 
las diversas especies animales analizadas se realizó bajo el m~
todo descrito por Sparkes (31). Considerando la distancia reco
r·r·ida (Rf) por 1.3 var·iante humana 11 8 11 como-el 100%, se calcularon 
los porcentajes de migración para los fenetipos electroforésticos 
que mostraron las especias animale~ estudiadas. 
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R E S U L T A O O S 

1.- En la evaluación del mªtodo cuantitativo se analiza
ron las siguientes condiciones 

1.- Efecto del tiempo de incub.:;,ción sobr·e la vel.:.
cidad de la reacción. 

El sistema de reacción, bajo las condiciones 
des<:r itas en 1 a sección de Material y ~l~todo, 
se incubó a 37°C por· 10 minutos, c.ada dos minu
tos se tomaron alicuótas de 20 ~~ diluyendolas 
en 4.0 ml de Buffer fosfatos. La actividad es
pecifica se calculó para punto de incubación. 
Los resultados se muestran en la figura 2, en 
donde se observa la manera evidente que la ac
tividad de la enzima es lineal por lo menos en 
10 minutos de incubación a 37°C. 

2.- Efecto de la activid:~ci d": la en:im.::r ·3obr"e ].:e< 

v~locidad d~ la r·eacsión. 

TI"ES 3istem3o de r'eorcción fue¡'on pr·epar·ados d~ 

acuerdo a la secci5n de Material y M~to¿c u~an
do t~·..::s (!if?r·:::qt::·~ dilucion~s d..:: susp=n:::lé.n d.:: 
~r·itr·ocit:os < 1 :r:.t 1; 10 y 1:20, ~:crr~·.3por-:c:i.;:.n.:lo 

a un rango apr0ximado de concentración de heme
·~ 1 o:) i n .3 de 2 . 5 a 1 Q '3 / d l ) , 1 a r· ~ .3 e e i ó n ·3.:: p.:: r· o 
por· dilució~ a lo3 ~ y 5 mi~utc3 d~ incub3ción 
da 3 7 •) (: . Lo :; r· ~ s IJ 1 t a do "3 d ~ ~si:~ >2 n 3 ·3 y c. s ~ 
mue3t1··3n en 13 F~~~r·.3 3¡ ol)3~r·v3n~j,~se ~lar·a~~n

f: .. :? qu-=: 1-5"¡ a':-:ivic~-::~:l ~nziJli·Stica :.-:3 pr··r::pr:::·r.::i.)r,::l 
a 1 :::1 e o 11 e -= n t ¡-- , e: i ó :-, d ~ h-=- rn o 9 1 c. b i ,-, .:::1 h s 3 t a e <:> ,: ·'~ ~ n -· 
t r· a e i ) n ~ ' d ·"' 2 3/ <:1 l .o n 1 a su 3 pe 1' 5 i ó ;o d'" ;: 1' i -e 1' o
CltC.•St y por· lo m--::-no:.; 6 minubJ·.s d-::- incub~ci6n. 

3 Cuando la gluco3a-6-fosfato S": omite de la m~z
r:l-3 d>:? r·-::3c:,::ión, sub·.:;tituy-~ndo.:.:-2 por un \/')l!JrnPn 

i'3t:al d-s ·3·3U-:J d-esti1acl-3, e-l si·3i:em.3 d~ r·~::;cció:-, 

diluido pres~nta ~n3 ligera fl~orescencia, q~~ 
no se incrementa aGn después de 10 minutos de 
incub3ciór, c:el s·istenra de l"a:;cc1ón. 

