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CAPITULO I

1. Introduccion

En la actualidad, la malaria continla siendo una de las infecciones que causa altos indices
de morbilidad y mortalidad alrededor del mundo. Se estima que 3.3 mil millones de personas
en 97 paises y territorios estan en riesgo de infectarse y desarrollar la enfermedad. A este
respecto y de acuerdo a las estimaciones del afio 2013, ocurrieron 198 millones de casos de
malaria y la enfermedad causo la muerte a 584,000 personas [WHO, 2014]. Sin embargo, la
prevalencia mundial ha decrecido significativamente desde la puesta en marcha de los
Objetivos de Desarrollo del Milenio [ODM, 2000]. Por ejemplo, los casos confirmados de
malaria en Latinoamérica disminuyeron de 1.2 millones de casos en el afio 2000 a 427,000
en el 2013, al igual que hubo una reduccion de mas del 75 % de la incidencia de malaria en

13 de los 21 paises y regiones con transmision continua [WHO, 2014].

En lo que se refiere a Centroamérica, paises como, Costa Rica y El Salvador se encuentran
en fase de pre-eliminacién de la enfermedad. Por su parte, Honduras sigue en fase de
control y junto con todos los paises de la region se ha propuesto transitar a una fase de
eliminacién. Es importante hacer notar que en la ultima década se ha logrado una reduccion
de mas del 75 % de los casos de malaria en el territorio. Sin embargo, sigue siendo el pais
gue reporta la mayor cantidad de casos en esta region. Los departamentos de Gracias a
Dios, Coldn e Islas de la Bahia son considerados zonas de alto riesgo de transmision [OPS,

2011; WHO, 2014].



En el caso que nos ocupa, el agente infeccioso que produce la enfermedad es el parasito del
género Plasmodium, del cual se conocen cinco diferentes especies que afectan al humano:
Plasmodium vivax, P. falciparum, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi, descubierto este ultimo
hace poco mas de una década [Singh et al., 2004]. En Honduras, las Unicas especies
descritas son P. vivax y P. falciparum, responsables del 79 % y el 21 % de los casos de

malaria, respectivamente [WHO, 2014].

Hay que hacer notar que tanto P. vivax como P. ovale, ocasionan recaidas secundarias a las
formas durmientes del parasito (hipnozoitos), sin embargo el mayor responsable de este
fendmeno en Honduras de acuerdo a las estadisticas mencionadas, es P. vivax [WHO,
2014]. Dichas recaidas, pueden ocurrir semanas, meses o aflos después de la primera
infeccion [White, 2011] al punto que se estima que de diez millones de ataques al afio
ocasionados por P. vivax, la mayor parte se origina de la reactivacion de los hipnozoitos

[Baird, 2015].

En lo que respecta al marco de estrategias mundiales para la eliminacion de la malaria,
existen tres pilares fundamentales planteados por la OMS, uno de ellos es: “acelerar los
esfuerzos para la eliminacion y lograr paises y territorios libres de malaria” que incluye
estrategias para detener la transmision de la enfermedad. Para conseguirlo estas estrategias
poseen varios enfoques, dentro de ellos: “bloquear la transmision de la enfermedad con el
uso de antimaléaricos efectivos y asi reducir la transferencia de los gametocitos al vector, la

deteccién de todos los casos de malaria mediante la busqueda activa de casos y la



eliminacién de los estadios durmientes de P. vivax, mediante la cura radical con primaquina y

asi evitar los reservorios infectantes dentro de la poblacién” [WHO, 2015a].

En los casos de malaria por P. vivax, la Unica droga eficaz y disponible para detener la
transmision y las recaidas por malaria continda siendo la primaquina, una droga de la familia
de las 8-aminoquinolinas [von Seidlein et al., 2013]. Sin embargo, la mayor limitante en el uso
de esta droga, es el riesgo de inducir hemdlisis en pacientes con deficiencia de la enzima
glucosa 6 fostato deshidrogenasa (G6PDd) [Baird, 2012]. Este desorden genético, afecta
mas de 400 millones de personas en el mundo, y su prevalencia promedio en paises donde
la malaria en endémica es de 8 % [Howes et al., 2012]. Datos recientes indican que en la
poblacién de Honduras que vive en regiones endémicas de malaria existe una frecuencia de
16.08 % de los genotipos A deficientes de G6PD y en particular se ha descrito una frecuencia
de 11.81 % para el genotipo A-. Estas frecuencias son mayores que lo esperado para

América Latina [Zuniga et al., 2015].

La deficiencia de G6PD es una enfermedad hereditaria ligada al cromosoma X provocada por
una mutacién en el gen G6PD. Su actividad es esencial en la proteccion de los glébulos rojos
contra el estrés oxidativo. Los eritrocitos con deficiencia de G6PD son susceptibles de lisis
ocasionada por las formas reducidas de oxigeno que se producen como consecuencia de la
ingesta de drogas como la primaquina, que pueden desencadenar en el paciente cuadros de

anemia hemolitica aguda [Cappellini and Fiorelli, 2008].



