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CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

La malaria es una enfermedad que representa un problema muy grande de salud pablica. A nivel
mundial se estima que 3,400 millones de personas estan expuestas a contraer la enfermedad.
Constituye en la actualidad una de las primeras causas de morbilidad a nivel mundial y una de
las principales causas de mortalidad en paises en vias de desarrollo. Se considera que la malaria
es endémica en 104 paises, de los cuales en 97 existe transmision en curso y en 7 paises se esta
previniendo la reintroduccion de esta enfermedad [World Health Organization, 2013]. Segun
datos de Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el 2012 ocurrieron un estimado de 207
millones de casos de malaria y 627,000 muertes a nivel mundial. Se estima que aproximadamente
el 80% de los casos y el 90% de las defunciones ocurren en el continente africano, siendo los
nifios menores de cinco afios de edad y las mujeres embarazadas los grupos de poblacion méas

afectados [World Health Organization, 2013].

Se ha demostrado que la prevalencia global de la malaria y de ciertos desérdenes hemoliticos se
correlacionan geograficamente; tal es el caso de la deficiencia de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDd) [Ganczakowski et al., 1995; Nkhoma et al., 2009]. La G6PDd es uno
de los desérdenes hemoliticos hereditarios mas comunes que se presentan entre los seres
humanos. Afecta a cerca de 400 millones de personas a nivel mundial, y se espera una mayor
frecuencia en areas donde la malaria es o ha sido endémica [Luzzatto, 1979; World Health

Working Group., 1989].
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En la década de 1950 se descubrio que individuos con niveles muy bajos de G6PD en sus globulos
rojos desarrollaban anemia hemolitica al ser tratados con primaquina, debido al estrés oxidativo
ejercido sobre estas células y su incapacidad de contrarrestar este efecto adverso [Alving et al.,
1956]. Afortunadamente, la mayoria de los individuos con este desorden hemolitico permanecen
asintomaticos a lo largo de sus vidas, a menos que se expongan a un agente causante de estrés
oxidativo como ser infecciones (neumonia, hepatitis), algunos farmacos (primaquina, sulfamidas)

y la ingesta de algunos alimentos como las favas [Cappellini and Fiorelli, 2008].

Por otro lado, se han llevado a cabo varios estudios in-vitro, clinicos y epidemioldgicos que han
propuesto que la elevada frecuencia de G6PDd ha surgido como consecuencia de que algunas
variantes alélicas en el gen de la G6PD pueden conferirle a estos individuos cierta proteccion o
resistencia contra la malaria causada por Plasmodium falciparum y Plasmodium vivax
[Cappadoro et al., 1998; Louicharoen et al., 2009; Mockenhaupt et al., 2003; Roth et al., 1983;

Santana et al., 2013].

La frecuencia de variantes deficientes de G6PD se ha estudiado ampliamente en varios paises
reportandose valores que oscilan entre 0.39% y 65%, dichas variaciones estan determinadas por
el origen étnico [Sanchez et al., 2008]. Se han encontrado diferentes variantes de la enzima, con
alta frecuencia en poblaciones Africanas, Mediterraneas y Asiaticas [Porter et al., 1964]. En
América Latina, sin embargo, el nimero y la distribucién de individuos con G6PDd son menos
conocidas, en comparacion con otros continentes. La poblacion de Brasil es la mas estudiada de
la region, con frecuencias de hasta 8% [Castro et al., 2006]. La causa de la prevalencia de la
G6PDd en América podria ser el resultado de migraciones humanas procedentes de Africa, Asia,

el Mediterraneo, desde tiempos de la colonia hasta la actualidad [Luzzatto, 2006].
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Por otra parte, cabe mencionar que un tercio de los paises endémicos para malaria se encuentran
en fase previa a la eliminacion de esta enfermedad y en este sentido es necesario tener en
consideracion la G6PDd dadas las implicaciones en el tratamiento y manejo de casos de malaria
[Das and Horton, 2010; Feachem et al., 2010; Malaria Atlas Project, 2011]. La eliminacion de
la malaria es una estrategia muy distinta del control rutinario, ya que requiere no solo la
reduccion de la carga clinica, sino la completa reduccion de reservorios del parésito, mediante
estrategias enfocadas el ataque contra los gametocitos, responsables de la transmision al vector
y contra los hipnozoitos que podrian de otra forma reactivarse [Gosling et al., 2011; Moonen et

al., 2010; Wells et al., 2010].

Sin embargo, han pasado casi 80 afios desde que fue desarrollada la primaquina -una droga de
la familia de las 8-aminoaquinolonas- y ésta sigue siendo la Unica droga antimalarica con
actividad contra los estadios sexuales —gametocitos- de Plasmodium falciparum y los estadios
durmientes -hipnozoitos- de Plasmodium vivax [von Seidlein et al., 2013]. La tafenoquina
(GlaxoSmithKline®) es una nueva droga de la misma familia de la primaquina que entro en fase
de evaluacidn H1/111 para abril del afio 2014. Esta droga es considerada como un posible sustituto
de la primaquina, sin embargo se indica que podria tener una toxicidad hemolitica similar o

mayor en individuos con G6PDd [Llanos-Cuentas et al., 2013].

A pesar de la evidencia de los efectos negativos potenciales de administrar algunas drogas
antimalaricas a individuos con G6PDd, todavia existen muchos paises, principalmente en vias
de desarrollo, en los que se realiza esto sin haber determinado previamente la prevalencia de

esta condicién en las poblaciones que residen en zonas endémicas para malaria [Nkhoma et al.,
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2009]. Esta situacion sucede en Honduras, en donde existe un vacio absoluto de informacion
relacionada a la prevalencia y distribucion de poblaciones con G6PDd en el pais. Contar con
esta informacion seria de mucha importancia, teniendo en cuenta que Honduras es el pais del
Istmo Centroamericano con la mayor cantidad de casos de malaria y la mayor proporcion de
casos de malaria por P. falciparum [World Health Organization, 2013].

Por estas razones el presente estudio se ha propuesto como objetivo principal describir la
frecuencia de variantes deficientes de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en individuos que han
cursado con infeccion malérica por cualquiera de las dos especies del parasito circulantes en el
pais —P. vivax y P. falciparum —, que residen en las zonas endémicas de malaria en Honduras.

Los datos obtenidos en esta investigacion podrian contribuir a llenar parcialmente el vacio de
conocimiento relacionado con la prevalencia de las G6PDd en Honduras. Ademas serviran de
base para futuras investigaciones y particularmente para los programas de planificacion, control
y toma de decisiones en salud publica, que tienden a mejorar la salud neonatal y la distribucion

de medicamentos, especialmente las drogas antimaléaricas.

16



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes, Contexto General

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) es una enzima muy importante en la via de las
pentosas fosfato (PPP). Su deficiencia (G6PDd) representa uno de los desérdenes hemoliticos
hereditarios ligados al cromosoma X méas comunes que se presentan entre los seres humanos y
tiene una amplia gama de presentaciones clinicas [Ruwende et al., 1995]. Afecta a cerca de 400
millones de personas a nivel mundial (Figura 1) [Howes et al., 2012], y su distribucion ocurre
principalmente en regiones tropicales y subtropicales del mundo, con los mayores indices,
usualmente de 5-30% en Africa, Asia, Medio oriente, el Mediterraneo y Papta Nueva Guinea

[Luzzatto L, 1989].

30%

25%

20%

15%

| 10%
5%
0%

[ | Malaria free

Figura 1: Mapa Mundial de la distribucion de la G6PDd [Howes et al., 2012].
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Las manifestaciones clinicas de la G6PDd en los eritrocitos son un problema de salud en paises
en vias de desarrollo, causando ictericia neonatal y dependiendo del grado de deficiencia, en
ciertos individuos puede causar anemia hemolitica crénica y crisis hemoliticas seguidas a la
ingestion de ciertos agentes oxidantes. [Galiano et al., 1990]. EI conocimiento de los sintomas
asociados con la deficiencia de G6PD ha sido bien evidenciada mucho antes de ser entendidos

los mecanismos subyacentes [Beutler et al., 2007].

Las primeras evidencias en la historia relacionadas a sospechas de la G6PDd se remontan a
tiempos de Pitdgoras quien prohibiera a sus estudiantes comer favas (Vicia faba). La fuerte
aversion del matematico a este tipo de granos puede significar que el favismo ya habia sido
reconocido como una enfermedad peligrosa desde la antigiiedad, lo cual es probable debido a
que la G6PDd es comun en Grecia. Es posible que €l o algunos de sus seguidores pudieron sufrir
de ésta condicion hemolitica provocada por la ingestion de estos granos, que contienen

compuestos como la divicina que libera radicales libres [Russel, 1965].

En tiempos mas recientes se ha producido una vasta literatura sobre el favismo [Fermi, 1905;
Luisada, 1940a; Meloni et al., 1983]. En 1956, Carson y colaboradores descubrieron que muchos
individuos que presentaban niveles muy bajos de actividad de G6PD en sus glébulos rojos,
desarrollaban anemia hemolitica causada por la primaquina -droga antimalarica de la familia de
las 8-aminoaquinolinas-, debido al estrés oxidativo ejercido sobre estas células [Alving et al.,
1956]. Un tipo de respuesta semejante se presenta cuando se utilizan otras drogas y quimicos

(Tabla 1), o cuando ocurren otras infecciones.
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Tabla 1: Drogas y quimicos que deben ser evitados por individuos con G6PDd [Mason et

al., 2007].
Agentes Drogas Variantes Asociadas
Agentes antidiabéticos Glibenclamida Mediterranea,
Asiaticas
Antimalaricos Pentaquina, Pamaquina, Primaquina, = Todas
Tafenoquina
Agentes Cloranfenicol, Ciprofloxacina, Acido  Mediterranea,
quimioterapéuticos Nalidixico Asiaticas
Agentes contra la gota Urato oxidasa Recombinante Todas
Sulfonamidas Sulfasalazina , Sulfapiridina, Todas
Sulfadimidina
Sulfonas Dapsona(diafenilsulfona) Todas
Alimentos Vicia faba Mediterranea
Infecciones Bacterianas y virales

2.2.  Estructuray funcion de la G6PD

El mondmero de la G6PD humana se compone de 514 residuos de aminoacidos con un peso
molecular calculado de 59,256 daltons [Beutler, 1994; Persico et al., 1986]. La enzima activa
existe en un equilibrio dimero < tetrdmero [Au et al., 2000]. Un pH y fuerza idnica elevados
cambian el equilibrio hacia el dimero, mientras que condiciones de pH bajo y fuerza idnica
moderada causan un cambio hacia el tetrdmero; los monémeros inactivos podrian ser formados
a pH elevado [Cohen and Rosemeyer, 1969].
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La estructura tridimensional de la G6PD de la bacteria Leuconostoc mesenteroides permitio crear
un modelo dimérico homodlogo en humanos (Figura 2), lo que ha permitido profundizar en el

mecanismo de la deficiencia [Naylor et al., 1996].

Mediante micrografias de electrones se ha visto que los tetrameros predominan a pH 6 y los
dimeros a pH 8 [Wrigley et al., 1972]. Ademas, la presencia de otras moléculas como el EDTA,
NADPH y la G6P favorecen la disrupcion del dimero, en contraste con NADP+ o ciertos iones

metalicos que favorecen la formacion del tetramero.

NADP
hinding
site

Figura 2: Modelo tridimensional del dimero activo de G6PD. [Naylor et al., 1996]

La enzima G6PD tiene una funcion muy importante que consiste en catalizar la primera reaccion
de la via de las pentosas fosfato (PPP), mediante la cual en la fase oxidativa el NADP" se convierte
en su forma reducida NADPH necesario para reducir el glutation (GSSG) y sostener la biosintesis

reductora [Cappellini and Fiorelli, 2008]. EI primer paso consiste fosforilacién de la glucosa por
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la enzima hexoquinasa (HK), seguidamente la glucosa-6-fosfato (G6P) es oxidada por la accion
de la enzima G6PD que forma 6-fosfoglucono-3-lactona, un éster intramolecular. EIl NADP™ es
el aceptor de electrones y el equilibrio global esta muy desplazado en la direccion de formacion
de NADPH. La lactona es hidrolizada al acido libre 6-fosfogluconato que es oxidado y
descarboxilado por la enzima 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD), formando la
cetopentosa ribulosa-5-fosfato; ésta genera una segunda molécula de NADPH y CO>. Finalmente
la ribulosa-5-fosfato isomerasa produce ribosa-5-fosfato (Figura 3) [Mehta et al., 2000; Nelson
et al., 2008; Tsai et al., 1998]. En algunos tejidos la via de las pentosas fosfato acaba en este
punto, estas reacciones se pueden resumir de la siguiente manera:
G6P + 2NAD* + H30 -------- > R5P + 2NADPH + 2H* + CO»

El NADPH producido por la accion de la G6PD y 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGD), es
la fuente de energia reductora para todas las células, actuando como un donador de electrones en
la biosintesis reductiva especialmente de colesterol y acidos grasos, asi como en la sintesis de

oxido nitrico. [Mehta et al., 2000].

Glucosa TN
HO D;_EH T/i
l HK H OH

Glucosa-6-fosfato W

R-O-OH 2GSH NADP ) l L
ROH ) ( GS sg) ( NADPH 6-Fosfoglucono-6-lactona A .

+ H,O Kou
l 6PGL .
R-O-OH 2GSH NADP ) 6-Fosfogluconato o
6PGD o
RO ) CGSSG) CNADPH l
+ H2O . H7C7
Ribulosa-5-fosfato o
l RuSPI L
Ribosa-5-fosfato i e

Figura 3: Fase oxidativa de la via de las pentosas fosfato (PPP) que revela la funcion que tiene

la enzima G6PD. Adaptado de [Mehta et al., 2000].
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En la fase no oxidativa la glucosa se puede convertir en seis azucares de cinco carbonos de forma
alternativa a las vias de generacion de energia -glicdlisis, ciclo del acido citrico y la fosforilacion
oxidativa- actuando en esta interconversion de azucares. Las enzimas transcetolasa (requiere de
tiamina pirofosfato) y transaldolasa. Los azUcares de ribosa son precursores en la biosintesis de
un numero de moléculas muy importantes, tales como el ATP, CoA, NAD, FAD, ARN y ADN.
Ademas la ribosa-5-fosfato (R5P), formada por la PPP puede ser completamente convertida de

nuevo en intermediarios glicoliticos [Mehta et al., 2000; Nelson et al., 2008].

La G6PD en el caso particular de los eritrocitos es de vital importancia, debido a que este tipo de
células carecen de mitocondrias y la Unica fuente de NADPH la obtienen por medio de la via de
la PPP lo que permite contrarrestar el estrés oxidativo intracelular causado por especies reactivas
de oxigeno, peroxido de hidrogeno (H20), radicales libres superoxido, que son altamente
reactivos generados como subproductos metabdlicos. Estos agentes oxidativos no pueden ser
reducidos ya que los eritrocitos no pueden producir suficiente NADPH, lo que afecta la
generacion de importantes agentes reductores de H.O> en las células, como el glutation
peroxidasa, la catalasa y la tiorredoxina reductasa a través del sistema de
tiorredoxina/tiorredoxina reductasa dentro de los eritrocitos. [Kirkman and Gaetani, 1984; Low
et al., 2008; Peters and Van Noorden, 2009]. La G6PDd conduce a la oxidacion de la
hemoglobina a metahemoglobina y un subsecuente dafio celular. [Cappellini and Fiorelli, 2008;

Ruwende and Hill, 1998].

La actividad enzimatica de la G6PD se define con base en Unidades Internacionales (Ul) que se
definen como la cantidad de actividad de G6PD que convertira 1 micromol de NADP por minuto

bajo condiciones predeterminadas del sustrato y de las condiciones de la reaccion [World Health
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Organ Tech Rep Ser., 1967]. Puede ser expresada tanto en relacion con un nimero estandar de
células (U/10'? globulos rojos) o a la cantidad de hemoglobina (U/g Hb). La actividad de G6PD
se determina normalmente midiendo su actividad en un lisado de una muestra de sangre total o
una preparacion de globulos rojos a partir de una muestra [Domingo et al., 2013].
2.3.  Genética de la G6PD
La enzima G6PD estéa codificada por el gen del mismo nombre que es de expresion constitutiva
en todos los tejidos del cuerpo humano. Este gen fue clonado y secuenciado por primera vez en
1986 [Persico et al., 1986], y se encuentra localizado sobre la region telomérica del brazo largo
del cromosoma X, Banda Xg28 (Figura 4), mide 18kb y se estructura en 13 exones. Se transcribe
en un fragmento de ARNm de 2.269kb con una regidn codificante de 1.545kb (Figura 5) [Mehta

et al., 2000].

I
%
—#
¥
i) Mogt

- | B B (1] — b [FUTRE Y ;
I ~|I-¢-'-4 | | (&-‘m—n 4"+ r I
= [\ g Al
- = o =3 3 — w &
2 o 3 R — Iy = o = = =R % @
Ce A0 % - = = = n kit ,
St E5Eii 3 ¢ B EEEERIE R e
O <2< x2IU =1 = S U F m ko LCH<TO ZTADEAD

Figura 4: Diagrama del cromosoma X que muestra la regién X28q y la posicion del locus
G6PD [Saunders et al., 2002].
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Figura 5: Estructura del gen G6PD que muestra las posiciones relativas de los exones e intrones.
Dado que el gen G6PD es codificado por la hebra negativa del cromosoma X, el
esquema presenta al exon 1 a la derecha y al exdn 13 a la izquierda [Clark et al.,
2009].
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En caso de los eritrocitos la G6PD es de gran importancia, los mutantes con 100% de deficiencia
enzimatica son incompatibles con la vida y por lo tanto no se encuentran en la naturaleza. De
hecho, las alteraciones severas como deleciones, mutaciones sin sentido, mutaciones con cambio
de marco de lectura, defectos de “splicing” no se han descrito para este gen [Beutler, 1994; Mehta
et al., 2000].

La G6PDd es una enfermedad recesiva ligada al cromosoma X y la manifestacion de los fenotipos
debidos a las mutaciones genéticas del gen de la G6PD son mas probables en hombres, ya que
son hemicigotos —solo tienen un cromosoma X-. En las hembras se pueden evidenciar diferentes
niveles de deficiencia de esta enzima debido a la inactivacion parcial de uno sus cromosomas X,
generando hembras con genotipos heterocigotos normales o deficientes y homocigotos
deficientes [Beutler et al., 1962; Sanchez et al., 2008]. La frecuencia de hembras homocigotas

deficientes es baja debido a la improbabilidad relativa de dicha herencia.

2.4.  Deficiencia de G6PD y seleccion natural

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha realizado una clasificacion de las variantes
genéticas de la G6PDd en cierta manera arbitraria y se establece de acuerdo a los niveles de
actividad de la enzima relacionados a la magnitud de la deficiencia enzimaética y a la severidad
de la hemolisis que causa. La expresion clinica de la G6PDd varia desde una deficiencia severa
hasta una actividad enzimética incrementada y umbrales de 10 y 60% se utilizan para definir el
grado de actividad de G6PD [World Health Working Group., 1989].

Se han caracterizado aproximadamente 140 variantes de la proteina G6PD a nivel mundial
[Cappellini and Fiorelli, 2008]. Estas variantes pueden ser agrupadas en 5 grupos o clases,
dependiendo de su actividad en el eritrocito y sus manifestaciones clinicas asociadas (Tabla 2)

[Frank, 2005; World Health Working Group., 1989; Yoshida et al., 1971]. La morbilidad
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relacionada con la deficiencia de G6PD se manifiesta solamente en casos de cierto estres, se ha
sugerido que en ausencia de estrés, esta deficiencia enzimatica no tiene repercusiones. Varios
estudios revisados por Beutler han expresado que incluso en ausencia de cualquier estrés, los

individuos con actividad deficitaria de G6PD presentan anormalidades clinicas [Beutler, 1994].