Los resultados de los ensayos anteriores nos permi
t;:n confirmar que las condiciones elegidas para la 
realización del método cuantitativo f1uorométrico 
(susp":nsi6n de eritroc•tos 1:10, que corrrespond~n a 
ur,.a conr:entr'.?.<~ión apr·oximad.a de 2.5·3 de hemo9lobin.3j 
dl, y un tiempo de incubación de 5 minutos), están 
d~~tro del ran9o d~ linearidad de la actividad enzi
~n~t¡ca cor1tra ti~m~o y ~onc~ntración d~ hemoglobjr1.3 
-::n ":1 sistema de re.3cción. 
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II.- la actividad esp~cifica de G6FO eritrocitaria obte
nida por los m~todos espectrofotométricos (OMS) y 
fluorom~tricos en las 10 muestras de individuos nor
males (fenotipo electrofor·ético "b"), fueron r·esul
tado de ensayos por duplicado; en la tabla 3 se 
muestr·an lo'3 vaJ..:)I'es individuales; el valor· pr·omedio 
y desviación est.3nd.3r' (X . .±.0:) fuer·on de 11.6 .±,__2.04 
y de 9.7 ± 1.77, con un rango de 9.09 a 15.2 y de 
8.1 a 13.5 para los métodos espectrofotométricos y 
fluorométrico respectivamente. la correlación entre 
ambos métodos di6 una r= 0.90 con un p = 0.001. 

III.- En la determin~ción fluorométrica de la activid3d 
especifica de la GGFO eritrocitaria en las 108 mues
tras analizadas, cada ensayo se realizó por duplica
d0. La tabla 4 muestra los valores promedio y des
viación estindar correspondiente a las 32 especies 
anim~les: en algunas de ellas solo fué posible mues
tr·-o·ar· a U'' indi Jidu::•, d.;;bido a su dificil m-3n.;;jo o a 
su inac·.:>?."3lbilid.sd. Con·:=:idei·.sn~:Jo 1.:1 ar:tivid-3d d·~ 
r;:3FD ~~~ ;:;l hu1n::-1n(' conto r.::f~r-~?ncia, 1-ss -3ct.lvidsd~s 

[ '1 . -

q lJ ~ m o :.=:: 1: r· -3 r· o r, -: l b n r· r·.::: ·,; o L!::..;:~j_;; ...... ..~.:: ... ,;¡ . .Q .:;: .. d .. ~f.1 .. S .. i.:;;J.. ~ 1 t .:t 1 5 t; n 
.. C: ... }. ¡ .~ .. ~ ... ; .. ~.~J ... QP .IJ . 1~.~ .:~.-.. P. . .i.__j . .:J. ~J. Y ~ 1 1 o r· o .i..P.JD.:::l .. ,LQ.!.1?'-...... .G! .. ~.7...hJ:..Q .. ~;;.3J~~Jl:.3. .. :: 
.L';L; ( o . 7 t, , O . 4 ·) ' 1 • 7 G 1_1 I - ·;; H b / cl ·i 'i r· ~ ·3 p :; .: t í v .~m e n t: .;, ) 
(:en· 1 • 2 ·3 ;:'o n d ~ " ·1 5i n ~ :;: ~:: -ti '' 1 da e!~ '3 ¿ ~ f i t:- i .::: n t ·::= s d ~ :; !3 F D "? n 
e: 1 hum,nc:;. 

La t.abl.o¡ 5 pr·.;,s,:nta el fenoti¡co electr·ofor·éti•:o:> de 
las diferen~e~ espesi.;;s estudi3das; el porciento de 
misraci6~ r·ef~rido para cada especie se calculó con
si d -2 r·?. n el o r: ·:·1nc -:; · 1 O O~-~ a 1 -~ d ~ si: -3 n ·:: i' a r· ~e o~-· r· id 3 ¡::o r· 
1-3 v.3l"i.3r',t:.,_:: 11 E:' 11 1: 1.:m.;¡n.3, G 1J~ s~ in·:l,J1a conn) t:)~-.tr···)l 

en cada corrimiento electroforético. La may0ria de 
los fenotipos muestran una sola banda y una migra
ción m§s catódica que la hemoglobina, de la misma 
rr1aner·a qu~ l2 ';.3r·ia1t~ hLJmana; algu110S pr·es~nt3n una 
b3nde con wi3r3ci~n menes c2tódica qu~ la h~mcglobi
n.-o:, y otr'.3:'· rn,,es~r·.=¡n m.§c; de una b3nda c0n .o;ctÍ'Iic!a•J 
de G5~D, m¿~ o menos catódica. 
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FIG. 2 
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TIEMPO lmin/37°Cl 

EFECTO DE TIEMPO DE INCUBACION SOBRE LA VELOCIDAD DE LA REACCIDN. 