Hasta el momento la Organizacion Mundial de la Salud no ha publicado ningun lineamiento
en el que recomiende realizar obligatoriamente un diagnéstico previo de deficiencia de G6PD
antes de iniciar el tratamiento con primaquina. La OPS sostiene que la ingesta de primaquina
es inocua en todos los casos, cuando es administrada dosificada durante 14 dias. En paises
como Honduras, que siguen las recomendaciones de la OMS, las normas del manejo de la
malaria contemplan el uso de esta droga sin previo diagndstico de la G6PDd; sin embargo,
existen evidencias de que la administraciobn a ciegas de esta droga es potencialmente

peligrosa, pero las recaidas por no administrarla también lo son [Baird, 2015].

Por lo tanto, con los datos nacionales recientes acerca de la frecuencia de genotipos G6PDd,
es pertinente investigar si existe una asociacion en la severidad de la hemdlisis en la
poblacion de pacientes con deficiencia de G6PD y malaria, tratada con primaquina. Esto con
el fin de poder determinar si estos pacientes presentan cuadros severos de hemdlisis y de
ser asi, tomar las medidas necesarias para un manejo adecuado y poder decidir entre el

riesgo beneficio que implica administrar la droga.



CAPITULO 2: Marco Teorico

2.1 Antecedentes y contexto general de la deficiencia de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa

La deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDd) es la enzimopatia mas
frecuente en los seres humanos [Beutler, 2008] y es uno de los desérdenes hemoliticos
hereditarios mas comunes. Su actividad es esencial en la protecciéon de los glébulos rojos
contra el estrés oxidativo [Cappellini and Fiorelli, 2008]. Este desorden genético afecta mas
de 400 millones de personas en el mundo, y su prevalencia promedio en paises donde la
malaria en endémica es de 8 % [Howes et al., 2012]. Las frecuencias de esta deficiencia son
altas en poblaciones del Africa sub-Sahariana, donde la prevalencia alcanza alrededor de un
30 % en varias regiones; sin embargo es menos comun en las Américas donde se concentra
en poblaciones de regiones costeras, mientras que en Asia la condicibn posee una

distribucién difusa en todo el continente (Figura 1) [Howes et al., 2013].
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Figura 1.Mapa Mundial de la distribucion de la G6PDd [Howes et al., 2012].



Mucho antes que se conocieran los mecanismos causantes de este desorden, ya existia
percepcion entre los médicos de los sintomas asociados con la deficiencia de G6PD [Beutler,
2008]. Los primeros informes que se presume describen la deficiencia de G6PD datan de los
tiempos de Pitdgoras, quien prohibia a sus estudiantes la ingesta de habas. Su aversion a
estos granos debio significar que el llamado “favismo” ya se reconocia como una enfermedad
peligrosa y es posible que él o alguno de sus seguidores sufrieran de dicha enfermedad,

condicién hemolitica detonada por la ingesta de habas (Vicia faba) [Simoons, 1998.].

Dicho lo anterior, no fue sino hasta hace poco mas de 50 afios que la deficiencia de G6PD
fue descubierta y descrita, esto a raiz de la investigacion de la anemia hemolitica que ocurria
en algunos individuos maléricos tratados con drogas de la familia de las 8-aminoquinolina

[Beutler, 2008].

Actualmente se conoce que este defecto esta relacionado con cuadros clinicos que incluyen
hemodlisis intravascular masiva como una reaccion a multiples drogas (Tabla 1) [Luzzatto and
Seneca, 2014], como la primaquina, algunos quimicos, ciertas infecciones y hemdlisis luego

de la ingestion de habas (favismo).



Categoria de la droga

Hemdlisis previsible

Posible Hemdlisis

Antimaléaricos

Dapsone
Primaquina

Cloroquina
Quinina

Azul de metileno

Analgésicos/ Antipiréticos Fenazopiridina Aspirina (altas dosis)
Paracetamol
(Acetaminofén)
Antibacteriales Cotrimoxazole Sulfasalacina
Sulfadiazina
Quinolonas (incluido
acido nalidixico,
ciprofloxacina y
ofloxacina)
Mitrofurantoina
Otros Rasburicasa Cloranfenicol
Azul de toluidina Isoniazida

Acido ascérbico
Glibenclamida
Vitamina K
Isosorbide
Dinitrato

Tabla 1. Drogas que pueden desencadenar hemalisis en sujetos con deficiencia de G6PD
Tomado de: [Luzzatto and Seneca, 2014].

2.2 Genética y herencia de la G6PD

La enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) posee una distribucion ubicua, esta
codificada por el gen del mismo nombre y se expresa de manera constitutiva en todas las
células del cuerpo humano. El gen estéa localizado en la regién telomérica del brazo largo del
cromosoma X (Xqg28) [Pai et al., 1980]. El advenimiento de los diagnésticos moleculares
permiti6 en 1986 la secuenciacién y clonacién del gen G6PD, que consta de 13 exones que

abarcan alrededor de 18.5 kb de longitud [Persico et al., 1986].