Tabla 2: Clases de G6PDd segun actividad enzimatica en eritrocitos. [World Health
Working Group., 1989]

Clase Nivel de Descripcion
Deficiencia
Clase | Severa Variantes con nivel de deficiencia grave que se

manifiestan con anemia hemolitica no esferocitica,

cronica, en presencia de funcién eritrocitica normal.

Clase Il Severa Variantes con nivel de deficiencia grave y actividad

enzimatica menor al 10% del normal.

Clase 111 Moderada Variantes con nivel de deficiencia moderado cuya

actividad enzimatica es de 10% a 60% del normal.

Clase IV Leve a Ninguna  Variantes sin ningln nivel de deficiencia o con uno leve

con nivel de actividad enzimatica de 60 a 150% del normal

Clase V Ninguna Variantes sin ningun nivel de deficiencia, cuya actividad

enzimatica es mayor al 150% de lo normal.

Las variantes enmarcadas en la clase I implican la mayor gravedad clinica, suelen ser producto
de mutaciones en el extremo carboxilo [Beutler, 1991] que conllevan una pobre funcién de la

proteina, lo cual se manifiesta como anemia no esferocitica cronica con esplenomegalia, porque
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los eritrocitos presentan una vida media mas corta, aun sin estar sometidos a estrés oxidativo.
Este tipo de mutaciones que generan variantes enzimaticas en las que pesa mas la desventaja de
la anemia cronica que la ventaja de supervivencia no se propagan y siempre debe pensarse que

son esporadicas. [Luzzatto L, 1989]

La variante mediterranea se considera dentro de la clase Il y afecta a poblaciones de origen
italiano, griego, espafiol, arabe y judio. Al contrastar la variante mediterranea con la variante A-
que también es comun pero clasificada en el grupo 111 se ha concluido que, aungue ambas pueden
provocar hemolisis por farmacos oxidativos, la primera produce hiperbilirrubinemia neonatal

mas grave y favismo con mayor frecuencia [Frank, 2005].

Con los avances en la biologia molecular se ha logrado estimar diferentes y caracterizar las
variantes de la G6PDd, mediante el analisis de las mutaciones en el gen de la G6PD. El alelo
G6PD A-, contiene 2 mutaciones, G376A y G202A, y es la variante deficiente mas comun en
Africa, con una frecuencia de hasta 25% [Beutler et al., 1989]. Asi mismo, nuevos
descubrimientos sugieren que una baja frecuencia de mutacién en la posicion 542 puede estar

presente en Africa Occidental. [Clark et al., 2009]

La mutacién G376A por si misma resulta en el alelo G6PD A, con 80% de la actividad enzimatica
del tipo silvestre de la G6PD. Cuando se presenta ésta mutacion en combinacion con la G202A,
el alelo resultante, G6PD A-, produce una enzima con aproximadamente 12% de actividad

enzimatica del tipo silvestre de la G6PD [Beutler et al., 1989; Hirono and Beutler, 1988].
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La G202A casi siempre ocurre secundariamente a la mutacion en la posicion G376A [Hirono et
al., 2002; Tishkoff et al., 2001]. Otros alelos, constituyen el 5% de este genotipo y se deben a

mutaciones en las posiciones de nucledtidos 680 6 968 en el caso de G376A [Beutler et al., 1989].

2.5. Manifestaciones Clinicas relacionadas a la G6PDd

La G6PDd es un defecto de gran heterogeneidad clinica debido a la importante variabilidad
alélica [Ramirez-Cheyne and Zarante, 2009]. Afortunadamente, la mayoria de los individuos con
G6PDd son asintomaticos a lo largo de sus vidas, y en muchos casos desconocen su condicion.

Los sintomas son inducidos cuando las células estan expuestas a estrés oxidativo exdgeno, contra
lo cual no se pueden defender a si mismas. La severidad de los sintomas y el tratamiento
subsecuente requerido, depende del grado de la deficiencia -lo que lo hace variante dependiente,
la naturaleza y dosis total del agente oxidativo, el tiempo de exposicién, la presencia y estrés
oxidativo adicional, y factores pre-existentes, como la edad, concentracion de hemoglobina e

infeccion concurrente [Cappellini and Fiorelli, 2008].

Hemolisis Aguda

La aparicién de episodios hemoliticos agudos se debe a infecciones, ingestion de favas o
exposicion a agentes oxidativos como drogas y quimicos (Tabla 1). Posteriormente se
descubrieron muchas drogas con efecto similar, constituyendo la anemia hemolitica aguda
inducida por farmacos el prototipo clinico de la deficiencia de G6PD. Los episodios tipicos de
hemolisis se producen de 24 a 72 horas después de la administracion del farmaco. Hay una rapida
caida de los valores del hematocrito y de la hemoglobina (Hb), y la orina se torna oscura como
resultado de que los eritrocitos viejos tienen los niveles de deficiencia mas altos y por tanto se

hemolizan primero. Clinicamente, la hemolisis aguda puede causar dolor abdominal o de espalda
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y una ictericia secundaria a una elevacion de bilirrubina no conjugada. Seguidamente a la
hemolisis de esa poblacidén de eritrocitos surge una nueva poblacion eritrocitos jovenes y
reticulocitos que tipicamente tienen niveles mas altos de actividad enzimatica para contrarestar
el dafio oxidativo sin que se genere hemolisis. Generalmente después de una duracion de 96 a
144 horas la hemdlisis cesa, y se presenta una reticulocitosis, seguida por un ascenso del

hematocrito y de la Hb [Edwards, 2002; Frank, 2005].

Ictericia neonatal

La manifestacion clinica mas seria asociada a la G6PDd es la Ictericia Neonatal, la cual se
manifiesta 2 a 3 dias después del nacimiento. Esta severidad altamente variable puede llevar al
kernicterus [Beutler et al., 2007] y a dafio neurol6gico permanente. Frecuentemente se asume
que la ictericia es un resultado de la hemdlisis pero este no parece ser el caso. Sin embargo los
neonatos con G6PDd que desarrollan ictericia no presentan anemia. En este caso la ictericia es
el resultado del malfuncionamiento del higado, debido presuntamente a la deficiencia de la
enzima en el higado, pero es completamente posible que el acortamiento de la vida media de los

eritrocitos juegue un rol importante [American Academy of Pediatrics Subcommittee on, 2004].

Anemia hemolitica no esferocitica congénita

Los individuos que han heredado mutaciones raras asociadas a variantes del grupo | de G6PD,
tienen una actividad enzimatica residual muy baja, por lo que sufren de anemia hemolitica aun
en ausencia de agentes oxidantes. Dichas variantes han sido descritas (casi invariablemente en
los hombres dentro de un unico linaje) en muchas partes del mundo, independientemente de los

tipos comunes en la regién. La mayoria de estos individuos han presentado ictericia neonatal
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requiriendo frecuentemente transfusion y desarrollan hemolisis a drogas e infecciones [Beutler

et al., 1968; World Health Organ Tech Rep Ser., 1967].

2.6. Diagnostico de G6PDd

El diagnostico definitivo de la G6PDd esta basado en la estimacion de la actividad enzimética en
sangre [Beutler, 1994], para lo cual existen diversas técnicas.

Los andlisis espectrofotométricos cuantitativos evalGan el promedio de produccion NADPH a
partir del NADP [Beutler, 1984], basados en que el NADPH fluorece cuando es excitado con una
luz a una longitud de onda de 340nm, mientras que el NADP no lo hace. Por otro lado, el NADPH
convierte la sal tetrazolium (incolora) en un compuesto coloreado denominado “formazan”,
mientras que el NADP no lo hace [Peters and VVan Noorden, 2009].

Para el monitoreo rapido de la poblacion se han aplicado diversos métodos semicuantitativos
como el ensayo de tincion y descoloracion desarrollado por Motulksy en 1961 [Motulsky and
Campbell-Kraut, 1961], asi como ensayos de gota fluorescente, que indican deficiencia de G6PD
cuando la gota de sangre no emite fluorescencia bajo luz ultravioleta [Beutler, 1966]. Para llevar
a cabo estas técnicas hay que tomar ciertas consideraciones como ser la de no realizar esta
medicién luego de eventos que puedan conducir a falsos negativos. Esos eventos son:
transfusiones de eritrocitos, por la presencia de eritrocitos exdgenos funcionales; y episodio
hemolitico agudo, porque los eritrocitos viejos se han hemolizado y s6lo quedan eritrocitos

nuevos funcionales [Ramirez-Cheyne and Zarante, 2009].

Mediante los metodos semicuantitativos bioquimicos y espectrofotométricos pueden surgir
algunos inconvenientes en el diagndstico de variantes de G6PD, durante la medicion de la

actividad enzimatica en un episodio de hemolisis aguda o en la presencia de un conteo elevado
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de reticulocitos, debido a que el nivel de actividad en eritrocitos jovenes es mayor que en células
maduras; conllevando a falsos resultados negativos de G6PDd, siendo en este caso Utiles otras

metodologias [Ringelhahn, 1972].

El desarrollo de métodos de diagnostico molecular -PCR, secuenciacion directa, electroforesis
en gel de gradiente desnaturalizante, entre otros -, permite llevar a cabo un enfoque diagnostico
aparentemente mas claro, ya que éstos utilizan cebadores especificos para identificar la presencia
0 ausencia de variantes 0 mutaciones especificas en el propio gen. Se han usado en la deteccion
de mutaciones especificas en estudios poblacionales, familiares y en casos raros y severos de
diagnostico prenatal. Ademas constituyen un método definitivo de diagndstico para discernir
entre variantes deficientes de G6PD en hembras heterocigotas, que por otras metodologias
podrian ser clasificadas incorrectamente como normales [Mason, 1996].

Asi mismo, los métodos moleculares permiten profundizar en aspectos relacionados a la
severidad de la condicion para las mutaciones para las que se conocen fenotipos y niveles
enzimaticos residuales, como ser fenotipos conocidos de sensibilidad a la primaquina [Cappellini

and Fiorelli, 2008; Howes et al., 2013].

2.7.  Tratamiento y Prevencion de efectos adversos a la G6PDd

La estrategia de tratamiento mas efectiva para la G6PDd es la prevencion de hemodlisis, evitando
exposicion a agentes oxidativos como ser farmacos, quimicos y favas. Sin embargo, este enfoque
requiere que el paciente tenga conocimiento de su deficiencia, como resultado de un episodio
hemolitico previo o mediante un programa de monitoreo. En muchos casos la hemolisis aguda
en individuos con G6PDd es de corta duracion y no requiere tratamiento especifico. En casos

poco frecuentes —usualmente en nifios-, la hemdlisis aguda conlleva a una anemia severa que
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puede requerir transfusion de globulo rojos y en el caso de ictericia neonatal causada por la
deficiencia de G6PD, el manejo y tratamiento es el mismo que la ictericia neonatal por otras
causas [Cappellini and Fiorelli, 2008].

Si bien existen efectos adversos a la G6PDd ante el estrés oxidativo generado por ciertos
farmacos como la primaquina —antimalarico-, se ha evidenciado que algunos cambios en los
eritrocitos pueden generar cierto grado de resistencia o proteccion contra la infeccion por malaria.
Por lo que es necesario profundizar en el estudio de la malaria ya que tienen una estrecha relacién

con la G6PDd y sus efectos clinicos pueden ir de benignos hasta letales.

2.8.  Antecedentes de la Malaria

La malaria es considerada una de las enfermedades que méas ha afectado a la humanidad, y
muestra altas tasas de mortalidad entre los nifios. Es una infeccion causada por parésitos del
género Plasmodium, que se transmiten al hombre por la picadura de las hembras infectadas de
los moquitos del género Anopheles. Esta enfermedad ha estado presente en los trépicos por siglos
y fue descrita desde el afio 2700 a. C. en los c&nones chinos de medicina [Gilles and Warrell,
1993; IOM., 1991].

Segun la OMS a nivel mundial se estima que mas de 3 mil millones de personas estan en riesgo
de contraer malaria ya sea por habitar o por visitar zonas endémicas. Mata a mas de un millén de
infantes anualmente solo en Africa, y a una persona cada 30 segundos, por lo que constituye en
la actualidad una de las primeras causas de morbilidad a nivel mundial y una de las principales
causas de mortalidad en paises en vias de desarrollo.

La malaria afecta aproximadamente 104 paises (Figura 6). Sin embargo con el calentamiento
global y otros problemas sociales y climatoldgicos podria ser una enfermedad emergente o

reemergente en ciertas zonas del mundo [World Health Organization, 2013].
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Figura 6: Paises y territorios afectados con la malaria, 2010. [World Health Organization, 2012].

En Honduras, la malaria se encuentra como prioridad en las metas del milenio del pais debido a
que constituye un problema importante en salud publica [World Health Organization, 2012]. El
territorio hondurefio reune las condiciones para su transmision y presenta la mayor cantidad de
casos de malaria del Istmo Centroamericano y también tiene la mayor proporcion de casos de
malaria por P. falciparum. Segun datos del Ministerio de Salud Publica de Honduras, en el afio
2011 se informaron un total de 7,612 casos de malaria en el pais, de los cuales 92.1% fueron por
P. vivax y 7.9% por P. falciparum o por infecciones mixtas por ambas especies. La mayor
cantidad de casos de malaria en Honduras esta distribuida en los departamentos de Colon, Gracias

a Dios, Atlantida e Islas de la Bahia (Figura 7).
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Figura 7: Distribucion de casos de malaria en Honduras, 2012. [World Health Organization,

2012]

2.9. Ciclo bioldgico de Plasmodium

En el ciclo del Plasmodium los mosquitos del género Anopheles participan como hospedadores
definitivos ya que en ellos el parasito se reproduce sexualmente. Mientras que los humanos y
otras especies de vertebrados actian como hospedadores intermediarios, al multiplicarse
asexualmente. Las especies de Plasmodium que clasicamente infectan al ser humano son:
Plasmodium falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae, que producen las fiebres Terciana
Maligna, Terciana Benigna, Terciana Ovale y Malaria Cuartana respectivamente [Hommel and
Guilles, 2005]. De las cuatro especies causantes de malaria entre los humanos, Plasmodium

falciparum es la mas letal. Recientemente se han publicado reportes del sudeste asiatico de
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infeccion natural en humanos por Plasmodium knowlesi, especie propia de simios [Oon Teg et

al., 2008].

El Plasmodium es un protozoo con un ciclo de vida bastante complejo que comprende dos fases,
una fase asexual o esquizogonia en el hospedero humano, y una breve fase sexual obligatoria en
el mosquito vector, o esporogonia. En el humano, la infeccion inicia con la picadura de la hembra
del género Anopheles infectada con el parésito, que introduce las formas del parésito

denominadas esporozoitos [IAES, 2011].

Los esporozoitos circulan por corto tiempo e invaden las células hepéticas para formar los
esquizontes tisulares, los cuales lisan los hepatocitos y liberan miles de merozoitos (10.000 a
30.000) que invaden los globulos rojos. Dentro del glébulo rojo, los merozoitos maduran a los
estadios de anillo, trofozoito y esquizonte eritrocitico. EI esquizonte maduro rompe el eritrocito

y libera merozoitos que posteriormente invadiran otros glébulos rojos [Jimenez et al., 2005].

Algunos de estos merozoitos sufren un proceso de diferenciacion en formas sexuales
denominadas microgametocitos y macrogametocitos, que son los estadios infectantes para el
mosquito vector. Una vez el parasito entra al intestino medio de Anopheles, ocurre la maduracion
y la fertilizacion de gametos dando como resultado la formacion del cigoto, el cual se convierte
en una forma movil, denominada ooquineto, que posteriormente se transforma en ooquiste. Esta
ultima forma parasitaria contiene el producto meiotico y mitético de un dnico cigoto y da lugar
a los esporozoitos que migran a las glandulas salivares del mosquito listas para infectar al humano

en una nueva ingesta sanguinea [Fujioka and Aikawa, 1999].
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2.10. La Malariay la G6PDd

La dispersion epidémica de la malaria (especialmente por P. falciparum) estd asociada con el
surgimiento de la agricultura [Kwiatkowski, 2005]. En consecuencia, se ha sugerido que la
malaria podria ser considerada como la mayor fuerza selectiva en la historia reciente de la
humanidad.

La distribucién mundial de la malaria se extiende alrededor de la zona tropical y es muy similar
a la distribucion de los alelos deletéreos de G6PD. Sin embargo, hay dos excepciones
correspondientes al sur de Europa y América del Norte, donde no hay malaria y se ha evidenciado
que los alelos G6PD deficientes tienen una alta frecuencia [Allison and Clyde, 1961; Oppenheim
et al., 1993]. De hecho, la malaria en el sur de Europa se ha eliminado apenas en el siglo XX, y
la deficiencia de G6PD en América del Norte esta confinada principalmente a los inmigrantes de
las regiones maléricas y a poblaciones con descendencia Africana y Mediterranea. En estos sitios
hay que mantener una vigilancia permanente ante cualquier posible signo de reaparicion de la

enfermedad [Cappellini and Fiorelli, 2008].

Por ejemplo, en Cerdefia, la variacion en la frecuencia del alelo mediterraneo de G6PD se altera
con los cambios en la altitud y con el patron histérico de la distribucién de la malaria. En
America, la deficiencia es prevalente como resultado de migraciones en tiempos desde la llegada
colonizadores y en tiempos recientes [Sanchez et al., 2008]. La prevalencia de G6PDd varia en
estudios latinoamericanos entre cero y 11,89%, sin embargo en pacientes con anemia hemolitica

sube a 30,3% [Carmona-Fonseca et al., 2008].
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2.10.1. Hipdtesis de la malaria

La prevalencia de la deficiencia de G6PD se correlaciona grandemente con areas geograficas
endémicas de malaria y esto ha llevado a formular la hipétesis de que la deficiencia de G6PD
confiera proteccion contra esta infeccion parasitaria [Cappellini and Fiorelli, 2008; Ruwende and
Hill, 1998]. Los eritrocitos con G6PDd al ser infectados por Plasmodium sufren fagocitosis por
macrofagos en una etapa mas temprana de la maduracion del parésito que los eritrocitos con
niveles normales de G6PD con infeccidn parasitaria, lo que sugiere ser un mecanismo protector

contra la malaria.

El glutatién en su estado reducido (GSH), provee de energia reductora a las células como
mecanismo natural para contrarrestar al estrés oxidativo y se genera en los eritrocitos por medio
de la via de las pentosas fosfato. La G6PD cataliza un punto de regulacién de esta via, por lo que
su deficiencia (G6PDd) afectara la adecuada produccion de NADPH y a su vez la
reduccion del glutation en la célula. Esto genera altas concentraciones de radicales libres de
oxigeno y H20> dentro de los glébulos rojos, lo cual tambien se asocia como un
mecanismo protector contra el parasito de la malaria ya que en estas condiciones el

pardsito no va sobrevivir [Peters and Van Noorden, 2009; Cappadoro et al., 1998].

Ademés de la G6PDd hay varios polimorfismos asociados con oligoproteinas de superficie
celular eritrociticas (grupos sanguineos), defectos de la hemoglobina y deficiencias enzimaticas
como anemia de células falciformes, talasemia alfa, talasemia beta, hemoglobina homocigota C,
hemoglobina E, ovalocitosis del sudeste asiatico que también se han asociado con algun grado

de proteccion contra la malaria [Ayi et al., 2004].
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En contraste a esta hipotesis esta el efecto adverso que se origina en individuos con G6PDd por
ciertos farmacos y quimicos. Para el tratamiento de la malaria las 8-aminoquinolinas, una clase
de drogas descubiertas hace casi 80 afios dentro de las que se encuentra la primaquina, sigue
siendo el Unico entre los medicamentos antimalaricos que tiene actividad contra las fases sexuales
(gametocitos) de P. falciparum y etapas latentes de Plasmodium vivax (hipnozoitos), con la

desventaja que causa efectos adversos en individuos con G6PDd [von Seidlein et al., 2013].