EL SISTEMA DE REACCION FUE PREPARADO COMO SE DESCRIBE EN LA SECCIO~ DE 

MATERIAL Y METODO, USANDO HEMOLIZANDO 1 10 E INCUBADO POR 10 minutos, 

TOMANDO ALICUOTAS CADA 2 min LOS jlmol DE PRODUCTO EORMADO POR Q Hb SE 

CALCULARON CON LA FORMULA MENCIONADA CADA PUNTO RERESENTA EL VALOR 

MEDIO DE UN ENSAYO POR DUPLICADO. 



FIG 3 

e e .. e·e ..... 
• o 
.... 
z 
o 
u 
u 

" 0.04 w 
a: 

< 
X 
w ... 
VI 

"' o.ol 
o 
o 
<1. 
::!: 
2: 
o 
u.. 

o 0.02 ... 
c.> 
::> 
o 
o 
cr 
0.. 

w 
o 0.01 

o 
E 

" 
o.s 1.0 

SISTEMA DE REACCION 

EFECTO DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA SOBRE LA VELOCIDAD DE LA REACCION 

EL SISTEMA DE REACC ION FUE PREPARADO COMO SE DESCRIBE EN LA SECCION 

DE MATERIAL Y METODO 1 USANDO DIFERENTES DiLUCIONES DE HEHOLIZADO E IN-

CUBANDO A 4 ( • l Y 6 (o l MIN A 37" C. 

LA CONCENTRACION DE .}Jmol DE PRODUCTO FORMADO Y DE Hb SE CALCULARON 

SOBRE LAS CURVAS DE CALIBRACION DE NA OH Y Hb RESPECTIVAMENTE CADA 

PUNTO REPRES~NTA EL VALOR MEDIO DE UN ENSAYO POR DUPLICADO. 



TABLA 3. 

CORRELACION ENTRE LOS METO DOS FLUOROMETRICO (M. F.) Y ESPECTROFOTOMETRICO ( M.E.) 

-
n 1 2 3 4 5 6 7 S 9 10 X O" ,.. p 1 

• M. E. 10 9. 09 14.5 11. 3 10.4 11. o 12.5 11. 6 13.9 15.2 11. 6 2.04 
0.90 <0.001 • 10.2 12 . 1 8.5 8 . 1 9.1 8. 1 M.F. 9.2 8.8 9.3 13.5 9.7 1. 7 7 

- -- - -

*ACTIVIDAD ESPECIFICA COMO : ymol 1 gHb 1 min. 
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TABLA 4, 

ACTIVIDAD ESPECIFICA DE GBFO ERITOCITARIA EN DIFERENTES ESPECIES 
ANIMALES : 

ESPECIE n 

Humano 1 o 

~iono Di an.a 2 

Mono Ar·aña 4 

~iono Ver·de 2 

Llama 

Venado Cola Blanca 2 

3 

2 

Pavo C:Ocel ado 4 

F-2ii s§n Dor·ado 3 

5 

5 

H.alcón Haf'ris 2 

Halcón Cola roj.:¡ 

G.=.l lina de Guinea 4 

Codotniz 1 o 

P-aloma 
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ACTIVIDAD ESPECIFI:A 
(p~lh Hb/min) 

X y 

S. 7 O 1 • 77 

3. 6 o 1 • 1J.9 

15.2 6 1 o 28 

2 .• 90 1 ~ 2 7 

5. 21 

6. H 1 ?O 

:? -~ • 7 3 

' o 1 1 

1!.:..4'5 1 o 02 

0 o 7 L 1 . 01 

1 7 . 55 i '20 

5o46 O. S2 

o. o 1 

i o o; 

o os:: 

6.20 1 • 20 

7. 05 

; . 2 8 2. 11 

2.97 

~.46 1 o 24 

15.23 1 • 72 



ACTIV LOAD ESPECIFICA 
()J~l/o:::¡ Hb/min) 

ESPECIE n X o-

Lor·o 2 1 .70 o. 41 

PerTa 4 4. 91 1 . 46 

Hamst¿, .. 3 1 o. 05 o. 7 o 

R.':1 t:a Com,jn 2 15.82 3 20 

Rat3 Spr·ay Oowley 5 15.82 3.20 

Rat.~ Wi s ta r· 5 12. 3 1 1 81 

R 3i:·:"i 1i 2/NI_I 5 1 1 .05 1 24 

F~.~tón e :.~ 7 /e. !_ - e 4 1 1 • 3 7 O. 9 S 

Ra t·-:).1 [¡3/.t-,2 'j 1 G. 14 2. n 

;:..,-,tón B.il.:3/C 5 12. 4ú. 1 .29 
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TA.BLA 5, 

FENOTIPO ELECTROFORETICO DE GSFO ERITROCITARI~ ~N DIFERENTES 
ESPECIES ANIMALES : 

FENOTIPO EL E•:TROFOR El ICO 
f'.SPECIE % ~HGRACION ORIGEN C.tl.TOC~D 

1 
.. 

H•Jm.:.no 100 1 ' 74 11 
1 16.8 1 1 

74 •• Eisonte 8G 1 1 
Llama ')" 1 1 

~e f-iG • 2 11 1 
213 1 11 

Tigre de Bengala 84 11 
e· e f' ro 7 =i. !~ 1 1 

100 1 1 
f;7 • f.:, 1 1 1 

Fato de Pekín 78." ; 92 1 11 
G.3nso 79.4 1 1 
Hal eón Har-r-i:; 28.9 1 1 
Coclor· ni z 65.3, 72.8! S 1 • 2 •• 
F'sloma 83.6 1 1 
Hamster 1 20. 7 1 1 
R.;,ta ComCi:1 1 16.6 1 1 
Rata Spray Oowley 97 1 1 
R.;;ta 'rl i star· 100 1 1 
Rstón 2/NU 120.6 1 1 
Ratón C57/E.L-6 12 o. 7 1 1 

> ~---1 
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ESPECIE 

R¿¡tón D8/A2 126.6 

Rdtón 8A8/C 1 1 7 . 6 
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FENOTIPO ELECTROFORETICO 
ORIGEN 

1 1 
1 

G6FD -

Hb -

CA TODO 

1 
1 

... 



O I S C U S I O N 

Diversos son los métodos cuantitativos y cualitativos pa
ra la estimación de la actividad de GGFD (2), e independientem!nte 
que todos ellos se basan en la medición del NADFH generado en la 
reacción enzim~tica, ninguno tiene la combinación de ventajas que 
ofrecen ambos tipos de metodologia. 

A6n considerando que el número de muestras analizadas en 
la primera etapa de éste trabajo fué pequeRo para determinar le 
correlación entre los métodos espectrofotom~trico (OMS) y fl uJ
rométrico, la variación negativa que pueda obt~nerse en el valor 
de 11 r·'1 al aum.entar el nL:m.s;o de :TlUe3tras, cleb~ s>2r· 1o suficiente
mente si·;nificattva p-ara afecta¡ .. e-1 valor· obte-nido con las 10 
muestr·as analizadas (r = 0.90 y una p = 0.001)¡ consider·ando ade
más que tanto el método espectrofotom¿trico como el nuevo métojo 
fluorométrico, miden en fc~ma directa la cantidad d2 NADPH pre
sente en el sistema de reac-ción respectivo. 