Hay un nuevo medicamento en fase de prueba I11/111, la tafenoquina, que se ha propuesto como
sucesor a la primaquina, y que presenta la ventaja respecto a la primaquina de que se toma en
una dosis Unica; pero también es probable la toxicidad hemolitica en pacientes G6PDd, y por lo
tanto se aplican las mismas restricciones que tiene la primaquina [Howes et al., 2012]. Se estima
que en el futuro, la administraciéon de tafenoquina para tratar una infeccion por P. vivax, haga
necesaria la deteccion previa de fenotipos altamente deficientes en G6PD y por lo tanto la
determinacion de una linea base poblacional que revele las frecuencias de G6PDd son muy

importantes [Llanos-Cuentas et al., 2013].

La complejidad y la diversidad genética de Plasmodium son en gran medida responsables del
éxito de la supervivencia de este paréasito a lo largo de la historia, asi como del fracaso parcial de
las medidas de control empleadas con el objetivo de eliminarlo. Entre otras ventajas, la diversidad
genética le confiere a Plasmodium la capacidad para evadir la respuesta inmune del hospedero y
producir variantes resistentes a medicamentos y a vacunas, caracteristicas estas que son

relevantes para el control de la enfermedad [Jimenez et al., 2005].
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2.10.2. Proteccion contra la malaria

La diversa distribucion geografica de talasemias, G6PDd, ovalocitosis y el grupo sanguineo
Duffy son ejemplos del principio general que reza que diferentes poblaciones humanas han
sufrido de diferentes variantes genéticas dirigidas a la proteccion contra la malaria [Kwiatkowski,

2005].

El hecho de que diferentes alelos de resistencia a la malaria han surgido en diferentes lugares,
sugiere que ha ocurrido recientemente un gran evento en la seleccion evolutiva por la malaria en
la historia de la humanidad, desde que el hombre comenzé a migrar fuera de Africa. Esto es
apoyado por analisis de la seleccion positiva en el genoma humano. Analisis de haplotipos y
modelos estadisticos de alelos africanos de resistencia malarica en el locus de la G6PD, sugieren

su origen en aproximadamente los ultimos 10,000 afios [Tishkoff et al., 2001].

Por otro lado, el andlisis del alelo HbE del Sureste Asiatico sugiere que este se origind en los
ultimos 5,000 afios [Ohashi et al., 2004]. Otros estudios de alelos de resistencia a la malaria de
G6PD y CD40L en Africa occidental que han hecho uso de pruebas de haplotipo de amplio rango
son ademas consistentes con la reciente seleccidn positiva [Sabeti et al., 2002]. Estos hallazgos
no solo son de interés historico, sino que son ademas de valor practico en la busqueda de nuevos
loci de resistencia antimalarica y uno de los mayores desafios que enfrentan los investigadores

en la determinacion y seleccion de un conjunto de marcadores mas eficientes para el analisis.

En el caso de la malaria se ha puesto interés en alelos que muestran evidencia de la seleccién
positiva en regiones donde la malaria es endémica. P. faciparum parece haber emergido como

una fuerza selectiva poderosa, subsecuente a la divergencia de poblaciones africanas, asiaticas y
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europeas, por lo que un punto de partida para el anlisis a lo largo del genoma de loci de

resistencia a la malaria es buscar alelos que muestran una gran diferencia en la frecuencia entre

los principales grupos de poblaciones [Kwiatkowski, 2005]. Los polimorfismos que protegen

contra malaria tienden a incrementar sus frecuencias en poblaciones afectadas, y si la seleccion

es reciente podrian mostrar un fuerte desequilibrio en el ligamiento con marcadores genéticos

flanqueantes.

Otras evidencias que apoyan la hipotesis de la proteccion contra malaria en fenotipos deficientes

en G6PD son:

1)

2)

3)

4)

Los estudios in vitro que comparan el crecimiento de los parasitos en eritrocitos G6PDd
con el crecimiento en eritrocitos normales revelan que el crecimiento es mas lento en
células deficientes [Friedman, 1979; Roth and Schulman, 1988].

Ruwende y colaboradores demostraron que el genotipo G6PD A- puede reducir el riesgo
de infeccién malarica en 46% y 58% tanto en mujeres heterocigotas como en varones
hemicigotos respectivamente. Estos resultados se basaron en dos estudios caso-control en
cerca de 2000 infantes africanos [Ruwende et al., 1995].

Marcadores RFLP en el locus G6PD vy la variacién en los microsatélites cercanos al locus
G6PD (alrededor de 18kb corriente abajo) demostraron que el LD para las variantes A- y
Mediterranea no pueden ser explicadas por deriva genética normal [Tishkoff et al., 2001].
El tiempo estimado en que surgieron las variantes A- y Mediterranea es consistente con
el tiempo estimado de dispersién de la malaria.

Otros estudios han demostrado un fuerte desequilibrio de ligamiento y alta

“homocigosidad extendida en los haplotipos” (EHH) para el locus G6PD [Sabeti et al.,
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2002; Saunders et al., 2002; Saunders et al., 2005; Tishkoff et al., 2001; Verrelli et al.,
2002].

5) Al usar los haplotipos del gen G6PD vy la edad estimada del origen de las variantes
deficientes en los estudios anteriores, existe correlacion entre la diseminacion epidémica

de la malaria y el surgimiento de la agricultura.

Se han llevado a cabo experimentos hechos tanto in vitro como in vivo para establecer el
mecanismo de proteccion de las variantes de G6PD en los genotipos masculino y femenino;
encontrandose bajas densidades parasitarias en individuos de ambos sexos con la variante G6PDd
A-, en comparacién con individuos sin alguna variante deficiente de G6PD [Allison and Clyde,

1961; Gilles et al., 1967].

Los estudios con nifios son ventajosos porque es posible controlar el efecto de la inmunidad
relativa. Esta puede ser un elemento que podria confundir la interpretacion de los resultados en
individuos mayores. Beutler informé que la G6PDd era protectora entre los soldados
afroamericanos en Vietnam que no habia experimentado malaria previamente. La tasa de
parasitacion causada por P. vivax y P. falciparum fue significativamente mayor en individuos

normales que en aquellos varones de etnia Naga G6PD A- en India [Kar et al., 1992].

Las tasas de parasitacion fueron altas entre individuos normales cuando se compararon con
mujeres heterocigotas. Las mujeres normales y homocigotas para la deficiencia no mostraron
diferencias en sus tasas de parasitemia; sin embargo, el tamafio de la muestra de las hembras
homocigotas para la deficiencia fue muy pequefia. Ruwende y colaboradores, concluyeron que

la forma comdn africana de deficiencia en G6PD (A-) esta asociada con una reduccion del 46%
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en el riesgo de malaria severa para las mujeres heterocigotas y de 58% para los varones

hemicigotos [Ruwende et al., 1995].

Debido a la inactivacion aleatoria de uno de los cromosomas X en las mujeres, algunas células
tienen un cromosoma X activo mientras que otras células tienen activo el X complementario. Por
tanto una hembra heterocigota puede tener los dos tipos de eritrocito en su sangre
simultaneamente, G6PD normal o deficiente, dependiendo de cual cromosoma esté inactivo, lo
que recibe el nombre de parasitacién diferencial de eritrocitos. Se ha encontrado que la
parasitacion puede llegar a ser de 2 a 80 veces mayor en células normales que en células
deficientes revelando que las células G6PDd son protectoras contra malaria. [Luzzatto et al.,

1969].

En Honduras existen areas bien conocidas con altas prevalencias de malaria en las que esta
deficiencia enzimatica es potencialmente una causa importante pero ignorada de
morbimortalidad. Existen pocos datos sobre la prevalencia de la deficiencia de G6PD, por lo que
es necesario llenar el vacio de informacion y conocimiento relacionado. Lo que servira de base
para futuras investigaciones y programas de planificacion, control y toma de decisiones en salud
publica, que tienden a mejorar la salud neonatal y la distribucién de medicamentos,

especialmente las drogas antimalaricas.
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

3.1.  Obijetivo general

Describir la frecuencia de variantes alélicas de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD) en individuos con infecciones malaricas que residen en las zonas endémicas de malaria

de Honduras.

3.2.  Objetivos especificos

e Describir la frecuencia de los genotipos G6PD A+ (376 A>G) y G6PD A— (376A>G,
202G>A) en una poblacion que reside en zonas endémicas de malaria de Honduras que
ha cursado con infeccion malérica por cualquiera de las dos especies del parasito
circulantes en el pais.

e Evaluar la concordancia entre los resultados obtenidos mediante las técnicas de PCR-
RFLP (Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion) y el kit comercial de
genotipificacion para variantes africanas de G6PD (Solgent®, Corea del Sur); usadas para
la determinacion de las variantes alélicas de G6PD.icacion, digestion de ADN para la
determinacion de variantes alélicas deficientes de G6PD.

3.3.  Disefio de investigacion
El disefio de este estudio fue descriptivo.
3.4.  Periodo de estudio
El estudio tuvo una duracién de 12 meses no consecutivos comprendidos entre julio 2013 y

diciembre 2014.
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3.5.  Area de estudio

Departamentos de Honduras considerados zonas endémicas de malaria: Atlantida, Colon,
Gracias a Dios, Islas de la Bahia y Olancho (Anexo 2).

3.6.  Unidad de analisis

Muestras de sangre total en papel filtro de individuos con malaria de las zonas endémicas que
resultaron positivos a la prueba de deteccion del gen 18S ribosomal del parasito.

3.7.  Universo

El universo del estudio estuvo constituido por muestras de sangre de individuos hombres o
mujeres de cualquier edad con malaria residentes en zonas endémicas para esta enfermedad.

3.8. Tamario de muestra

Se analizaron 400 muestras de sangre en papel filtro, provenientes de las zonas endémicas de
malaria de Honduras.

3.9.  Tipo de muestreo

El muestreo fue no probabilistico por conveniencia.

3.10. Coleccidn y seleccion de las muestras

Las muestras de los individuos incluidos en este estudio, fueron colectadas previamente por la
Secretaria de Salud de Honduras, mediante puncidn digital en papel filtro Whatman FTA® (GE
Healthcare), en el periodo de tiempo comprendido entre 2009 y 2011. Todas las muestras fueron
previamente analizadas por microscopia (Gota gruesa y Extendido Fino) y subsecuente
caracterizacion molecular por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en busqueda del gen
18S ribosomal del parasito (Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum). Todas las muestras
permanecieron almacenadas en el banco de ADN del Laboratorio Teasdale-Corti de la

Universidad Nacional Auténoma de Honduras a -20 °C.
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El proceso de seleccion de muestras del banco de ADN se baso en la delimitacion de los
siguientes criterios de inclusion: diagnostico positivo por malaria, procedencia de zonas
endémicas de malaria de Honduras (Departamentos de Atlantida, Colon, Gracias a Dios, Islas de
la Bahia y Olancho).

3.11. Analisis de laboratorio

Se realizaron andlisis moleculares con muestras almacenadas en el banco de ADN del
Laboratorio Teasdale-Corti de la Universidad Nacional Autonoma de Honduras (LTC-UNAH)
para la deteccion de variantes alélicas de la enzima G6PD, siguiendo el flujograma descrito en el
Anexo 1.

3.11.1. Preparacién de Muestras:

El primer paso de la preparacion de las muestras incluyd un debido proceso de anonimizacion y
codificacion de las muestras de sangre total en papel filtro de los individuos que cumplieran con
los criterios de inclusion descritos en la seccidn 3.10 (Coleccion y seleccion de las muestras). El
siguiente paso fue organizar todas las muestras de sangre en papel filtro y extracciones de ADN
en cajas de almacenamiento segun su cédigo correlativo a una temperatura de -20°C en el banco
de ADN del Laboratorio Teasdale-Corti de la Universidad Nacional Autonoma de Honduras.
Finalmente, las muestras almacenadas fueron descongeladas a temperatura ambiente por un
periodo aproximado de 20 minutos para su procesamiento y analisis.

3.11.2. Extraccion de ADN:

La extraccion de ADN gendmico de muestras de sangre en papel filtro se realizé mediante el uso
de una resina quelante por el método de Chélex descrito en el Anexo 3 desarrollado por [de

Lamballerie et al., 1992].
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3.11.3. Amplificacién de fragmentos:

Se amplificaron fragmentos de ADN en regiones correspondientes a los exones 4 y 5 del gen de
la enzima G6PD mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), con el fin de evidenciar
polimorfismos y mutaciones puntuales en las posiciones 202 (G—A) y 376 (A—GQG) del gen.
Todos los ensayos de PCR se realizaron en un termociclador Veriti™ (Applied Biosystems®,

USA).

Los cebadores dirigidos a amplificar la region que comprende la mutacion 202 (G—A) fueron:

- G6PD-1: 5GTGGCTGTTCCGGGATGGCCTTCTG 3 “ [Bouanga et al., 1998].

- G6PD-2: 5AGGGCAACGGCAAGCCTTAC 3" [Mombo et al., 2003]
Cada reaccion de PCR se realiz6 en un volumen final de 50ul en presencia de 0,4 uM de cada
cebador, 2X Tagq Master Mix (Promega®), 0.3 mg/ml de albimina de suero bovino (BSA,
Promega®) y 6 pl de DNA a una concentracion promedio de 35 ng/ pl. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 6 minutos a 94°C para la desnaturalizacidn inicial, seguidos
de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto con 30 segundos, 68°C como temperatura
de hibridacion durante 45 segundos, 1 minuto con 35 segundos a 72°C para la elongacion y una
extension final de 6 minutos a 72°C. Se obtuvo un producto amplificacion de 898pb que fue
revelado mediante electroforesis en agarosa al 2% con bromuro de etidio (Anexo 4).
Por otro lado, para amplificar la region que comprende la mutaciéon 376 (A—G) se usaron los
cebadores:

- G6PD-3:5 CTGCGTTTTCTCCGCCAATC 3" [Mombo et al., 2003]

- G6PD-2: 5AGGGCAACGGCAAGCCTTAC 3" [Mombo et al., 2003]
Cada reaccion de PCR se realizé en un volumen final de 50ul en presencia de 0,4 uM de cada
cebador, 2X Tagq Master Mix (Promega®), 0.3 mg/ml de albimina de suero bovino (BSA,

Promega®) y 6 pl de DNA a una concentracion promedio de 35 ng/ul. Las condiciones de la
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amplificacion fueron las siguientes: 5 minutos a 94°C para la desnaturalizacion inicial, seguidos
de 35 ciclos de denaturacion a 94°C por 1 minuto con 30 segundos, 62°C como temperatura de
hibridacion durante 45 segundos, 1 minuto con 30 segundos a 72°C para la elongacién y una
extension final de 5 minutos a 72°C. Se obtuvo un producto de amplificacion de 585 pb que fue
revelado mediante electroforesis en agarosa al 2% con bromuro de etidio (Anexo 6).

3.11.4. Digestion de fragmentos:

Se digirieron los productos amplificados del gen G6PD mediante la técnica PCR-RFLP
(Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccidn) para detectar tres posibles variantes
alélicas:

- G6PD B: que presenta actividad normal.

- G6PD A+ (376 A—G): con el 85% de actividad enzimética.

- G6PD A- (202 G—A y 376 A—G): con el 12% de actividad enzimaética.
La deteccion de la mutacion en el nucledtido 376 (A—G) asociada a la variante alélica G6PD
A+, fue llevada a cabo con la enzima de restriccion Fokl (New England Biolabs). Cada reaccion
se realizo en un volumen final de 20 pl en presencia de Cutsmart™ Buffer NE10X (Promega®),
0.2 mg/ml de albGimina de suero bovino (BSA, Promega®), 10 pl del producto de amplificacion
de la PCR y 0.4 ul de la enzima Fokl (Concentracion 1 U/ug). Las condiciones de incubacion
fueron las siguientes: 60 minutos a 37°C, seguido de 65°C por 20 minutos para detener la
actividad enzimatica (Anexo 7).
Todas las muestras que evidenciaron un genotipo G6PD A+ fueron analizadas para detectar la
mutacion adicional en el nucleotido 202 (G—A), caracteristica de la variante alélica GO6PD A—.
Este genotipo fue detectado mediante digestion con la enzima de restriccion Nlalll (New England
Biolabs) bajo las siguientes condiciones: cada reaccién se realiz6 en un volumen final de 50 pl

en presencia de Cutsmart™ Buffer NE10X (Promega®), 0.2 mg/ml de albimina de suero bovino
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(BSA, Promega®), 15 pl del producto de amplificacion de la PCR y 0.7 pl de la enzima Fokl
(concentracion 1 U/ug). Las condiciones de incubacion fueron las siguientes: 50 minutos a 37°C,
seguido de 65°C por 20 minutos para detener la actividad enzimatica (Anexo 5). El tamarfio de
fragmentos y patrones de bandas de DNA obtenidos se visualizaron en agarosa al 2.5% con
bromuro de etidio.

3.11.5. Determinacién del sexo de muestras:

Dado que las muestras incluidas en la investigacion fueron obtenidas a partir un banco de DNA
y luego anonimizadas, en algunos casos fue necesario determinar el sexo de los individuos
mediante analisis moleculares, para lo cual se amplificaron simultaneamente dos regiones de los
cromosomas sexuales humanos, mediante el protocolo descrito por [Settin et al., 2008]. El set de
cebadores dirigido a esta amplificacion por PCR multiplex fue: SRYF:. 5'-
CATGAACGCATTCATCGTGTGGTC- 3 y SRYR: 5-CTGCGGGAAGCAAACTGC
AATTCTT- 3" para el cromosoma Y, y ALTF: 5"-CCCTGATGAAGAACTTGTATCTC- 3"/
ALTR: 5"-GAAATTACACACATAGGTGGCACT- 3" para el cromosoma X.

Las reacciones individuales de PCR se realizaron en un volumen final de 50ul en presencia de
0,4 uM de cada cebador, 2X Taq Master Mix (Promega®), 0.3 mg/ml de alblimina de suero
bovino (BSA, Promega®) y 40 ng de DNA a una concentracion aproximada de 100 ng/ pl. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 2 minutos a 94°C para la desnaturalizacion
inicial, seguidos de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, 66°C como
temperatura de hibridacion durante 30 segundos, 72°C para la elongacion por 30 segundos y una
extension final de 15 minutos a 72°C. Se obtuvieron amplicones de 254 pb, y 300 pb para el
cromosoma “Y” y “X” respectivamente (Anexo 9).

3.11.6. Electroforesis en gel de agarosa:

Los productos de PCR amplificados y los fragmentos digeridos con enzimas de restriccion, por
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PCR-RFLP, fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2.5% con bromuro de

etidio, a 110V y amperaje constante (Anexo 10).

3.11.7. Visualizacién y andlisis de fragmentos:

Los productos de PCR se visualizaron bajo luz ultravioleta en un transiluminador (BioDoc-I1tTM
220, UVP®) y se tomaron imagenes digitales que se almacenaron en una base de datos protegida.
El analisis del tamafio de fragmentos y patrones de bandas de DNA se estimo por comparacion
con marcadores de peso molecular estandar de 50pb y 1kb (Promega®).