El método flGorom~trico pr~3~nte ofr~c~ varias venta5a3: 
s:: r· di 1 ·-seto y d ~ f i n -~ ~ i v ·.:• -=-, l 3 ~ 3 t i rn a e i ¿, r1 d ~ · .. s se t i v-¡ d .3d d.:: ~~ ·3 r L:· 
como lo3 metodo3 ~U311ti~3tivcs conc~i~~os; y s0r· ~im~l~, r·¿pidc 'l 
d-:? bajo Ct)3"":o 1 .=:1 i·~·J:=:¡-! ~ll-:- 1),::. m·§todo'3 cu::tliT:.3~ivos; .::::3ta.::; c~r·=:---:

l:~r·isti~:.3·::: l.::. íJ~r·miti(·.§r •--=~"'i:sr·=~ ~-:'.)G"lC un mé!:o.Jo d':! t . .;¡rni,-~.;.j~ 51-
t ~ ;·· r. o, e() n l ~ .:: .: .s: -¡ ·-· -? j ·=~:.. ~ ;¡ ¡:o r· !1! :: r· d-:: 1 : .3 (.:: 4: i ... 1.:! .:;., d e 3 p.::: e:.¡ f i :: 3 .:! .:: 

G 6 '= Q -::: 11 l 3 ·.:: rn •J ~ 3 t ; ~ 3 .:: ; .. ::: l ~ 5 ::t .~: 3 3 . 

ct.···3 :1-::: -33 v~·-;:.:-_is:: qu~ oir·-:-::.~ ~st.:: m.§tod·_) ~:3 el d-=- :~

q L; e 1 • i r· p -~ r" .s ~ 1 ,;: n :: .3 '/o ~ n ~ i ,..,1 :3 t i e ::: d 2 G : F D ~ r· i t ¡-- .:; e i t 3 " i a 1 •? 1 :-:. .3 ·:: .! ~ te 
d .::- e ;· 1 t t ·o : -: t os p i" e e .::: d -:- r; ·: -:: .:; d -== u n s 111 ·J ~ 3 : r· =: d -;; :=. ·=· n ·~¡ r· ~ -= n L: n t u b .: ·:. . .:; -
pilar-, 1o q.~,-:: fa·:ili'":::: -=1 TPJ~:-t::··~~) y p~r·mit..:- ~~ ac-.:--=so a ind:·;i
du.os ~n io:3 qu-= n:-. ~3 í-·=-=·~:::1~ !J;·,.:t r:un·::i:jn ,·~;1.:--.s:-i P-31-3 1.3 o:~Jt:-::n:.iOn 
d.:: 1.3 rt;u~=-tr·::; 3d-?m.33 ·- f=.·:~1i:·~r .. 1-:t ::-:;i:i(na,.:~):l ds la ::~cti·Ji~::d 

~ -.:; ;>~ e i f ·í e s c:l ~ •: 5 F C• "=' :·r 1 :; d : f ~ r· ~ n -t-:: ;:> .J b 1 3 <~ i 6 n -~ ,~ : t i'' :) e i t .s 1 · 1 .::t < j 6 v -:: -

t)-='3 '! vio:::jo.::). 

El ~studío d-:: -36F0 -=r·itr·ocit:a,··i-3 -er- di-,-::¡··333 ~sp~ci..;i ~~

nimales r23~iz3do ~~ ~s:e trabajo, ~!~be consid~~··arse 5olo co:no L!t1~ 
.:q::ort.3ciór, m.:§s al c!:,.·,oc~~~ri~nto d~ é:3ta ~nz·!m.~! '/ d-2 abr·ir· li 1J-?'.~3 
.:::xp~ct3ti~·as d-= ir··,;7st1·~:~·:·i::)n ~a1'3 r·~spond~¡· -:¡·.1-=: -=:i·;!iifi,:::ac!o l)io~
quimico y m"='t-3b~)li::o -:i~n-==~~ 1os !·,ailaz3o·3 ~!IC:)(tr·:td·:;s: en 21 '_Jn:~·::· 

esp~sies ~ni~~~~s 13 sc~ivid~d d~ t35FD corr¿3ponde a ni J~l~3 ~fi
(.:: i .:: n t -7~ s e r -:: ¡ h '.J m 2 no , y e~ s q e: ~ -:: Jt o t r· .:t ·s , 1 a .:; n z i m .j d -§ u n f e r¡ o ·. pe 
el~ctrofor·ético const~~tJit~ ~or· m§3 d~ una ba·~d3 el~ actividsd en
z}m.§ti(;a~ 
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e O N e L U S I O N E S 

Las conclusiones del presente trabajo son : 

1.- El nuevo micr·om~todo pr·opuesi:o es en realidad 
confiable, más económi~o y rápido para la medi
ción de la GGFD eritroc{taria, comparado con el 
método esp~ctrofotom¿trico estándar de la CMS, 
pudiendos'é utili~-":r' como método alter·no de 
tami zaj.,. 

2.- Es factible la ut'liz~ción del micrométodo pre
sente en 1~ büs~~ed9 de un modelo animal qu~ 
reuna las caracteristicas necesarias para ser 
usado en el estudio de la deficiencia de G6FD 
huma·~a. 
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GUADALAJARA, JAL., A 22 DE MAYO DE 1990. 

ING. ADOLFO ESPINOZA DE LOS MONTEROS C. 
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE CIENCIAS. 
P R E S E N T E . 

Por medio de este conducto, comunico a us
ted que la C. Silvia Josefina L6pez P~rez, pasante de la Lic. !n 
Biologia, con el No. de registro 82345834 ha concluido s3tisfa:to
r-iamente .::1 tr.abajo de tesis titulado "Diseño, estand.:;riz.;,ci·ón y 
evaluci~n de un método fluorométrico para Glucosa-5-fosfat0 
deshidr'o•;¡enasa". 

Asi mismo le informo que he revisaGo el 
manuscrito de la tesis y considero que cumple con los requisitas 
establecidos por la Facultad que usted repre3enta. 

Sin mas por el momento, aprovecho la oca
ción para enviarle un afectuoso saludo. 

A ~ e n t a m e n t e . 

~j~ 
~LC. LOU ,. ~S RA~HREZ C·IJEÑAS 

DIRECTOR DE TESIS. 



UNIVEI\SIDAD DE GUADALAJARA 
FACULTAD DE CIENCfAS 

SRITA. SILVA J. LOPEZ PEREZ 

PRESENTE.-

Seod6o .................. . 

Expediente ........... · · · · · 

0314/90 
Nllmero .............. · •. · 

Matú6u.ta.moll ci Ul>.ted qu.e con u.ta. 6echa ha. 6ido a.pl!.oba.do el. 

.tema. de Tuill "VISEFJO, ESTANVARIZACION Y EVALUACION VE UN METOVO FLUO _ 

ROMETRICO PARA GLUCOSA-6-FOSFATO VESHIVROGENASA" palla ob.tene.IL la Lice~ 

CÁ.fLtuJt.a. en Rio.f.og.1.a. 

Al mi.6mo tiempo .te in6o1Lmamo6 a Ul>.ted qu.e ha. llido aceptada

como Vil!.ec.tol!.a. de cücha T uill la V !La.. Ma. de. LouJr.du Ra.m.Vte.z Vu.e.iia.ll. 

e .p. La. VM.Ma..de LouJr.du .Rarnútez Vu.eiia.ll, Vi!Lec.tol!.a. de. Tuili.-P.te • 
• c... p. E.e. e.xpe.cüe.n.te. de. la a.tu.mna. 

~evar Gral. ltfnrceUno Garc.la Barragán y CorrLogidora, S. R. 

'mj6d 
Tels. 19-80-;>t y 19-82.92 