Para la caracterizacion molecular de las muestras segun las variantes alélicas de G6PD en estudio,
se compararon los patrones de bandas obtenidos con los analisis in silico realizados previamente
en el programa Geneious 7.1.7 [Kearse et al., 2012]. El proceso del analisis in silico se llevo a
cabo usando la secuencia de referencia completa de la enzima G6PD en humanos (GenBank:
X55448.1), la cual fue importada al programa Geneious 7.1.7. Se extrajeron las regiones
flanqueantes de interés con las secuencias de los cebadores. Las secuencias resultantes fueron
cortadas con las secuencias de las enzimas de restriccion (Nlalll y Fokl) para visualizar los
patrones de bandas esperados, mediante un gel virtual. Asi mismo, partiendo de la secuencia de
referencia de la G6PD se generaron secuencias mutadas haciendo cambios en las posiciones
puntuales que caracterizan las variantes alélicas de interés en este estudio; con las cuales se
realiz6 el mismo proceso de andlisis antes descrito, visualizado de igual manera mediante un gel

virtual.
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3.11.8. Genotipicacion por Kit comercial de variantes alélicas de G6PD [Diaplexc™ G6PD

Genotyping Kit African Type (SOLGENT®, ROK)]

Las muestras diagnosticadas con genotipo G6PD A+ y G6PD A— por el método de PCR-RFLP,
fueron procesadas con el kit de genotipificacion para variantes africanas de G6PD (G6PD
Genotyping Kit (African Type), Solgent®, Corea del Sur), fundamentada en una PCR Multiplex
alelo-especifica la cual permitia la deteccion de 4 variantes adicionales a las 2 variantes
detectables por la técnica de PCR-RFLP. Mediante este kit se logrd evaluar en una misma
reaccion de PCR productos de diferentes tamafios y un control interno (Anexo 8). Los amplicones
y variantes alélicas evaluadas mediante este método se describen a continuacion:

e G6PD A—02 (376A—G, 103 pb; 202G—A, 157 pb)

e G6PD A+ (376A—G, 103 pb)

e GO6PD Santamaria (376A—G, 103 pb; 542A—T 241 pb)

e G6PD A58 (376A—G, 103 pb; 680G—T, 388 pb)

e  G6PD A—%® Betica, Selma, Guantanamo (376A—G, 103 pb; 968T—C, 463 pb)

e G6PD Mediterranean, Dallas, Panama, “Sassari” (563C—T, 220 pb)

e Control Interno (947 pb).

3.11.9. Secuenciacién de fragmentos:

Fueron secuenciados 12 productos de amplificacion correspondientes a muestras de individuos
detectados con genotipo deficiente (G6PD A+ y G6PD A—) seleccionados al azar. El proceso de
purificacion y secuenciacion fue realizado por la comparfiia Macrogen®, USA. Las secuencias

obtenidas fueron analizadas mediante el software Geneious 7.1. [Kearse et al., 2012].
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3.12. Andlisis de datos

3.12.1. Manejo de los datos

La informacion obtenida de cada participante se manejo de forma confidencial y se le asign6 un
cddigo a cada muestra en una nueva base de datos a fin de proteger su identidad. Se cred un registro
electrénico en Microsoft Excel y se cre6 un libro de registro adicional como respaldo. Los datos y
resultados obtenidos de los anélisis de laboratorio se ingresaron en una planilla de datos en
Microsoft Excel y posteriormente fueron exportados y analizados en SPSS version 21.0 (IBM,

Armonk, New York, USA).

3.12.2. Anélisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron en el software SPSS version 21.0 (IBM, Armonk, New York,
USA). Dado el disefio del estudio de tipo descriptivo y las caracteristicas de las muestras, se
determinaron estadisticos descriptivos de frecuencia y estimacion de proporciones segin sexo,
infeccion malérica y departamento, donde se usaron como variables las frecuencias de los alelos
que determinan si existe la condicion de deficiencia de G6PD. Se elaboraron tablas y graficos de
barras para la presentacion de las frecuencias y porcentajes. Adicionalmente, se cre6 una tabla de
contingencia, con la cual se estimo el indicé Kappa de Cohen para medir el grado de concordancia
entre los resultados obtenidos mediante PCR-RFLP y el kit de genotificacion para variantes
africanas de G6PD (G6PD Genotyping Kit; African Type, Solgent®, Corea del Sur). Un valor p <

0.05 fue considerado estadisticamente significativo.

3.13. Consideraciones Eticas
La presente investigacion representd un riesgo minimo para los participantes, siguiéndose un
riguroso proceso de anonimizacion y codificacion de las muestras para la proteccion de la

privacidad y confidencialidad de los individuos, acorde a las normas internacionales de bioética
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para la investigacion genética en muestras de origen secundario. Se conservaron datos relevantes
de cada individuo, como ser: departamento y municipio en el que se tomé la muestra, sexo del
individuo. Los nombres de los pacientes permanecieron anénimos y se codificaron sus identidades
en una nueva base. Las bases de datos estuvieron almacenadas en carpetas encriptadas (Encripcién
AES-Rijndael 256-bit) con contrasefia conocida Unicamente por los investigadores. EI programa
usado para tal propdsito sera el New Software’s Folder lock.

El protocolo de investigacion de este estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de ética de
Investigacion (CEI) de la Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoonéticas (MEIZ) de la

UNAH, (CEI-MEIZ 02-2014; 5/19/2014).

3.14. Consideraciones de Bioseguridad

El estudio fue presentado al Oficial de Bioseguridad de la Maestria en Enfermedades Infecciosas

y Zoondticas de la Escuela de Microbiologia para su evaluacion en relacion al cumplimento de

las normas de bioseguridad establecidas (Anexo 12).

La manipulacion de las muestras, asi como los procedimientos se desarrollaron en un laboratorio

con nivel de bioseguridad tipo Il dadas las caracteristicas de la muestra en estudio que

representaba un riesgo minimo de infeccion. Se elaboraron y siguieron los procedimientos

operativos estandar especificos de cada etapa del estudio, partiendo del proceso de extraccion de

ADN de las muestras de sangre en papel filtro hasta los analisis moleculares.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS

Se analizaron un total de 400 muestras de sangre total en papel filtro, provenientes de 22
municipios de los 5 departamentos endémicos de malaria de Honduras; Atlantida (n=35), Colon
(n=45), Gracias a Dios (n=133), Islas de la Bahia (n=107), y Olancho (n=78) (Tabla 5, Figura
11). El total de las muestras se analiz6 mediante la técnica de PCR-RFLP (Polimorfismo en el
tamarfio de los fragmentos de restriccidn), con el fin de detectar mutaciones puntuales en el gen
de la G6PD en los nucleédtidos (376A>G) y (376A>G, 202G>A), asociadas a los genotipos
deficitarios G6PD A+ y G6PD A— respectivamente. Sin embargo, para objeto de andlisis de

datos y resultados, 2 muestras fueron excluidas.

_________________________

' Indicadores:

L Adantida

i Q colon

i Q Gracias a Dios
, Islas de la Bahia
: ’ Olancho

_________________________

Figura 8: Mapa de Honduras con la distribucion geogréafica de las muestras analizadas por

G6PDd.
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Tabla 3: Procedencia geografica de las muestras de ADN segln departamento y municipio.

Departamento n Municipio Total Mxs
Atlantida 35 El Porvenir 2
Jutiapa 28
La Ceiba 4
San Francisco 1
Colon 45 Balfate 5
Iriona 1
Sonaguera 26
Trujillo 7
Desconocido 6
Gracias a Dios 133 Ahuas 1
Juan Fco. Bulnes 11
Puerto Lempira 98
Ramon Villeda Morales 3
Wampusirpi 20
Islas de la Bahia 108 José Santos Guardiola 6
Roatan 101
Utila 1
Olancho 79 Catacamas 34
Dulce Nombre de Culmi 1
Santa Maria del Real 3
Juticalpa 38
San Esteban 1
Desconocido 2
Total 398
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Todas las muestras resultantes (n=398) provinieron de individuos de ambos sexos -184

(46.23%) hombres y 214 (53.77%) mujeres- diagnosticados previamente con malaria; 322/398

(80.90%) con Plasmodium vivax —la especie de Plasmodium méas ampliamente distribuida en

Honduras [World Health Organization, 2013], 66/398 (16.58%) con Plasmodium falciparumy

10/398 (2.51%) con infecciones mixtas por ambas especies del parasito. La mayor cantidad de

individuos con infecciones por Plasmodium falciparum incluidos en el estudio, 63/66

(95.45%), provenian del Departamento de Gracias a Dios. Asi mismo, de los individuos con

Plasmodium vivax la mayor cantidad provenia de Islas de la Bahia 104/322 (32.30%), seguido

de Olancho 76/322 (26.60%), Gracias a Dios 64/322 (19.88%), Coldn 45 (13.98%) y Atlantida

33/322 (10.25%). En el caso de las infecciones mixtas la mayoria provenian del departamento

de Gracias a Dios: 6/10 (60%) (Tabla 6).

Tabla 4: Frecuencia de infecciones malaricas segun sexo entre 398 individuos de zonas

endémicas de malaria de Honduras.

Total P.vivax  P. falciparum Mixta
Departamento Sexo
n (%) n (%) n (%) n (%)
A H 1 402 1 17 1 2
Atléntida (n=35) or.nbres 6 0 5 3 0 0 0.25
Mujeres 19 477 18 452 0 0 1 0.25
Colén (n=45) Hor.nbres 19 477 19 477 0 0 O 0
Mujeres 26 653 26 653 0 0 0 0
. . H 1482 2 7.2 2 7.04 2 :
Gracias a Dios (n=133) or.nbres 59 8 o o 8 0 0.50
Mujeres 74 1859 35 879 35 8.79 4 1.01
Islas de la Bahia (1=107) Hor.nbres 45 1131 42 1055 1 025 2 0.50
Mujeres 62 1558 62 15.58 0 0 0 0
Olancho (n=78) Hombres 45 1131 44 11.06 1 025 0 0
Mujeres 33 829 32 8.04 1 025 0 0
Total (n=398) Hombres 184 46.23 149 3744 30 754 5 1.26
Mujeres 214 53.77 173 4347 36 9.05 5 1.26
398 100 322 8090 10 16.58 10 2.51

54



Se detectaron 64/398 (16.08%) muestras con al menos una de las dos mutaciones en estudio en
el gen de la G6PD por la técnica de PCR-RFLP. Ambas mutaciones han sido asociadas a los
genotipos deficientes G6PD A+ y G6PD A-. Las 334 (83.92%) muestras restantes no
presentaron ninguna de las dos mutaciones estudiadas y fueron designadas con un genotipo
normal (G6PD B).

En el caso de las variantes alélicas deficitarias de G6PD, la frecuencia del genotipo A+ entre
los individuos que cursaban una infeccion malarica fue de 4.27% (17/398), de los cuales 4/398
(1.01%) eran hombres, y 13/398 (3.27%) eran mujeres. Para el genotipo A- la frecuencia
general fue de 11.81% (47/398), y de ellos, 16/398 (4.02%) eran hombres, y el restante 31/368
(7.79%) eran mujeres (Tabla 7).

Tabla 5: Frecuencia de variantes alélicas de G6PD por sexo en 398 individuos de zonas

endémicas de malaria de Honduras

Variantes G6PD
_ Total
Sexo/Genotipo G6PD A- G6PD A+ G6PD B
n % n % n % n %
Hombres 184 46.23 16 4.02 4 101 164 41.21
Mujeres 214 53.77 31 7.79 13 3.27 170 4271
Total 398 100 47 1181 17 427 334 83.92

Las frecuencias relativas de los genotipos deficientes de G6PD oscilaron notablemente en los
individuos de los cinco departamentos endémicos de malaria de Honduras. Para la variante
G6PD A-, el departamento con mayor frecuencia para este genotipo deficiente fue Gracias a
Dios con 23.31%, mientras que el departamento con menor frecuencia fue Atlantida con 2.86%.
En el caso de la variante G6PD A+ la mayor frecuencia se encontré en Atlantida con 8.57%

mientras que la menor frecuencia se encontr6 en Olancho con 1.28% (Figura 12).
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Figura 9: Frecuencias de las variantes alélicas deficitarias de G6PD por departamento en 398
individuos de zonas endémicas de malaria de Honduras.

Entre los 47 individuos con genotipo G6PD A-, la frecuencia fue mayor entre las mujeres, con

65.96% (31/47), en los hombres fue de 34.04% (16/47). De estos, 25/47 (53.19%) fueron

mujeres heterocigotas, 6/47 (12.76%) mujeres homocigotas y 16/47 (34.04%) hombres

hemicigotos. Asi mismo, entre los 17 individuos con genotipo G6PD A+, 76.47% de ellos

fueron mujeres y en 23.52% hombres. De ellos, 12/17 (70.58%) eran mujeres heterocigotas,

1/17 (5.88%) mujeres homocigotas y 4/17 (23.52%) hombres hemicigotos (Tabla 8).

56



Tabla 6: Frecuencia de variantes alélicas de G6PD segun genotipo en individuos de zonas

endémicas de malaria de Honduras

Heterocigotos Homocigotos Hemicigotos Total
Departamento G6PD G6PD G6PD G6PD G6PD G6PD G6PD G6PD

A- A+ A- A+ A- A+ A- A+
Atlantida 0 1 0 0 1 5 1 3
Colon 0 3 2 0 0 0 2 3
Gracias a Dios 17 4 3 1 11 5 31 7
Islas de la
Bahia 6 3 1 0 3 0 10 3
Olancho 2 1 0 0 1 0 3 1
Total 25 12 6 1 16 4 47 17

Seguido de los analisis mediante PCR-RFLP, todas las muestras con los genotipos G6PD A+ y
G6PD A- fueron procesadas con el kit de genotipificacion para variantes africanas de G6PD
(Solgent®, Corea del Sur). Esta técnica utiliza un enfoque de PCR Multiplex alelo especifica
para la deteccion de 4 variantes adicionales a las 2 variantes detectables por la técnica de PCR-
RFLP (G6PD A+ y G6PD A-). Mediante esta técnica se procesaron 2 muestras adicionales que
habian sido procesadas por PCR-RFLP y sin embargo fueron excluidas del analisis de
resultados por esa metodologia, por existir resultados incongruentes entre ambas técnicas.

De un total de 66 muestras que revelaron cualquiera de los dos genotipos deficientes G6PD A—
y G6PD A+ por PCR-RFLP; 63/66 (95.45%) muestras mostraron los mismos resultados por
ambos métodos. Una muestra (1.51%) no amplificd, y 2 muestras revelaron un resultado
incongruente respecto al obtenido previamente por PCR-RFLP. En uno de los casos la muestra
habia sido diagnosticada por PCR-RFLP con genotipo G6PD A+, mientras que con el kit se
encontr6 como G6PD A—. En el otro caso se encontrd la variante de G6PD llamada Santamaria

(376 A—G, 542A—T), que no es detectable por la PCR-RFLP.
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Seguidamente, se elabord una tabla de contingencia, con la cual se estimo el indice Kappa de
Cohen para medir el grado de concordancia entre los resultados obtenidos mediante PCR-RFLP
y el kit de genotipificacion para variantes africanas de G6PD (Solgent®, Corea del Sur). El
resultado de este analisis evidencié una muy buena concordancia entre ambas técnicas (k =
0.923), el valor obtenido del error estandar asintético fue 0.052 (no asumiendo la hipdtesis nula)
y el valor p obtenido fue < 0.05, por lo que este dato fue considerado estadisticamente

significativo (Tabla 9).

Tabla 7: Tabla de contingencia de resultados de las variantes alélicas de G6PD encontradas
por PCR-RFLP y G6PD Genotyping Kit; African Type, (Solgent®, Corea del Sur), en

individuos de zonas endémicas de malaria de Honduras.

PCR-RFLP Total
SOLGENT KIT G6PD A- G6PD A+
G6PD A- 47 (72.3%) 1(1.5%) 48 (73.8%)
G6PD A+ 0 16 (24.6%) 16 (24.6%)
G6PD Santamaria 0 1(1.5%) 1(1.5%)
Total 47(72.3%) 18(27.7%) 65 (100%)

Finalmente, en la Figura 13 se muestra el alineamiento de 6 cromatogramas obtenidos de un
igual nmero de muestras seleccionadas al azar que fueron enviadas a secuenciar. El proceso
de purificacion y secuenciacion fue realizado por la compaiiia Macrogen®, USA. Las
secuencias obtenidas fueron analizadas y alineadas con la secuencia de referencia completa de
la enzima G6PD en humanos (GenBank: X55448.1), la cual fue importada al programa
Geneious 7.1.7. Estos analisis evidenciaron las mutaciones esperadas y detectadas por PCR-

RFLP.
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Figura 10: Analisis de muestras secuenciadas en software Geneious 7.1.7.
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CAPITULOS5

5. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

e Contexto General

La deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDd) constituye la deficiencia
enzimatica eritrocitica hereditaria mas comdn en humanos, y afecta unas 400 millones de
personas alrededor del mundo [Beutler, 1991; Ruwende and Hill, 1998]. La G6PD es una
enzima que cataliza la primera reaccion de la via de las pentosas fosfato (PPP), proporciona la
fuente de energia reductora para todas las células en la forma de NADPH (forma reducida de
nicotinamida adenina dinucleétido fosfato). EI NADPH le permite a las células contrarrestar el
estrés oxidativo desencadenado por diversos agentes oxidantes y preservar la forma reducida
del glutation (GSSG). En los eritrocitos, la unica fuente de NADPH es obtenido por la via de
las PPP, debido a que éstos carecen de mitocondrias, por lo que su defensa contra agentes
oxidantes es dependiente de la G6PD [Cappellini and Fiorelli, 2008].

El gen de la G6PD muestra un notable polimorfismo en las poblaciones humanas y se han
descrito a nivel mundial aproximadamente 186 variantes alélicas en regiones codificantes del
gen de la G6PD. Estas variantes en su mayoria se deben a mutaciones puntuales que estan
asociadas a diferentes niveles de actividad enzimatica [Minucci et al., 2012].

De acuerdo a la actividad enzimatica, la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) ha
clasificado las variantes alélicas de G6PD en cinco grupos: Clase | -deficiencia severa con
anemia hemolitica no esferocitica-, Clase Il -deficiencia severa con actividad enzimatica menor
al 10 % de lo normal-, Clase 111 -deficiencia moderada con actividad enzimética de entre 10-60
% de lo normal-, Clase IV -deficiencia inexistente 0 muy leve con actividad enzimatica de 60-
100 % de lo normal-, y Clase V —con actividad enzimatica incrementada— [World Health

Working Group., 1989].
60



Luzzatto y colaboradores [Luzzatto, 2009] plantean ambiguedades en la subdivision de
moderada a severa dentro de las variantes polimorficas en la clasificacion descrita previamente
por la OMS [World Health Working Group., 1989; Yoshida et al., 1971]. Basados en las
patologias asociadas a diferentes variantes alélicas de G6PD, estos autores han propuesto 3
clases: (a) Las variantes esporadicas y severas asociadas con sintomas cronicos, (b) las variantes
polimorficas comuUnmente asintomaticas pero susceptibles a episodios hemoliticos agudos
inducidos por exposicion a agentes oxidativos, y (c) las variantes asociadas a una actividad
enzimatica normal [Luzzatto, 2009].

El gen de la G6PD esta localizado en la region telomérica del brazo largo del cromosoma X
(banda Xq28), cercano a los genes de la hemofilia A, y la disqueratosis congénita [Mehta et al.,
2000]. Por tanto, la G6PDd es una enfermedad hereditaria recesiva ligada al cromosoma X
causada por mutaciones en el gen de la G6PD, resultando en cambios proteicos con diferentes
niveles de actividad enzimatica asociados a diversos fenotipos clinicos y bioquimicos, y su
severidad difiere segun el sexo y la raza [Mason et al., 2007]. Dado el tipo de herencia de la
deficiencia de G6PD, los hombres son hemicigotos para este gen, por lo que expresan fenotipos
normales o deficientes. En cambio, las mujeres, quienes tienen dos copias del gen de la G6PD,
uno en cada cromosoma X, pueden tener expresiones asociadas a genotipos que pueden ser
normales, heterocigotas u homocigotas. Esto dificulta establecer la diferenciacion de las
deficiencias basandose Unicamente en la expresion fenotipica [Beutler, 1994; Cappellini and
Fiorelli, 2008].

Entre mujeres heterocigotas con G6PDd ocurren diferentes expresiones de la enzima, que van
desde normales a deficientes, dada la localizacion del gen de la G6PD en el cromosoma X quien
puede estar sujeto a inactivacion por el fenédmeno denominado lionizacion [Beutler et al., 1962].

Este fendmeno afecta todas las células somaticas, y ocurre al azar generando dos poblaciones
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de eritrocitos, una normal y otra con deficiencia de G6PD, ya que estas mujeres heterocigotas
tienen una copia del gen que sintetiza la G6PD normal y otra copia que produce la variante
deficitaria de la enzima.

Distribucion Geografica y Frecuencia de G6PDd y Malaria

A nivel mundial se ha demostrado que existe correlacion geografica entre la deficiencia de
G6PD y las zonas endémicas de malaria [Luzzatto, 1979]. La frecuencia de diferentes variantes
alélicas de G6PD varia dependiendo de la region geografica y del grupo étnico, estimandose
entre todos los paises endémicos de malaria una frecuencia alélica de cerca del 8%,
correspondiente a 220 millones de hombres y 133 millones de mujeres [Howes et al., 2012].
La malaria causada por Plasmodium vivax es transmitida a nivel mundial en 95 paises de
regiones tropicales y subtropicales. El hecho de que P. vivax esté mayormente distribuido que
P. falciparum [Guerra et al., 2008] se debe a dos aspectos de la biologia del paréasito: a) su
desarrollo a bajas temperaturas durante la esporogonia [Nikolaev, 1935]; b) y su habilidad de

producir hipnozoitos durante su ciclo en el hospedero vertebrado [Garnham, 1988].

Se han encontrado diferentes variantes de la enzima G6PD, y a nivel mundial las frecuencias
mas elevadas (5-30%) se encuentran en poblaciones Africanas, Mediterraneas, Medio
Orientales y Asiaticas donde la malaria presenta las mayores incidencias a nivel mundial
[Luzzatto L, 1989; Porter et al., 1964]. Estas frecuencias de variantes de G6PD presentan una
heterogeneidad significativa entre estas poblaciones, aunque diversos estudios concluyen que
la variante G6PD A- (202G>A) es la méas comun en Africa [Beutler et al., 1989]. Tal es el caso
de Uganda donde se reporta una prevalencia de 20.4% [Bwayo et al., 2014], que es comparable
con prevalencias que oscilan entre 15-30% de otros paises de Africa Subsahariana a pesar de

pertenecer a diferentes grupos étnicos [Bouanga et al., 1998; Lell et al., 1999; Mombo et al.,
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2003; Parikh et al., 2004]. La variante G6PD A- (202G>A) pertenece a la clase 111 (12%
actividad enzimatica) y siempre ocurre secundariamente a la mutacion en la posicion 376 A>G
que corresponde a la variante G6PD A+ de la clase IV con 80% de la actividad enzimatica de
la G6PD, y que en estas poblaciones africanas tiene una prevalencia de hasta un 40% [Hirono
et al., 2002; Tishkoff et al., 2001]. Ademas, en estas poblaciones también hay otras variantes
con prevalencias de hasta 5% que se derivan de la G6PD A+, al presentar mutaciones
adicionales a la mutacion 376 A>G en las posiciones de nucle6tidos 542 A>T, 680 G>T y 968
T>C; lo que sugiere que la variante G6PD A+ es mas ancestral y ante su hallazgo en
determinadas poblaciones es necesario evaluar estas otras variantes asociadas en algunos casos
a niveles bajos de actividad enzimatica (<10%) [Beutler et al., 1989; Luzzatto, 2009]. Nuevos
descubrimientos sugieren que una baja frecuencia de mutacion en la posicion 542 A>T, que da
origen al fenotipo G6PD “Santamaria” (376A—G, 542A—T), estd presente en Africa
Occidental [Clark et al., 2009]. Saenz y colaboradores reportaron por primera vez esta mutacion
en Costa Rica en 2 individuos caucasicos no asociados del sexo masculino [Saenz et al., 1984].
Del mismo modo, éste estudio encontré un individuo con la variante alélica G6PD
“Santamaria” (376 A—G, 542A—T), clasificada en la Clase II segun la OMS, en quienes el
riesgo de efectos hemoliticos adversos es severo al presentar menos de un 10% de actividad
enzimatica; lo que justificaria mas investigaciones asociadas al tema y dirigidas a la deteccion
de otras variantes alélicas que podrian estar también presentes en las zonas endémicas de
malaria de Honduras.

Por otro lado, la variante G6PD Mediterranea (563 C>T) se considera dentro de la clase Il
(<10% actividad enzimatica) y que es la mas comun en la poblacion de la India (60.4%) y en
el sureste asiatico [Mohanty et al., 2004; Sukumar et al., 2004]. Presenta frecuencias de 2-20%

en los paises del Mediterraneo, y se ha concluido que al igual que la G6PD A- puede provocar
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hemolisis por farmacos oxidativos, sin embargo la variante G6PD Mediterranea produce
hiperbilirrubinemia neonatal mas grave y favismo con mayor frecuencia [Frank, 2005].

En China se presenta un nimero polimérfico de variantes, cada una con una distribucion unica
a través de cada pais. Algunas variantes polimorficas estan restringidas a poblaciones pequefias
como grupos tribales indigenas. Mientras que otras variantes G6PD Union y G6PD Chatham
estdn mas ampliamente distribuidas [Chalvam et al., 2007; Chiu et al., 1991; Guindo et al.,

2007].

Latinoamérica

Latinoamérica es una regién del continente americano que comprende una superficie territorial
de mas de veinte millones de kilometros cuadrados, constituida por 33 paises independientes y
20 territorios autonomos y semiautonomos distribuidos en América del Sur, América Central,
México y el Caribe; con una poblacion de aproximadamente 588 millones de habitantes en
2013 [Banco Mundial, 2013]. Presenta diversas zonas endémicas de malaria, y Unicamente
Chile, Uruguay, Cuba, Bahamas, Jamaica, y otros paises en el Caribe son considerados
actualmente libres de malaria. Por otro lado, México, Haiti, Costa Rica, El Salvador, Panama,
Argentina y Paraguay han sido clasificados como paises en fase de eliminacién de malaria. El
resto de los paises, permanecen en fase de control de transmision de malaria [World Health
Organization, 2013].

En toda la region existe una gran diversidad étnica; en algunos paises principalmente Chile,
Argentina y Uruguay hay un predominio de poblacién blanca de origen Europeo. En otros
paises como Venezuela, Brasil, Paraguay, Nicaragua y Colombia, los inmigrantes blancos se
mezclaron notablemente con indios americanos (Amerindios). Asi mismo, en paises como
México, Guatemala, El Salvador, Honduras, Panama, Bolivia y Ecuador; los Amerindios siguen

constituyendo una proporcion numéricamente importante de estas poblaciones.
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Adicionalmente, el Continente Americano ha recibido una importante cantidad de inmigrantes
Africanos, que se han asentado especialmente en las zonas caribefias de Latinoameérica

[Monteiro et al., 2014a].

Segun algunos autores, la G6PDd podria ser un fenémeno comun en Latinoamérica y el Caribe,
dada la diversidad étnica y la presencia de la malaria en varios paises del continente americano.
Sin embargo, se resalta la poca cantidad de trabajos e investigaciones publicadas con respecto
a esta deficiencia enzimatica en el continente Americano y en su mayoria se han llevado a cabo
antes de 1990, surgiendo la necesidad de establecer con precisién cuéles son los genotipos y
frecuencia de éstos en poblaciones de zonas poco estudiadas y de alta prevalencia de la malaria,

como la hondurefia [Howes et al., 2013].

Para el continente Americano se han calculado las prevalencias mas bajas de G6PDd (<1%),
comparadas con zonas de alta prevalencia principalmente de Africa Subsahariana (>10%); estas
predicciones fueron realizadas para un 40.8% de la superficie territorial con todos los reportes
y publicaciones asociadas a este tema en Latinoamérica y el Caribe. Las prevalencias oscilaron
entre 0% en partes de México, PerQ, Bolivia y Argentina, hasta frecuencias alélicas nacionales
de 8.6% en Venezuela. La prevalencia se ve aumentada en zonas costeras, con un pico en
Venezuela, donde se encuentran la mayoria de las predicciones >5% [Howes et al., 2013]. Las
prevalencias para la G6PDd en Argentina, Bolivia, México, Perl y Uruguay fueron bajas
(<2%); mientras que Ecuador, Surinam, 4 Islas del Caribe, algunas areas de Brasil, Colombia
y Cuba, reportan prevalencias mas elevadas de hasta 10% [Monteiro et al., 2014b].

En Latinoamérica treinta estudios de siete paises diferentes presentan datos de variantes de

G6PDd por métodos moleculares, reportando al menos 38 mutaciones hasta la actualidad. Entre
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estas mutaciones 30 (78.9%) se deben a sustituciones nucleotidicas puntuales, siete (18.4%)
por mutaciones multiples (2 o mas sustituciones) y en un caso (2.6%) a deleciones. Se reporta
que, al igual que en Africa, los genotipos G6PD A+ (376A>G) y G6PD A— (376A>G,
202G>A) son los dos genotipos deficientes mas frecuentes en el Continente Americano (81.1
% de la poblacion con G6PDd) [Monteiro et al., 2014b; Porter et al., 1964]. Esto se puede
atribuir a la migracion de afrodescendientes a lo largo de todo Latinoamérica y el Caribe, por
lo que la G6PDd podria ser un fendbmeno comdn en zonas costeras de diferentes paises de
Latinoamérica como Honduras, especialmente en aquellas regiones o departamentos -Atlantida,
Colén, Gracias a Dios, Islas de la Bahia y Olancho-, donde existen etnias de origen africano y
que existe transmisién activa de la malaria.

En el caso de los paises del Istmo Centroamericano existen muy pocos estudios relacionados y
los Unicos paises donde la G6PDd ha sido estudiada previamente son Panama y Costa Rica. Un
estudio en Panama reporta dieciocho porciento de pacientes con genotipo A— (376A>G,
202G>A) entre 75 nifios; el resto tenia A— (376 G/968C) o el genotipo Mediterraneo B—
[Cossio-Gurrola et al., 2010]. Es importante aclarar que todos estos nifios incluidos en este
estudio se derivan de un tamizaje neonatal, encontrandose con G6PDd, por lo que este estudio
no refleja las prevalencias de la poblacion general en ese pais. Otros estudios de Costa Rica —
el pais Centroamericano mas estudiado para la G6PDd- reportan que de 289 afrodescendientes
de Puerto Limén, 28 (9.69%) tenian el genotipo G6PD A— (376A>G, 202G>A); otros 2 casos
mostraron la variante G6PD Santamaria (376 A>G; 542A>T) [Azofeifa and Barrantes, 1991;
Beutler et al., 1991; Elizondo et al., 1982; Saenz et al., 1984]. Esto evidencia que en varias
localidades pueden haber diversas mutaciones alélicas. Howes y colaboradores, plantean que
en Latinoamérica Plasmodium vivax alcanza una endemicidad remarcada en Centro América

en Honduras y Nicaragua, asi como en provincias del Amazonas en el Noreste de Brasil. Sin

66



embargo, las predicciones de las frecuencias alélicas para estos paises obtenidas por medio de
modelos estadisticos son algo bajas, 2.9% para Honduras, 1.5% y 3%, para Nicaragua y las
provincias del amazonas respectivamente [Howes et al., 2013].

e Honduras

El territorio hondurefio presenta la mayor cantidad de casos de malaria del Istmo
Centroamericano y también tiene la mayor proporcion de casos de malaria por P. falciparum.
Segun datos de la OMS, en el afio 2013 se informaron un total de 5428 casos de malaria en el
pais, de los cuales 79 % fueron por P. vivax y 21 % por P. falciparum o por infecciones mixtas
por ambas especies [World Health Organization, 2014].

En el presente estudio, 322/398 (80.90%) individuos fueron diagnosticados con Plasmodium
vivax, [World Health Organization, 2013]. La mayor cantidad provenia de Islas de la Bahia
104/322 (32.30%), sequido de Olancho 76/322 (26.60%), Gracias a Dios 64/322 (19.88%),
Colon 45 (13.98%) y Atlantida 33/322 (10.25%), lo que confirma que P. vivax es la especie

mas ampliamente distribuida en Honduras y Latinoamérica [Monteiro et al., 2014b].

En Honduras no se dispone de datos publicados de trabajos que hubiesen intentado determinar
la prevalencia de G6PDd en la poblacién, y su relacion con la malaria, con la Gnica excepcién
de un trabajo, que incluye la tribu Amerindia denominada “Xicaque”, entre quienes se
evidenciaron fenotipos aberrantes y las frecuencias génicas de tres sistemas enzimaticos,
incluyendo G6PD. Estos resultados fueron consistentes con los obtenidos en otras seis tribus
estudiadas de Centroamérica y América del Sur en las siguientes enzimas eritrociticas

analizadas: AK, G6PD, PGM2, ADA y LDH [Vergnes et al., 1976].
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En este estudio fueron analizadas un total de 398 muestras de individuos con malaria de zonas
endémicas de Honduras, encontrandose una frecuencia general de 16.58 % para las variantes
alélicas deficitarias G6PD A+ y G6PD A-—, reportandose por primera vez en Honduras la
frecuencia de variantes alélicas asociadas a la deficiencia de G6PD. Estos datos son mucho méas
altos que la prediccion de una frecuencia alélica de 2.9% (IQR: 1.5-5.8) hecha por Howes y
colaboradores para Honduras mediante métodos geoestadisticos. En este estudio se encontraron
frecuencias alélicas considerablemente mas elevadas, y solo la frecuencia total del genotipo
deficiente G6PD A- fue de 11.75 % (47/400), encontrandose diferentes frecuencias segun el
sexo, 53.19% (25/47) fueron mujeres heterocigotas, 12.76% (6/47) mujeres homocigotas y
34.04% (16/47) hombres hemicigotos. En cuanto a la frecuencia entre los 17 individuos con la
variante alélica G6PD A+, 70.58% (12/17) eran mujeres heterocigotas, 5.88% (1/17) mujeres
homocigotas y 23.52% (4/17) hombres hemicigotos.

La distribucion de las variantes G6PDd en Honduras indica que los departamentos con mayores
frecuencias alélicas deficientes son Gracias a Dios y las Islas de la Bahia. En estos
departamentos se encuentran poblaciones mixtas donde a través de la historia han llegado
diferentes etnias afrodescendientes [Howes et al., 2013].

e Proteccion contra malaria

La estrecha correlacion entre la distribucion mundial de la G6PDd y la de la malaria causada
por P. falciparum ha llevado a la formulacion de la llamada “hipotesis de la malaria” propuesta
hace ya mas de 50 afios [Allison, 1960; Motulsky and Campbell-Kraut, 1961]. Desde entonces
se han llevado a cabo numerosos estudios clinicos y epidemiologicos que le atribuyen a la
G6PDd cierto grado de resistencia contra P. falciparum en areas endemicas de malaria; por lo
tanto los alelos de G6PD asociados con deficiencia de la enzima, podrian haber sido objeto de
seleccion darwiniana positiva [Luzzatto, 1979; Miller, 1988]. Esta hipdtesis es sustentada por
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cuatro grandes estudios realizados en Africa; de los cuales, dos encontraron resistencia
significativa al parasito s6lo en mujeres heterocigotas [Bienzle et al., 1972; Clark et al., 2009];
un tercer estudio observo un efecto protector tanto en hombres como en mujeres [Ruwende et
al., 1995], mientras que el cuarto de estos estudios observé un efecto protector sélo en los
hombres hemicigotos [Guindo et al., 2007].

Este estudio incluyé solamente individuos que cursaban con una infeccion por malaria y que
provenian de zonas endémicas de Honduras, de los cuales la mayoria (n = 322) presentaba una
infeccion por P. vivax, 66 (16.58%) presentaban infeccion por Plasmodium falciparum y diez
(2.51%) sufrian de infecciones mixtas por ambas especies del parasito (P. vivax y
P.falciparum). La mayor cantidad de individuos con infecciones por Plasmodium falciparum e
infecciones mixtas incluidos en este estudio 63/66 (95.45%) (ver Tabla 4), provenian del
Departamento de Gracias a Dios. Estos hallazgos parecen evidenciar una distribucion limitada
de esta especie dentro de las zonas endémicas de malaria.

Seran necesarias futuras investigaciones para comprender el potencial efecto protector
conferido por determinadas variantes alélicas y genotipos de G6PDd, para una mejor
comprension de la malaria y su relacion con defectos hemoliticos como la G6PDd. Esta
investigacion no ha pretendido evidenciar el efecto protector contra especies de Plasmodium
por lo cual no se pueden establecer conclusiones al respecto.

G6PDd y su relacion con la tolerancia y seguridad del tratamiento con Antimalaricos

e Consideraciones éticas del tratamiento

A pesar de la evidencia y conocimiento de los efectos adversos que podria generar la PQ sobre
un individuo deficiente de G6PD, todavia existen paises con transmision activa de malaria en
donde actualmente no existe informacion disponible sobre la frecuencia y prevalencia de la

G6PDd [Nkhoma et al., 2009].
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Se ha reportado que la cloroquinay la primaquina siguen siendo efectivas en Honduras, a pesar
de haber sido usadas durante mas de seis décadas y ante la creciente dispersion de cepas
resistentes en casi todo el resto del mundo [Fontecha et al., 2014; Jovel et al., 2011]. Estos
resultados coinciden con los hallazgos obtenidos previamente mediante estudios in vitro

[Nguyen-Dinh et al., 1981], e in vivo realizados en el pais [Mejia-Diaz et al., 2000].

La norma nacional de malaria en Honduras establece que la cloroquina es la droga de eleccion
para el tratamiento de la malaria no complicada en adultos, mujeres embarazadas e infantes.
Como farmaco adicional se usa primaquina para el tratamiento de los gametocitos de
Plasmodium falciparum y los hipnozoitos de Plasmodium vivax, esta Ultima droga esta
contraindicada durante el embarazo y periodo de lactancia materna y para los menores de 6
meses de edad [Secretaria de Salud de Honduras, 2010]. Los esquemas tratamiento se basan en
diferentes aspectos como ser el peso y edad de cada paciente y la especie de Plamodium
diagnosticada. Para la malaria no complicada, las dosis segin la especie son las siguientes:
P.vivax -cloroquina, 25 mg/ kg repartidos en 3 dias y primaquina 0,25 mg/kg de peso diario
durante 14 dias-; P. falciparum: Cloroquina, 25mg/ kg repartidos en 3 dias y primaquina 0,75
mg/kg de peso en dosis Unica el primer dia de tratamiento; para infecciones mixtas se da el
mismo esquema de tratamiento que para P. vivax. Los casos de malaria complicada deben
tratarse con farmacos de segunda o tercera linea (Quinina, dihidroclorhidrato) segun el caso, de
acuerdo al esquema dispuesto en la norma de malaria en Honduras [Secretaria de Salud de

Honduras, 2010].

Con base en los esquemas diagnosticos nacionales es pertinente investigar la prevalencia de
variantes de G6PD en la poblacion hondurefia, especialmente la que reside en areas endemicas

de malaria, ya que los pacientes infectados con malaria reciben tratamiento con drogas de la
70



familia de las 8-aminoquinolinas (primaquina) sin conocer siquiera la posibilidad estadistica de
que se presente un cuadro de anemia hemolitica debida a una crisis oxidativa por la ingesta de
la medicacion. Sin embargo se han hecho maultiples estudios que indican que la dosificacion de
primaquina en determinadas dosis durante varios dias la hacen segura 0 menor toxicidad
[Howes et al., 2013; Rajgor et al., 2014; White, 2008; White et al., 2012].

e Evaluacion de Riesgo Hemolitico

En cuanto a la evaluacion de riesgo hemolitico es necesario extender los estudios de
caracterizacion y prevalencia de las variantes de la G6PDd, dada su relacion e importancia ante
los potenciales efectos de ciertas drogas antimalaricas. Existe una nueva droga -la tafenoquina
(GlaxoSmithKline®)- de la familia de las 8-aminoquinolinas que entr6 en fase de evaluacion
[11/111 en abril del afio 2014, lo que podria representar un avance significativo en el tratamiento
de la malaria a mediano plazo. Esta droga es considerada como un posible sustituto de la
primaquina dado que se espera una mayor efectividad y adherencia al tratamiento con esta
droga al estar indicada en una sola dosis, en lugar de siete a 14 dosis. A su vez, la tafenoquina
podria utilizarse para eliminar los estadios durmientes de Plasmodium vivax que permita
interrumpir la transmision local o autdctona de la malaria debida a casos asintomaticos y evitar
recidivas. Sin embargo se indica que podria tener una toxicidad hemolitica similar o mayor que
la PQ en individuos con G6PDd [Llanos-Cuentas et al., 2013; Monteiro et al., 2014a; von
Seidlein et al., 2013].

Analizando los hallazgos y resultados obtenidos en este estudio y usando la clasificacion de la
actividad enzimatica de la G6PD para variantes deficientes propuesta por la OMS, los 47
individuos del presente estudio encontrados con la variante G6PD A— (Clase 111, 12% actividad
enzimatica) se encontraron en riesgo potencial de desarrollar hemolisis inducida por la

administracion de primaquina, que forma parte de los farmacos antimalaricos en el esquema
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nacional de tratamiento, ya que no fueron evaluados previamente para la G6PDd. Por otro lado,
se encontré una muestra con la variante alé¢lica G6PD Santamaria (376A—G; 542A—T 241);
y para este individuo este riesgo fue aun mayor por presentar actividad enzimatica menor al
10% (Clase I1).

Con respecto a los 17 individuos encontrados con la variante alélica G6PD A+ (Clase 1V, 85%
actividad enzimatica) el riesgo fue menor, sin embargo, es importante su determinacién en vista
que esta variante es la mas ancestral de las analizadas (y es la base genética de las variantes
G6PD A— y G6PD Santamaria) y en este sentido esta mutacion (376 A>G) estuvo presente en
todos los casos. El resto de las muestras que no evidenciaron ninguna de las mutaciones
estudiadas G6PD A+ (376A>G) y G6PD A— y (376A>G, 202G>A) se designaron con el
genotipo G6PD B (Wild Type), sin embargo, no es posible descartar la presencia de otras
mutaciones en la poblacién estudiada, debido a que la metodologia usada para la caracterizacion
de variantes alélicas de la G6PDd no lo permitio.

e Mecanismo de hemdlisis

La hemolisis en las células deficientes de G6PD ocurre producto de la incapacidad de las células
para producir NADPH, necesario para regenerar el glutation oxidado (GSH) a su forma
reducida (GSSG). Estos procesos son esenciales en reacciones de biosintesis y detoxificacion
intracelular de especies reactivas de oxigeno —radicales libres- y H2O.. En el caso particular de
los eritrocitos la G6PD es de vital importancia, debido a que estas células carecen de
mitocondrias y la Unica fuente de NADPH la obtienen por medio de la via de las pentosas
fosfato. Asi la hemolisis ocurre como consecuencia a una mayor susceptibilidad al dafio
oxidativo de las celulas y eritrocitos deficientes de G6PD por agentes exdgenos oxidativos —
favas, farmacos, infecciones-. La deficiencia de G6PD se produce por diversos mecanismos
geneéticos como deleciones, mutaciones puntuales y sustituciones que afectan la transcripcion,
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procesamiento o estructura primaria de la enzima, lo que funcionalmente lleva a una
disminucion de la actividad enzimatica. En definitiva la severidad de los sintomas y el
tratamiento subsecuente requerido, depende del grado de la deficiencia enzimatica de la G6PD,
la naturaleza y dosis total del agente oxidativo [Beutler, 1991; Frank, 2005; Luzzatto, 2009].

e Manifestaciones Clinicas adversas

Casi todas las personas que cursan con la deficiencia de G6PD son usualmente asintomaticas y
solo se manifiesta la enfermedad cuando ingieren drogas o quimicos que desencadenan la
hemolisis masiva intravascular. La expresion clinica entonces resulta de la interaccion de las
propiedades moleculares de cada variante de G6PD y de factores exdgenos [Luzzatto, 2009].
Se han descrito diferentes sindromes clinicos asociados con la deficiencia de esta enzima que
incluyen:

e Anemia hemolitica aguda o crénica

La anemia hemolitica aguda (AHA) se manifiesta como episodios agudos de hemolisis
intravascular, es la forma mas comun de la G6PDd y puede ser desencadenada por varios
agentes exogenos que causan hemdlisis intravascular, ictericia y hemoglobinuria [Luzzatto,
2009]

El efecto més severo de la AHA es la falla renal aguda, y el mayor efecto desencadenante son
las favas (favismo) [Cappellini and Fiorelli, 2008] que puede ser severa y atentar contra la vida
del paciente si este no es transfundido [Beutler et al., 2007; Luisada, 1940b]. Las infecciones
por los virus Hepatitis A y B, citomegalovirus, neumonia, y fiebre tifoidea son otros agentes
responsables de AHA con la manifestaciones clinicas severas [Cappellini and Fiorelli, 2008].
La AHA ha sido reportada en diversos estudios, que en primer lugar la atribuyen a hemolisis
inducida por drogas, en segundo lugar al favismo y en tercer lugar a infecciones. En un estudio

realizado en Latinoamérica de un total of 107 casos, la hemolisis inducida por drogas se ha
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incriminado en 60.7 % de los casos, siendo la primaquina la responsable del 43.9%, mientras
que otras drogas constituyen 16.8 % de los casos. Ademas, el 8.4% de los casos de AHA se
debieron al favismo y 2.8 % de los casos asociados a infecciones [Monteiro et al., 2014a]. Otros
estudios en México, Ecuador y Chile, reportan que la frecuencia de individuos con G6PDd con
anemia hemolitica es de 30.3, 8.6 y 39.5 %, respectivamente [Aroca et al., 2005; Guzman et
al., 1964; Vaca et al., 1982].

Desafortunadamente en Honduras no existen datos publicados sobre efectos adversos como la
AHA asociados a la G6PDd, lo que justifica realizar una evaluacion y monitoreo de casos de
AHA en el pais.

e Ictericia neonatal

La ictericia neonatal causada por deficiencia de G6PD, lleva a la rapida lisis de los eritrocitos,
tiene un pico de presentacion entre el segundo y el tercer dia de vida. Puede ser subclinica o
llevar al kernicterus, que consiste en dafio cerebral y de los nervios auditivos por niveles
elevados de bilirrubinemia neonatal no conjugada, y puede llevar a discapacidad intelectual,
paralisis cerebral, sordera y muerte. Los recién nacidos con G6PDd quienes también han
heredado una mutacion en el gen promotor de la uridinadifosfato glucuroniltransferasa-1
(UGT-1), el cual causa el sindrome de Gilbert, estdn en mayor riesgo de ictericia neonatal
[Kaplan et al., 1997]. La ictericia es atribuida etiolégicamente a la G6PDd en un 5 a 15 % en
neonatos [Boada Boada, 1967; Henny-Harry and Trotman, 2012]. En Costa Rica se reporta que
3.4 % de los varones con ictericia neonatal presentaban G6PDd en ausencia de incompatibilidad
materno-fetal; en contraste con 69.6 % de otro grupo de neonatos la G6PDd estaba asociada a
ictericia de moderada a severa de causa desconocida reportado en Jamaica [Chaves et al., 1987,
Gibbsetal., 1979]. Incluso hay estudios realizados en Estados Unidos que incriminan la G6PDd

con ictericia neonatal, siendo necesario considerar un cribado neonatal [Bernardo and Nock,

74



2014]. Sin embargo, el mecanismo por el cual la G6PDd causa ictericia neonatal ain no se
conoce completamente.

El cribado neonatal es necesario en poblaciones donde la G6PDd es muy frecuente y deberia
realizarse en neonatos que desarrollan hiperbilirrubinemia (concentraciones de bilirrubina
mayores a 150 pmol/ L]) dentro de las primeras 24 horas de vida, asi como en aquellos neonatos
con historia de ictericia neonatal en hermanos [American Academy of Pediatrics Subcommittee
on, 2004]. La implementacion del cribado neonatal para la G6PDd se ha asociado a una
disminucion en la incidencia de hiperbilirrubinemia severa y kernicterus en Singapur [Joseph
et al., 1999], Grecia [Missiou-Tsagaraki, 1991], Arabia Saudita [Mallouh et al., 1992] y Hong
Kong [Padilla and Therrell, 2007]. Honduras carece de programa de cribado neonatal dirigido
a la G6PDd, el cual seria necesario implementar en zonas de amplia endemia de malaria donde
los neonatos podrian estar en mayor riesgo a este tipo de transtornos y efectos adversos
asociados a la G6PDd.

Anemia hemolitica no esferocitica congénita

Las variantes de la G6PDd de la clase | expresan niveles muy bajos de actividad enzimatica.
Estas variantes nunca alcanzan frecuencias polimorficas debido a sus severas patologias,
caracterizadas por la anemia hemolitica no esferocitica congénita. Los individuos afectados son
una minoria, casi siempre son hombres, y dependen de transfusiones. Las células no pueden
protegerse a si mismas contra radicales de oxigeno continuamente generados por los procesos
en curso de desoxigenacion de hemoglobina en la circulacién normal, lo que la hace una
enfermedad crénica [Luzzatto, 2009]. Dentro de estas variantes se encuentra la “G6PD Puerto
Limén”, la cual fue detectada en Costa Rica por primera vez en una comunidad del mismo

nombre.
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¢ Implicaciones de riesgo hemolitico por drogas de la familia de las 8-aminoaquinolinas

El agente causal responsable del mayor nimero de casos de malaria en el Continente Americano
es Plasmodium vivax. Para la cura radical en estos casos de malaria —sin relapsos o recaidas por
la eliminacidon de estadios durmientes (hipnozoitos)— la Unica droga disponible actualmente es
la primaquina —de la familia de las 8-aminoquinolinas-. A pesar de su efectividad muchos
estudios han demostrado efectos hemoliticos adversos y consecuencias severas en individuos
con deficiencia de G6PD prescritos con este farmaco [Beutler et al., 2007; Monteiro et al.,
2014b]. Por otro lado, la tafenoquina (GlaxoSmithKline®) es una nueva droga antimalarica en
fase de evaluacion I11/111, que también pertenece a las 8-aminoquinolinas, ésta causa un efecto
adverso similar o mayor en individuos con individuos con G6PDd [von Seidlein et al., 2013].
Ensayos para la determinacion de G6PDd

e Ensayos fenotipicos

Los ensayos fenotipicos de la actividad enzimatica de la G6PD en sangre venosa, permanece
siendo el método diagndstico mas ampliamente usado y uno de los mayores indicativos de los
niveles enzimaticos.

La medicion estandar de la actividad enzimatica se lleva a cabo por espectrofotometria [World
Health Working Group., 1989]. El ensayo béasico de la hemolisis fue descrito en 1952 [Zinkham
et al., 1958]. El ensayo de Beutler’s fluorescent spot test es una técnica popular de monitoreo
de prueba diagndstica en la cual el hemolisado es incubado con los subtratos de reaccion de la
G6PD, se coloca en papel filtro y se ilumina con luz UV (450 nm) [Beutler et al., 1979;
Friedman, 1979].

Este tipo de métodos son factibles de implementar en laboratorios clinicos de rutina, en las
redes de laboratorios de las diferentes regiones departamentales a la cual pertenecen los

departamentos endémicos de malaria, ya que son rapidos, confiables y faciles de llevar a cabo,
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en un tiempo estimado de 15 minutos y para el tamizaje cualitativo de individuos es suficiente

[Beutler et al., 2007].

Sin embargo, estos métodos solo serdn capaces de detector confiablemente hombres
hemicigotos y mujeres homocigotas, ya que los resultados de mujeres heterocigotas se van a
solapar con individuos con actividad enzimatica normal, siendo necesario aplicar otros ensayos
como los ensayos moleculares.

Ensayos Moleculares

El desarrollo de métodos de diagnostico molecular -PCR, secuenciacion, electroforesis en gel
de gradiente desnaturalizante, entre otros-, permite llevar a cabo un enfoque diagnostico aln
mas preciso que los ensayos fenotipicos, ya que éstos utilizan cebadores especificos para
identificar la presencia o ausencia de variantes o mutaciones especificas en el propio gen. Estos
ensayos se han usado en la deteccion de mutaciones especificas en estudios poblacionales,
familiares y en casos raros y severos de diagnostico prenatal. Ademas constituyen un método
definitivo de diagnostico para discernir entre variantes deficientes de G6PD en hembras
heterocigotas, que por otras metodologias podrian ser clasificadas incorrectamente como
normales [Mason, 1996].

Asi mismo, los metodos moleculares permiten profundizar en aspectos relacionados a la
severidad de la condicién para las mutaciones para las que se conocen fenotipos y niveles
enzimaticos residuales, como ser fenotipos conocidos de sensibilidad a drogas antimaléricas
como la primaquina [Cappellini and Fiorelli, 2008; Howes et al., 2013].

La técnica de polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion (PCR-RFLP), es un
ensayo molecular que permite la caracterizacion de secuencias de ADN homdlogas y mediante

la digestion con enzimas de restriccion especificas se obtienen patrones de bandas que
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evidencian polimorfismos entre individuos con diferentes genotipos; que en el caso de la
G6PDd estan asociados a diferentes variantes alélicas [Hirono and Beutler, 1988]. En este
estudio ese abordaje técnico permitio procesar y caracterizar todas las muestras en forma rapida
y efectiva, sin embargo se plantea la limitante que para la realidad nacional no podria usarse
como una técnica de rutina, ya que existen muy pocos centros de diagndstico con los
requerimientos minimos necesarios para su implementacion, asi como el personal capacitado
en biologia molecular. Ademas los costos del equipo e insumos necesarios son elevados, por lo

que este abordaje seria mas apropiado para estudios piloto y epidemioldgicos especificos.

La secuenciacién se basa en la polimerizacion del ADN y el uso de dideoxinucleétidos que
sirven como terminadores de la reaccion. En la actualidad la reaccion de secuenciacion se basa
en una modificacion de la PCR con dideoxinucle6tidos marcados con fluorocromos y se
resuelve mediante electroforesis capilar. Por medio de esta técnica es posible visualizar todas
las mutaciones presentes en determinadas regiones del genoma humano; sin embargo sus costos
son bastante elevados y se requiere en muchos casos de enviar las muestras fuera del pais, pero
su uso seria de vital importancia en poblaciones donde se espera una alta heterogeneidad de
variantes alélicas de la G6PD, en estudios de investigacion piloto, y dadas sus bondades
diagnosticas podria ser una herramienta confirmatoria y de evaluacion de los hallazgos

encontrados por otras metodologias.

e Pruebas de diagndstico rapido

Este tipo de pruebas, a pesar de estar situadas dentro de los ensayos fenotipicos, se describen
aqui separadamente, ya que para el manejo adecuado de casos de malaria se ve necesario el

desarrollo de técnicas con buena sensibilidad y especificidad que vengan a facilitar la
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evaluacion de riesgo de efectos hemoliticos adversos y poder llevar a cabo el diagnostico de la
actividad enzimatica de la G6PD en forma rutinaria en poblaciones grandes en zonas endémicas
de malaria de dificil acceso sin las condiciones minimas necesarias para llevar a cabo analisis
méas complejos y costosos. Actualmente, esta en fase de evaluacion la prueba llamada
BinaxNOW® G6PD test (Alere™, California), comparandola con métodos cuantitativos
cinéticos por espectrofotometria que han sido el estdndar de oro para la determinacion de la
actividad enzimatica de la G6PD. Sin embargo, a pesar de evidenciar una especificidad alta
(100 %), la sensibilidad de la misma resulta moderadamente baja (54.5 %) [Osorio et al., 2015].
Por ello es prioritario el desarrollo de otras pruebas adicionales con mayor sensibilidad para el
diagnostico rapido rutinario de la G6PDd, encaminado a la administracion segura de drogas de
la familia de las 8-aminoaquinolinas para el tratamiento y control de la malaria.
Consideraciones finales

En la actualidad han adquirido relevancia las interacciones entre algunos desordenes
hemoliticos hereditarios, como la G6PDd, en relacién con la susceptibilidad a la malaria o
efectos adversos de algunos farmacos antimalaricos en seres humanos.

La eliminacion de la malaria es la meta final de cualquier programa de control de la malaria y
requiere un compromiso al mas alto nivel, para lo cual es necesario la comprension de otros
factores interrelacionados, entre los que sobresalen las deficiencias de la G6PD.

Por ello, el presente estudio se ha propuesto como objetivo principal describir la frecuencia de
variantes deficientes de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa en individuos que han cursado con
infeccion malarica por cualquiera de las dos especies del parasito circulantes en el pais —
Plasmodium vivax y Plasmodium falciparum —, que residen en las zonas endémicas de malaria

en Honduras.
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En Honduras, la droga de eleccion para el tratamiento de la malaria es la cloroquina, y como
farmaco adicional se usa primaquina para el tratamiento de los gametocitos de Plasmodium
falciparum y la infeccion por hipnozoitos de Plasmodium vivax. Estas drogas siguen siendo
efectivas a pesar de haber sido usadas durante mas de seis décadas y de la dispersion creciente
de cepas resistentes del parasito en casi todo el resto del mundo. Por esta razon consideramos
pertinente investigar la prevalencia de variantes de G6PD en la poblacion hondurefia,
especialmente la que reside en areas endémicas de malaria, ya que los pacientes infectados con
malaria reciben tratamiento con primaquina sin conocer siquiera la posibilidad estadistica de
que se presente un cuadro de anemia hemolitica debida a una crisis oxidativa por la ingesta de

la medicacion.

Finalmente, los datos obtenidos en esta investigacion podrian contribuir a llenar parcialmente
el vacio de conocimiento relacionado con la prevalencia de las G6PDd en Honduras. Ademas
serviran de base para futuras investigaciones y particularmente para los programas de
planificacion, control y toma de decisiones en salud pablica, que tienden a mejorar la salud

neonatal y la distribucion de medicamentos, especialmente las drogas antimalaricas.
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CAPITULO6

. CONCLUSIONES

En este estudio se analizaron 398 muestras de ADN de individuos con malaria de zonas
endémicas de Honduras, encontrdndose una frecuencia general de 16.58% para las variantes
alélicas deficitarias G6PD A+ y G6PD A-, reportandose por primera vez en Honduras la
frecuencia de variantes alélicas asociadas a la deficiencia de G6PD. Estos datos son
similares o superiores a lo reportado para otros paises latinoamericanos y confirman la
amplia distribucion y frecuencia de estas variantes alélicas en particular en zonas endémicas

de malaria.

La frecuencia de la variante alélica G6PD A- (376 A>G, 202G>A) en la poblacién analizada
que ha sufrido infeccion malérica en Honduras fue de 11.75 %. Estos individuos podrian
potencialmente desarrollar cuadros hemoliticos de moderados a severos al ser portadores
de esta variante perteneciente a la Clase Ill, segun la clasificacion de la OMS, lo que
representa un nivel reducido de actividad enzimatica de la G6PD del 10 % al 60 % del
normal.

La frecuencia del genotipo G6PD A+ (376A>G) fue de 4.75 % (17/398), esta variante esta
categorizada en la Clase IV segin la OMS, lo que significa que estos individuos tienen un
nivel de actividad enzimatica de la G6PD del 60 al 150 % del normal. Por lo tanto tienen
un riesgo leve de efectos hemoliticos adversos ante agentes oxidativos como las drogas de
la familia de las 8-aminoaquinolinas, a la cual pertenecen la primaquina y la tafenoquina.
Se encontrd un individuo con la variante alélica G6PD “Santamaria” (376 A—G, 542A—T),
clasificada en la Clase 11 segun la OMS, en quienes el riesgo de efectos hemoliticos adversos

es severo al presenta menos de un 10 % de actividad enzimatica; lo que invita a realizar mas
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investigaciones asociadas al tema de estudio dirigido a otras variantes alélicas que podrian

estar también presentes en las zonas endémicas de malaria de Honduras.

La poblacion femenina analizada presenta mayores frecuencias de G6PDd que la poblacion
masculina. De las muestras encontradas con la variante alélica G6PD A-, 65.96 % fueron
mujeres, en contraste con el 34.04 % de hombres. Asi mismo, la frecuencia entre los
individuos con la variante alélica G6PD A+ se compuso de 76.47 % mujeres y 23.52 %
hombres.

Las técnicas empleadas para el diagnostico de G6PDd en este estudio demostraron muy
buena concordancia (k = 0923) con p < 0.05, por lo que este dato fue considerado
estadisticamente significativo, y dado el relativo bajo costo de la PCR-RFLP entre las
técnicas usadas en este estudio podria significar una herramienta importante para otras
investigaciones dirigidas a caracterizar individuos con G6PDd.

Es importante el conocimiento de la deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDd) en otras poblaciones y localidades, dada las altas frecuencias encontradas en estas
zonas endémicas de malaria de Honduras, confirmando la correlacién geogréfica
encontrada en otros estudios, lo que alerta a las autoridades de salud publica las medidas
necesarias para evitar los inminentes efectos adversos por drogas antimalaricas en
individuos con esta deficiencia y a su vez infectados con malaria.

La estrategia de tratamiento mas efectiva para la G6PDd es la prevencion de la hemodlisis,
gue consiste en evitar la exposicion a agentes oxidativos como ser farmacos, quimicos y
favas, por lo que se requiere que el paciente tenga conocimiento de su deficiencia, como

resultado de un episodio hemolitico previo 0 mediante un programa de monitoreo.
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CAPITULO7

7.1 RECOMENDACIONES

Ante los hallazgos de variantes alélicas de la deficiencia de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa entre los individuos con malaria de zonas endémicas de Honduras, se alerta
a las autoridades de salud sobre la instauracion de normas y procedimientos para el
diagndstico de sujetos con esta deficiencia enzimatica en poblaciones en riesgo de contraer
infecciones malaricas.

Los avances en la eliminacion de la malaria s6lo seran posible con los esfuerzos regionales
e internacionales enfocados al tratamiento y diagnostico de infecciones subclinicas
causadas por Plasmodium vivax, y en este sentido las estrategias de control de la malaria
basadas en la administracion de forma masiva de drogas antimalaricas deben ser evaluadas
en individuos con G6PDd para una cura radical, es decir sin relapsos y recaidas que a su
vez puedan mantener latente el ciclo de transmision de la malaria.

Las altas frecuencias alélicas de la variante Clase Il A- encontradas en la poblacion que
habita en zonas endémicas de malaria indica que estos pacientes se encuentran en riesgo
potencial de desarrollar un cuadro clinico hemolitico al ingerir primaquina como
tratamiento antimalérico.

Dado que el pais se encuentra en camino a iniciarse en la fase de pre-eliminacion de malaria,
sera necesario que la administracion masiva de drogas antimalaricas como la primaquina o
la tafenoquina requiera de un analisis de tamizaje preliminar para descartar la posibilidad
de una deficiencia de enzima G6PD.

Es recomendable ampliar el estudio de prevalencia de G6PDd en la poblacion general,

especialmente la que habita en zonas de riesgo de infeccion por malaria.
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A pesar de la significancia de la interaccion entre la G6PDd y la malaria, la prevalencia de
la G6PDd y la magnitud de sus consecuencias clinicas no ha sido medida debidamente en
poblaciones de Latinoamérica, dentro de los cuales figura Honduras, quien presenta la

mayor incidencia de malaria de los paises del Istmo Centroamericano.

7.2 LIMITACIONES

En Honduras existen areas bien conocidas con altas prevalencias de malaria en las que esta
deficiencia enzimatica es potencialmente una causa importante pero ignorada de morbi-
mortalidad, existiendo pocos datos sobre la prevalencia y frecuencia de la deficiencia de
G6PD, en este sentido el presente estudio partié de un vacio de informacion y conocimiento

relacionado a este tema en el pais.

Se desestim6 el analisis de individuos sanos (sin infeccion por malaria) debido a
observaciones realizadas por el Oficial de ética de la Maestria. Por esta razon la poblacién

a estudiar fue solamente la compuesta por individuos con infeccion malarica.

Se parti6 de muestras de origen secundario, lo que limité poder trasladar los resultados a

los individuos objeto de estudio, asi como los analisis realizados.

En el presente estudio no se pudo obtener una prevalencia debido a que el muestreo fue
aleatorio por conveniencia y el tamafio de la muestra no fue representativo del total de
individuos de cada una de las poblaciones en estudio, siendo ademas necesario incluir
individuos de la poblacion general sin malaria en quienes también podrian estar presentes

variantes alélicas de la G6PDd.
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7.3 PERSPECTIVAS

Se espera que los datos obtenidos en esta investigacion puedan contribuir a llenar
parcialmente el vacio de informacion y conocimiento relacionado con la prevalencia y
frecuencia de variantes deficientes de G6PD en Honduras para su utilidad en programas de
planificacién, control y toma de decisiones en materia de salud publica y control de la
malaria.

Son necesarias futuras investigaciones no solo en relacion a los efectos adversos, sino
también al potencial efecto protector conferido con determinadas variantes alélicas y
genotipos de G6PDd, para una mejor comprension de la malaria y su relacion con defectos
hemoliticos como la G6PDd.

En la actualidad la sociedad cientifica se plantea una gran diversidad de criterios, enfoques
y estrategias para la eliminacién de la malaria y lo que queda es seguir trabajando en dicho
propdsito para lograr combatir esta enfermedad que afecta a tantas personas y que

permanece causando muchas muertes a nivel mundial.
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Anexo 1: Flujograma de Trabajo

“Deficiencia de Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa en Zonas Endémicas de Malaria en

Honduras”

Seleccion de muestras positivas por malaria, provenientes de zonas endémicas
para esta enfermedad del banco de ADN del Laboratorio Teasdale-Corti, UNAH

Anonimizacién de muestras de sangre total en papel filtro

Extraccion y purificacion de ADN para muestras de sangre en papel filtro.
-Método de Chélex-

Amplificacion de fragmentos de ADN mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR)

PCR-G6PD G 202 A PCR-G6PD G 202 A
\ \
PCR-RFLP PCR-RFLP
Enzima de restriccion Nlalll Enzima de restriccion Fokl

Electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % con bromuro de etidio

Genotipos deficientes Genotipos Normales

Genotipos deficientes

DiaplexC™ G6PD Genotyping
Kit African Type (SOLGENT®)

Secuenciacion — Andlisis Estadistico
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Anexo 2: Procedencia de las Muestras Objeto de Estudio

MAPA DE PROCEDENCIA GEOGRAFICA DE LAS MUESTRAS DE ADN SEGUN
DEPARTAMENTO Y MUNICIPIO.
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Anexo 3: Extraccién de ADN mediante Método de Chélex.

Universidad Nacional Autbnoma de Honduras
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Cadigo:
Procedimiento Operativo Estandar para 3 : : Pagina
Extraccion de ADN mediante Método de Chélex. POE LTC_ ,MAZ 01 1/2
Version 1
Elaborado por: Miguel Angel Zufiga Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
Fecha: Diciembre de 2013 Aprobado por: Gustavo Fontecha PhD.

OBJETIVO: Obtener ADN gendmico de alta calidad y concentracion a partir de muestras de
sangre humana recolectadas en papel filtro Whatman No. 3.

DEFINICIONES:

= Chelex-100: Resina quelante para extraccion de DNA.

= DNAg: Acido desoxirribonucleico gendmico.

= PBS: Peptone Buffer Solution.

UNIDAD DE ANALISIS: Muestras con sangre en papel filtro Whatmann No. 1 de pacientes
infectados con Plasmodium spp.

REACTIVOS:

»= Chélex-100 al 5 %

= PBS1X

= Saponinaal 1 %

MATERIALES Y EQUIPO:

e Bata de Laboratorio e Mascarilla

o Guantes e Micropipeta 10-100 pl

e Bafio Maria e Micropipeta 100-1000 pl

e Bloque caliente. e Puntas estériles para micropipetas
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Perforadoras e Tubos eppendorf de 1.5ml estériles

Termdémetro

PROCEDIMIENTO:

1.

2.

8.

9.

Cortar 3 discos de papel filtro impregnado con sangre usando perforadora.

Colocar los discos en un tubo de 1.5ml y limpie la perforadora cortando 6X en papel filtro
sin sangre.

Agregar 200ul de saponina 1 %.

Mezclar con agitador de vortice e incubar a 4°C toda la noche.

Descartar la saponina.

Lavar 4X con PBS (en volimenes de 200 pl).

Agregar 200 ul de chelex-100 5 % (mezclar bien el chélex para evitar su sedimentacion).
Incubar a 56°C / 15 min.

Incubar a 100°C / 10 min.

10. Centrifugar 5 min a 13,000 rpm.

11. Recuperar el sobrenadante y quite los restos de chélex.

12. Almacenar a -20°C hasta su uso.

REFERENCIAS:

de Lamballerie, X., Zandotti, C., Vignoli, C., Bollet, C., & de Micco, P. (1992). A one-step

microbial DNA extraction method using "Chelex 100" suitable for gene amplification. Res

Microbiol, 143(8), 785-790.
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Anexo 4: PCR G6PD-202

Universidad Nacional Auténoma de Honduras
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoonoticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Procedimiento Operativo Estandar para PCR Cadigo: Pagina
G6PD-202 POE-LTC-MAZ-02 g
. 1/3
Version 1
Elaborado por: Miguel Angel Zufiga Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
Fecha: Diciembre de 2013 Aprobado por: Gustavo Fontecha PhD.

OBJETIVO: Amplificar fragmento DNA que incluya los codones 68 y 126 del gen de la

G6PD por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa, a partir de DNA extraido de

muestras de sangre humana recolectadas en papel filtro Whatmann No. 1.

DEFINICIONES:

= Codon: triplete de tres bases nitrogenadas.

= DNA: Acido desoxirribonucleico.

» Nucledtido: Molécula organica formadas por la unién covalente de un monosacéarido de
cinco carbonos (pentosa), una base nitrogenada y un grupo fosfato.

» PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

UNIDAD DE ANALISIS: Muestras de DNA.

REACTIVOS:

» Primer Forward - G6PD-4: 5GTGGCTGTTCCGGGATGGCCTTCTG 3
» Primer Reverse - G6PD-2: 5'-AGGGCAACGGCAAGCCTTAC-3’

* PCR Mastermix 2x (Promega®)

= BSA 10mg/mi

=  H>0 mQ estéril
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MATERIALES Y EQUIPOS:

= Bata de Laboratorio

= Guantes

= Tubos eppendorf de 1.5ml estériles

» Tubos de PCR de 0.2 mi

= Micropipeta 0.1-10 pl

= Micropipeta 10-100 pl

» Puntas estériles para micropipetas.

= Microcentrifuga para tubos de 1.5ml y 0.2ml

= Termociclado

PROCEDIMIENTO:

1. Prepare una mezcla de reaccion con los siguientes reactivos.

Reactivos Conc. inicial Conc. final Vol 1X (ul)
H.OmQ e e 13.4
MMix 2X 2X 1X 25.0
G6PD-4 10puM 0.4 uM 2.0
G6PD-2 10puM 0.4 uM 2.0
BSA 10mg/ml 0.3 mg/ml 1.6
ADN * * 6.0
Vol Final e e 50.0

*La cantidad de DNA agregada dependera de la cantidad especifica de cada extraccion.
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CONDICIONES DE AMPLIFICACION (PROGRAMA PCR G6PD 202):

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 94 06:00
35 94 01:30
66 00:45
72 01:35
1 72 06:00
1 4 o

Tamario del amplicon de DNA esperado: 898pb
ELECTROFORESIS
1. Preparar segun lineamientos del POE de electroforesis en gel de agarosa (POEAGRYS) al

2 %.

REFERENCIAS:

Hirono, A., & Beutler, E. (1988). Molecular cloning and nucleotide sequence of cDNA for
human glucose-6-phosphate dehydrogenase variant A(-). Proc Natl Acad Sci U S A, 85(11),
3951-3954.

Vulliamy, T. J., D'Urso, M., Battistuzzi, G., Estrada, M., Foulkes, N. S., Martini, G., et al.
(1988). Diverse point mutations in the human glucose-6-phosphate dehydrogenase gene
cause enzyme deficiency and mild or severe hemolytic anemia. Proc Natl Acad Sci U S A,
85(14), 5171-5175.

Minucci, A., Moradkhani, K., Hwang, M. J., Zuppi, C., Giardina, B., & Capoluongo, E.
(2012). Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) mutations database: review of the
"old" and update of the new mutations. Blood Cells Mol Dis, 48(3), 154-165. doi:

10.1016/j.bcmd.2012.01.001
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Anexo 5: PCR-RFLP “Nlalll”

Universidad Nacional Auténoma de Honduras
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondéticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Procedimiento Operativo Estandar para Cddigo: Padina
PCR-RFLP con enzima de restriccion POE-LTC-MAZ-03 19/4
“Nlalll” Version 1

Elaborado por: Miguel Angel Zdfiga Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
Fecha: Diciembre de 2013 Aprobado por: Gustavo Fontecha PhD.

OBJETIVO: Digerir productos amplificados de PCR con la enzima de restriccion Nlalll,

para detectar mutacion el nucledtido 202 (G->A) correspondiente al codén 68 del gen de la

G6PD, que origina deficiencias en la actividad enzimatica de la G6PD y visualizar

polimorfismos entre genotipos de G6PD B y G6PD A-.

DEFINICIONES:

= Enzima de restriccién: Son enzimas que cortan los enlaces fosfodiester del material
genético a partir de una secuencia diana gque reconocen.

= RFLP: Analisis de fragmentos de restriccion de longitud polimorfica.

= Codon: triplete de tres bases nitrogenadas

= DNA: Acido desoxirribonucleico.

= Nucleétido: Molécula organica formadas por la unién covalente de un monosacéarido de
cinco carbonos (pentosa), una base nitrogenada y un grupo fosfato.

= PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

UNIDAD DE ANALISIS: Muestras de DNA, productos de PCR.
REACTIVOS:
=  H0 mQ estéril.

= Cutsmart™ Buffer NE10X (New England Biolabs)
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= Enzima de restriccion Nlalll (New England Biolabs)

= BSA (Albumina de suero bovino)

MATERIALES Y EQUIPOS:

= Bata de Laboratorio

= Guantes

= Tubos eppendorf de 1.5ml estériles

» Tubos de PCR de 200 pl

=  Micropipeta 0.1-10 pl

=  Micropipeta 10-100 pl

= Microcentrifuga para tubos de 1.5ml y 0.2ml

» Puntas estériles para micropipetas.

PROCEDIMIENTO:

1. Prepare una mezcla de reaccion con los siguientes reactivos.

Reactivos Conc. Inicial Conc. final Vol (ul) 1x
HO e e 6.8
Cutsmart™ Buffer NE10X 10X 1X 2.0
BSA 10 mg/ml 0.2 mg/ml 0.5
ADN * * 15.0
Nlalll 10,000 U/ml 1 U/ug 0.7
Vol Final 50.0

*La cantidad de DNA agregada dependera de la cantidad especifica de cada extraccion.

** 10 U de enzima son suficientes para digerir todos los tipos de DNA.
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Condiciones de Incubacién para PCR-RFLP con enzima de restriccion Nlalll

1. Programe en el termociclador los siguientes ciclos, temperaturas y tiempos de incubacion

ELECTROFORESIS

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 37 50
1 65 20
1 4 o

1. Preparar segun lineamientos del POE de electroforesis en gel de agarosa (POEAGRS) al
2.5 %.

Resultados esperados de la digestion:
= Nlalll 202, NORMAL (G6PD B): 423, 184, 169, 106, 32pb.

= Nlalll 202, MUTADO (G6PD A-): 423, 184, 127, 106, 46pb.

GEPD A - GEPFD B
Mla m Mlalll
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REFERENCIAS:

Hirono, A., & Beutler, E. (1988). Molecular cloning and nucleotide sequence of cDNA for
human glucose-6-phosphate dehydrogenase variant A(-). Proc Natl Acad Sci U S A, 85(11),
3951-3954.

Vulliamy, T. J., D'Urso, M., Battistuzzi, G., Estrada, M., Foulkes, N. S., Martini, G., et al.
(1988). Diverse point mutations in the human glucose-6-phosphate dehydrogenase gene
cause enzyme deficiency and mild or severe hemolytic anemia. Proc Natl Acad Sci U S A,
85(14), 5171-5175.

Minucci, A., Moradkhani, K., Hwang, M. J., Zuppi, C., Giardina, B., & Capoluongo, E.
(2012). Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) mutations database: review of the
"old" and update of the new mutations. Blood Cells Mol Dis, 48(3), 154-165. doi:

10.1016/j.bcmd.2012.01.001.
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Anexo 6: PCR G6PD-376

Universidad Nacional Auténoma de Honduras
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondéticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Procedimiento Operativo Estandar para PCR Cadigo: PAgina
G6PD-376 POE-LTC-MAZ-04 1@}3
Version 1
Elaborado por: Miguel Angel Zufiiga Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
Fecha: Diciembre de 2013 Aprobado por: Gustavo Fontecha PhD.

OBJETIVO: Amplificar fragmento de DNA que incluya el codén 126 del gen de la G6PD

por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa, a partir de DNA extraido de muestras

de sangre humana recolectadas en papel filtro Whatman No. 3.

DEFINICIONES:

Codén: triplete de tres bases nitrogenadas.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

Nucledtido: Molécula orgéanica formadas por la unién covalente de un monosacérido de
cinco carbonos (pentosa), una base nitrogenada y un grupo fosfato.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

UNIDAD DE ANALISIS: Muestras de DNA, productos de PCR y PCR-RFLP.

REACTIVOS:

Primer Forward - G6PD-3: 5"-CTGCGTTTTCTCCGCCAATC-3
Primer Reverse - G6PD-2: 5"-AGGGCAACGGCAAGCCTTAC-3’
PCR Mastermix 2x (Promega®)

BSA 10mg/ml

H20 mQ estéril.
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MATERIALES Y EQUIPOS:

= Bata de Laboratorio

Guantes

Mascarilla

Tubos eppendorf de 1.5ml estériles

Tubos de PCR de 200 pl

=  Micropipeta 0.1-10 pl

=  Micropipeta 10-100 pl

=  Puntas estériles para micropipetas.
= Microcentrifuga

=  Termociclador

PROCEDIMIENTO:

1. Prepare una mezcla de reaccion con los siguientes reactivos.

Reactivos Conc. inicial Conc. final Vol 1X (ul)
HOmQ e e 13.4
MMix 2X 2X 1X 25.0
G6PD-3 10pM 0.4 uM 2.0
G6PD-2 10puM 0.4 uM 2.0
BSA 10mg/ml 0.3 mg/ml 1.6
ADN * * 6.0
Vol Final 50.0

*La cantidad de DNA agregada dependera de la cantidad especifica de cada extraccion.
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Condiciones de Amplificacion (Programa G6PD 376)

1. Programe en el termociclador los siguientes ciclos, temperaturas y tiempos de

incubacion.
Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)

1 94 05:00
35 94 01:30
62 00:45
72 01:30
1 72 05:00

1 4 o

Tamario del amplicon de DNA esperado: 585pb
ELECTROFORESIS
1. Preparar segun lineamientos del POE de electroforesis en gel de agarosa (POEAGRS) al

2 %.

REFERENCIAS:

Takizawa, T., Yoneyama, Y., Miwa, S., & Yoshida, A. (1987). A single nucleotide base
transition is the basis of the common human glucose-6-phosphate dehydrogenase variant A
(+). Genomics, 1(3), 228-231.

Minucci, A., Moradkhani, K., Hwang, M. J., Zuppi, C., Giardina, B., & Capoluongo, E.
(2012). Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) mutations database: review of the
"old" and update of the new mutations. Blood Cells Mol Dis, 48(3), 154-165. doi:

10.1016/j.bcmd.2012.01.001
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Anexo 7: PCR-RFLP “Fokl”

Universidad Nacional Auténoma de Honduras
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondéticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Procedimiento Operativo Estandar para Cadigo: Pagina
PCR-RFLP con enzima de restriccion POE-LTC-MAZ-05
“FokI” Version 1 13
Elaborado por: Miguel Angel Zdfiga Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
Fecha: Diciembre de 2013 Aprobado por: Gustavo Fontecha PhD.

OBJETIVO: Digerir productos amplificados de PCR con enzima de restriccion Fokl, para

detectar mutacion el nucleodtido 376 (A->G) correspondiente al codon 126 del gen de la

G6PD, que origina deficiencias en la actividad enziméatica de la G6PD y visualizar

polimorfismos entre genotipos de G6PD B y G6PD A+.

DEFINICIONES:

= Enzima de restriccién: Son enzimas que cortan los enlaces fosfodiester del material
genético a partir de una secuencia diana que reconocen.

= RFLP: Analisis de fragmentos de restriccion de longitud polimorfica.

= Codon: triplete de tres bases nitrogenadas

= DNA: Acido desoxirribonucleico.

» Nucle6tido: Molécula orgénica formadas por la union covalente de un monosacérido de
cinco carbonos (pentosa), una base nitrogenada y un grupo fosfato.

» PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

UNIDAD DE ANALISIS: Muestras de DNA, productos de PCR y PCR-RFLP.
REACTIVOS

=  H,O mQ estéril.

= Cutsmart™ Buffer NE10X (New England Biolabs)
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» Enzima de restriccion Fokl (New England Biolabs)

= BSA (Albdmina de suero bovino)

MATERIALES Y EQUIPOS:

Bata de Laboratorio

= Guantes

=  Tubos eppendorf de 1.5ml estériles
=  Micropipeta 0.1-10 pl

=  Micropipeta 10-100 pl

=  Puntas estériles para micropipetas.

Microcentrifuga para tubos de 1.5ml y 0.2ml

PROCEDIMIENTO:

1. Prepare una mezcla de reaccion con los siguientes reactivos.

Reactivos Conc. inicial Conc. final Vol (ul) 1x
Ho e e 7.2
Cutsmart™ Buffer NE10X 10X 1X 2.0
BSA 10mg/ml 0.2 mg/ml 0.4
ADN * * 10.0
Fokl 5000U/ml 1U/ug 0.4
Vol Final 20.0

*La cantidad de DNA agregada dependera de la cantidad especifica de cada extraccion.

** 10 U de enzima son suficientes para digerir todos los tipos de DNA.
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Condiciones de Amplificacion PCR-RFLP con enzima de restriccion Fokl

1. Programe en el termociclador los siguientes ciclos, temperaturas y tiempos de

incubacion.
Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 37 60
1 65 20
1 4 o

Resultados esperados de la digestion:
= Fokl 376, NORMAL (G6PD B): 402,187pb.

» Fokl 376, MUTADO (G6PD A+): 289, 187, 117pb.

G6PD A + GoPD B
2,000

Foki Foki
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ELECTROFORESIS
1. Preparar segun lineamientos del POE de electroforesis en gel de agarosa (POEAGRS) al

2.5 %.

REFERENCIAS:

Takizawa, T., Yoneyama, Y., Miwa, S., & Yoshida, A. (1987). A single nucleotide base
transition is the basis of the common human glucose-6-phosphate dehydrogenase variant A
(+). Genomics, 1(3), 228-231.

Minucci, A., Moradkhani, K., Hwang, M. J., Zuppi, C., Giardina, B., & Capoluongo, E.
(2012). Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) mutations database: review of the
"old" and update of the new mutations. Blood Cells Mol Dis, 48(3), 154-165. doi:

10.1016/j.bcmd.2012.01.001.
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Anexo 8: Kit de genotificacion DiaPlexC™ G6PD Genotyping Kit African Type
(Solgent®, ROK)

Universidad Nacional Auténoma de Honduras
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Cadigo:
Procedimiento Operativo Estandar DiaplexC™

. . i POE-LTC-MAZ-
G6PD Genotyping Kit African Type (SOLGENT®) © c 06

Version 1
Elaborado por: Miguel Angel Zufiga Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
Fecha: Diciembre de 2013 Aprobado por: Gustavo Fontecha PhD.

OBJETIVO: Detectar variantes africanas deficiencies de la G6PD mediante el kit de
genotificacion DiaPlexC™ G6PD Genotyping Kit African Type (Solgent®, ROK), basado
en PCR Multiplex alelo especifica.

DEFINICIONES:

= DNA: Acido desoxirribonucleico.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

Alelo: Variante o forma alternativa que puede tener un gen.

Gen: unidad de informacion dentro del genoma.

RFLP: Analisis de fragmentos de restriccion de longitud polimorfica.

MATERIALES Y EQUIPOS SUMINISTRADOS EN EL KIT:

= 2X Multiplex PCR Smart mix

Mezcla de Primers

= H20 libre de nucleasas

= DNA (25-50ng)

= Control Mutante y Silvestre

= Marcador de peso molecular Estandar
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PROCEDIMIENTO:
1. Prepare una mezcla de reaccion con los siguientes reactivos.

= Muestras problema de DNA

Reactivos Vol (ul) 1x
2X Multiplex PCR Smart mix 12.5
Mezcla de Primers 2.0
H20 libre de nucleasas *
DNA (25-50ng) *

Vol Final 14.5

*La cantidad de DNA agregada dependera de la cantidad especifica de cada extraccion.

*La cantidad H20 libre de nucleasas dependeré de la cantidad especifica de DNA agregada.

= Muestras Control Mutante y silvestre

Reactivos Vol (ul) 1x
2X Multiplex PCR Smart mix 125
Mezcla de Primers 2.0
H20 libre de nucleasas 55
DNA (Mutante y Silvestre) 5.0
Vol Final 25.0
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= Muestras Control Negativo (Non-Template-Control *NTC")

Reactivos Vol (ul) 1x
2X Multiplex PCR Smart mix 12.5
Mezcla de Primers 2.0
H20O libre de nucleasas 10.5
DNA (NTC) 0.0
Vol Final 25.0

Productos esperados: 103, 157, 220, 241, 388, 463, 947pb.

Condiciones de Amplificacion Diaplexc™ G6PD Genotyping Kit African Type

(Solgent®)
Ciclos Temp (°C) Tiempo (min)

1 95 15:00

30 95 00:20

64 00:40

72 01:00

1 72 03:00

1 10 o

ELECTROFORESIS
= Preparar segun lineamientos del POE de electroforesis en gel de agarosa (POEAGRS) al
3 %, agregando 5 pl de DNA y 5 ul de marcador de peso molecular estandar.

= Voltaje recomendado 200-250V.

116



ANALISIS DE RESULTADOS

1. Amplicon information

1500bp

'858BB

500bp
400bp

300bp

200bp

100bp

2

IC
968T—C
680G—T
S42A—T
563C—T
202G—A
376A—G

Note: Wild type Control is an oplnonal template to check PCR reaction is performed normally. If wild type
Control band is checked in agarose gel, PCR reaction is performed normally. Mutant type Contro :
optional template to validate single nucleotide polymorphisms of sample DNA.

L SM
Size (09

2
2 3
? 4
. 5
6 6
7 7

L : DNA Ladder

Pattern analysis of genotyping result

563C—T (Méditerrapeén)

Internal control -
968T—C
680G—+T
542A—T

202G—~A
376A—G

463

388

241

220

157
103

SM : Standard Marker

SM 1 2 3 4 5 6 7 2/3 2/5 2/6 2/7 WTC MTC
jrTreT oo ool CINOD | 0 GIIORER CInmay  ARDDDa Chaees - - Bt B =
Eoma oo e i E -1
=S Rl smm B
=3 AT=Taa xmT dsmeas
cmaxra =y o
= e e =
=1 s CEmarD  SSmIEn SO0 Soinces rrzsa

No mutation 1 mutation 2 mutation

SM : Standard Marker
WTC : Wild type Control

~ Negative

376A—G

2ozG-A R b
563C—°T (Medlterranean)

IC : Internal Control
MTC : Mutant type Control

lnterpretatlonldetectlon) Interprelanonldetectlon)

6

8

S i

ST frre ity

NTC : Non Template Control

542A—‘T
680G—T
NTC
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1
(SM)

8
(WT0)

9
(MTO)

10
(NTO)

S42A—T

563C—T

202G—A

376A—G

IC (947 bp)

968T—C (463 bp)
680G—T (388 bp)

542A—T (241 bp)
563C—T (220 bp)

202G—A (157 bp)

376A—G (103 bp)

{

o

WHO WHO

1 Standard Marker

2 A-376A—G, 202G—A Class i
3 376A—G Class V
4 A-376A—G, 542A—T Class Wl
5 563C—T Class Il

10

A-376A—G,680G—-T
A-376A—G,968T—C
Wwild type Control
Mutant type Control
Non Template Control

Class il
Class il
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Anexo 9: Determinacion del sexo de muestras de ADN humano

Universidad Nacional Autbnoma de Honduras
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas
Laboratorio Teasdale-Corti

L Cadigo:
Determinacion del sexo de muestras de ADN—55E T T MAZ-07
humano -
Version 1
Elaborado por: Miguel Angel Zdfiga Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
Fecha: Diciembre de 2013 Aprobado por: Gustavo Fontecha PhD.

OBJETIVO: Determinar el sexo de muestras de ADN humano, mediante la deteccién los loci

SRY y ATL1 en los cromosomas “Y” y “X” respectivamente, por medio de PCR.

MATERIALES Y EQUIPO:

= Primer SRY F: 5 - CATGAACGCATTCATCGTGTGGTC - 3’

= Primer SRY R: 5'- CTGCGGGAAGCAAACTGCAATTCTT - 3
= Primer ALT F: 5"- CCCTGATGAAGAACTTGTATCTC - 3

= Primer ALT R: 5"- GAAATTACACACATAGGTGGCACT - 3
* PCR Mastermix 2x (Promega®)

=  H,O mQ estéril.

PROCEDIMIENTO:

1. Prepare una mezcla de reaccion con los siguientes reactivos.

Reactivos Vol 1X (ul)
H.0 mQ 12.0
MMix 2X 25.0
SRY F 2.0
SRY R 2.0
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ALTF 2.0

ALTR 2.0
ADN 5.0
Vol Final 50.0

Producto esperado: 254 (YY), 300 (X)

Programa de amplificacion SRY-ALTL:

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)
1 94 02:00
35 94 00:30
66 00:30
72 00:30
1 72 15:00
1 4 o

REFERENCIAS:

Settin A, Elsobky E, Hammad A, Al-Erany A. 2008. Rapid sex determination using PCR

technique compared to classic cytogenetics. International journal of health sciences 2(1):49-52.
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Anexo 10: Electroforesis en agarosa y tincion de bromuro de etidio

Universidad Nacional Auténoma de Honduras
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondéticas
Laboratorio Teasdale-Corti

o _ ] _ Cadigo:
Procedimiento Opergtl\{(l) Estandar para Electroforesis POE-LTC-MAZ-08
en agarosa y tincion de bromuro de etidio Version 1

Elaborado por: Miguel Angel Zdfiga

Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.

Fecha: Diciembre de 2013 Aprobado por: Gustavo Fontecha PhD.

Materiales:

Tanque electroforético

TAE 0.5X

Puntas

Micropipetas.

Azul de cargada.

ADN vy productos de PCR

Procedimiento:

1.

2.

Tape los extremos de la bandeja-molde con cinta aislante.

Coloquela en una superficie plana y horizontal.

Prepare suficiente tampdn TAE 0.5X (150 ml) para llenar el tanque electroforético.
Asegurese que sea el mismo utilizado para preparar el gel.

Pese una cantidad de agarosa apropiada para un gel al 2.5 %.

Lleve la agarosa a punto de ebullicion en el microondas.

Deje enfriar a 60°C; agregue bromuro de etidio (concentracion final de 0.5 pg/ml),
mezcle bien.

Coloque el peine 0.5-1.0 mm arriba del fondo de la bandeja y vierta la agarosa. Dejar

solidificar a temperatura ambiente. El gel debe tener de 3 a5 mm de grosor.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Una vez solidificado retire la cinta aislante, sumerja el gel en el tanque electroforético y
retirar el peine.

Agregue suficiente tampon TAE 0.5X para cubrir el gel aproximadamente 1 mm.
Prepare las muestras de ADN a analizar agregandoles el buffer azul de cargada.
Utilizando una micropipeta, aplique despacio en cada uno de los diferentes pocillos del
gel sumergido 10 pl de las muestras preparadas. En los extremos colocar los
marcadores de peso molecular y de concentracion.

Tape el tanque electroforético y conectar los electrodos de manera que el ADN migre
hacia el anodo (terminal roja).

Aplique un voltaje de 1-5V/cm. Para los minigeles se aplican 100V por 30 minutos. El
azul de bromofenol en la solucion de cargada marca el frente de la electroforesis.
Desconecte la fuente de tension.

Saque el gel de la bandeja y obsérvelo con el transiluminador de UV.

Use gafas protectoras.

Fotografie el gel.
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Anexo 11: Almacenamiento de Muestras de ADNg y Productos de PCR

Universidad Nacional Auténoma de Honduras
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Procedimiento Operativo Estandar Cadigo: P4gina
Almacenamiento de Muestras de ADNg y| POE-LTC-MAZ-09 19/1
Productos de PCR Version 1
Elaborado por: Miguel Angel Zufiiga Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
Fecha: Diciembre de 2013 Aprobado por: Gustavo Fontecha PhD.

OBJETIVO: Establecer condiciones ptimas almacenamiento de muestras de DNA gendémico

de alta calidad.

DEFINICIONES:
PCR: Reaccidn en cadena de la polimerasa.

DNAGg: Acido desoxirribonucleico genémico.

PROCEDIMIENTO

1. Poner las muestras de DNA en tubos eppendorf de 1.5 ml y productos de PCR en tubos de
PCR de 200 pl debidamente tapados y rotulados

2. Colocar los tubos en una caja de almacenamiento apropiada para el tamafio especifico de los
tubos eppendorf que contienen el DNA asi como de los tubos con los productos de PCR y
almacenarlos a una temperatura -20 °C.

3. Después de lo anterior es necesario verificar que el congelador quede bien cerrado.

4. Revisar periodicamente que el congelador se mantenga a la temperatura apropiada.
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Anexo 12: Aplicacién al comite de Bioseguridad

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA
MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS
COMITE DE BIOSEGURIDAD
FORMULARIO DE EVALUACION

Si tiene alguna consulta o requiere asistencia para completar este formulario, favor
contactar a la Oficial de Bioseguridad de la MEIZ al teléfono (504) 2252 0282 o al correo

electronico <adazelaya@yahoo.com>

Datos Generales

Nombre de proyecto: Departamento o unidad ejecutora:
“Deficiencia de Glucosa-6-Fosfato Maestria en Enfermedades
Deshidrogenasa en Zonas Endémicas de Infecciosas y Zoondticas,
Malaria en Honduras” Escuela de Microbiologia,

UNAH.
Alumno (s) responsable de la Profesor (s) responsable:
investigacion: Gustavo Fontecha, Ph.D.

Miguel Angel Zufiiga

Laboratorio (s) en que se llevara a cabo Instituciones participantes:

la investigacion: 1. UNAH

1. Laboratorio Teasdale — Corti, Maestria 2. Laboratorio Nacional de Malaria,
en Enfermedades Infecciosas y Secretaria de saludo
Zoondgticas, Escuela de Microbiologia,

UNAH.
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Naturaleza de la Investigacion

Nombre de los agentes infecciosos que
manipulara:
Plasmodium vivax, Plasmodium

falciparum.

¢ Cuenta con las hojas de seguridad
(MSDS) impresas de los microorganismos

gue manipulara?

Si| X No| X

¢En qué nivel de riesgo estan clasificados

Los agentes infecciosos que manipulara?

1 2 X 3 4

¢ Cual es el nivel de bioseguridad con que
trabaja el laboratorio en el que

desarrollara la investigacion?

1 2 X 3 4

¢ Utilizaréa reactivos quimicos?

Si| X No

Enumere las sustancias quimicas que
utilizara con mayor frecuencia

e FEtanol,

Saponina 1 %.

e Chélex-100 5 %.
e PBS1X.

e TAE0.5X

e Agarosa

e Bromuro de etidio

¢ Cuenta con las hojas de seguridad
(MSDS) de los reactivos quimicos que

utilizara?

Si| X No
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¢En qué estado manipulara el o los agentes infecciosos?

Cultivos puros en placa Cultivos en Tubo

ADN/ARN X Cultivo de Tejidos

Tipo de muestras que manipulara Heces

Tejidos Otros liquidos bioldgicos
Muestras ambientales*

Sangre X .
Cultivos puros

Orina Otras

Animales *Tipo de muestras ambientales

Describa las técnicas que utilizara:

1.

2.

Extraccion de ADN para muestras de sangre en papel filtro. (Método de Chélex)
Amplificacion de fragmentos de ADN mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para detectar polimorfismos en el gen de la G6PD con el fin de
evidenciar lasmutaciones puntuales en las posiciones 202 y 376 del gen.

Se digeriran los productos amplificados del gen G6PD mediante la técnica PCR-
RFLP (Polimorfismo en el tamafio de los fragmentos de restriccion) para detectar tres
posibles variantes alélicas

Una vez realizadas las digestiones, los productos de restriccion se separaran mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2.5 % con bromuro de etidio.

Seguidamente se visualizaran y analizaran en un transiluminador, los patrones de las

bandas de ADN producto de la electroferesis.
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CONTROLES PRIMARIOS

Controles de Ingenieria

¢ El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con cabina de
seguridad bioldgica?

Si| X

No

¢ El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con autoclave dentro
del laboratorio?

Si| X

No

¢ El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con campana de
seguridad quimica?

Si| X

No

¢ El laboratorio en que desarrollara la
investigacion cuenta con espacio adecuado
para realizar la investigacion?

Si| X No
Si su respuesta es negativa ¢Como suplird

esta carencia?

Equipo de Proteccion Personal (EPP)

Gabacha | X Guantes

X

Mascarilla quirtrgica

Mascarilla N95

¢ Qué tipo Equipo y materiales de proteccidn personal usara en su investigacion?

Cabina de bioseguridad| X

Lentes

Procedimientos Operativos Estandar (POE)

¢ Cuenta con los POE’s siguientes?

Si No No aplica

1.- Toma de muestras

X

2.- Manejo de desechos bioinfecciosos

3.- Transporte de muestras

4.- Uso de la CSB

5.- Almacenamiento de muestras

6.- Puesta y quitado de EPP

7.- Limpieza de derrames

X | X | X[ X]|X]|X

3.-Otro
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Controles Administrativos

Si No No aplica

1.- ¢Ha recibido entrenamiento para el uso
de la CSB? X
2.- (Ha recibido entrenamiento para el uso
del autoclave? N
3.- ¢Ha recibido entrenamiento para puesta
y quitado de EPP? X
4.- ¢ Ha recibido entrenamiento para
limpieza de derrames? X
5.- ¢Ha sido vacunado contra la Hepatitis
B? X
6.- ¢ Ha recibido entrenamiento para el uso

de la campana de seguridad quimica? X
7.- ¢ Conoce las caracteristicas quimicas de
los reactivos que utilizaraen la X
investigacion
8.- Otros
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Este formulario serd remitido la Oficial de Bioseguridad de la MEIZ, Dra. Ada Zelaya
quien, en conjunto con el Comité de Bioseguridad de la Escuela de Microbiologia de la
UNAMH, tendra a su cargo asegurarse de que el proyecto sea implementado con las normas
de seguridad bioldgica apropiadas para el nivel de riesgo. La aprobacion del proyecto
por el Comité de Bioseguridad es requisito obligatorio antes de comenzar el trabajo

con sustancias infecciosas, quimicas o radioactivas.

Para uso exclusivo del Comité de Bioseguridad. Escuela de Microbiologia. UNAH

Fecha de Aprobacion : : :
Nombre de quien Aprobd Firma de quien Aprobo

(dd/mm/aaaa)

Nota. A los aplicantes se les informa que el Oficial de Bioseguridad del proyecto Teasdale-
Corti Honduras - Canada y el Comité de Bioseguridad de la Escuela de Microbiologia estan
con toda la disposicion de apoyarles para el cumplimiento de la bioseguridad en sus

investigaciones.
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