El gen G6PD se caracteriza por presentar una gran heterogeneidad genética y es uno de los
genes mas polimérficos del genoma humano. Hasta la fecha se han descrito alrededor de

186 mutaciones [Minucci et al., 2012], la mayoria de ellas puntuales, que conllevan a la



sustituciéon de aminoacidos [Beutler and Vulliamy, 2002]. La ausencia de mutaciones mas
severas refleja la funcion constitutiva de la enzima, que requiere al menos alguna actividad
residual para la sobrevivencia de la célula. En un estudio realizado por Longo y
colaboradores [Longo et al., 2002] con ratones knockout se demostréo que las mutaciones

nulas del gen G6PD son letales e incompatibles con la vida.

Dada su posicion en el cromosoma X, la herencia del gen G6PD supone diferencias
importantes para ambos sexos. Los hombres, al poseer un solo cromosoma X, son
hemicigotos, y estos seran deficientes o no deficientes dependiendo del alelo que hereden
[Beutler et al., 1955]. En el caso de las mujeres, al heredar dos copias del cromosoma X,
poseeran dos poblaciones de glébulos rojos, cada una expresando uno de los dos alelos de
G6PD. Si las mujeres heredan dos copias idénticas de los alelos (ambos normales o
deficientes), su fenotipo y manifestaciones clinicas sera idénticas a las de los hombres
hemicigotos. Sin embargo, las mujeres con genotipo heterocigoto heredan un alelo mutante o
silvestre y un alelo deficiente, lo que las hace expresar diferentes niveles de deficiencia de la
enzima y manifestaciones clinicas, debido a la inactivacibn parcial de uno de sus

cromosomas X [Beutler et al., 1962].

2.3 Laenzima G6PD

La enzima G6PD esta compuesta por 514 aminoacidos, con un peso molecular de 59 kDa
[Persico et al., 1986]. Cuando la enzima se encuentra activa, existe en un equilibrio dimero
< tetramero. El pH y fuerzas idnicas elevadas, cambian el equilibrio hacia dimero, mientras
gue condiciones de pH bajo, causan un cambio de la enzima hacia tetramero. Cada

subunidad se une a una molécula de NADP+ para su estabilidad estructural, posicionandose
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cerca de la interfase donde las dos subunidades de cada dimero se unen (Figura 2) [Au et
al., 2000]. La mayoria de las mutaciones afecta la estabilidad de la enzima y por consiguiente

se reduce su actividad.

Figura 2. Modelo tridimensional del dimero activo de G6PD. Tomado de: [Au et al., 2000].

Al igual que todas las enzimas, la actividad de la G6PD disminuye con la edad de la célula.
Se estima que en sangre normal, los reticulocitos poseen aproximadamente una actividad

enziméatica 5 veces mayor que la de los glébulos rojos mayores [Luzzatto, 2006].

2.4 Lavia de las pentosas fosfato como defensa anti oxidativa

La actividad de la enzima G6PD es esencial para la sobrevida de los glébulos rojos, ya que
cataliza la Unica via metabdlica que genera energia reducida en estas células carentes de
mitocondrias [Pandolfi et al., 1995]. Esta energia, suministrada en la forma de NADPH, es
necesaria como un donante de electrones, por ejemplo, para la desintoxicacion celular de los

desafios oxidativos. La enzima G6PD cataliza la primera reacciéon de la via de las pentosas



fosfato: la oxidacion de glucosa-6-fosfato a 6-fosfoglucono- &-lactona, mediante la cual el
NADP se convierte en su forma reducida NADPH [Cappellini and Fiorelli, 2008]. Los
productos finales de esta reaccion son abundantes dimeros de glutation (GSSG) y
mondmeros reducidos de glutation (GSH) que representan la primera defensa ante el

peréxido de hidrogeno, peroxidasa organica, y radicales libres (Figura 3).

Glucosa N
AN
l HE 0o

Glucosa-6-fosfato

R—O—OH> 2GSH NADP l GerD
o) OOy Oy .
H,0 GSSG NADPH 6-Fosfoglucono-5-lactona Ko

l GPGL -

R-O-OH - 2GSH- NADP 6-Fosfogluconato )
on ) CoyCo ) |
ISSG NADPH o

- HL,O GSSG e

Ribulosa-5-fosfato

l RusPI

Ribosa-5-fosfato - —y

Figura 3. Fase oxidativa de la via de las pentosas fosfato (PPP) que revela la funcién que
tiene la enzima G6PD [Mehta et al., 2000].

Cuando la G6PD funciona de manera normal, la corriente de electrones de NADPH que
existe en la célula a causa del estrés oxidativo, acelera la PPP de acuerdo a las
necesidades y asi se mantiene el equilibrio NADP- NADPH que favorece la produccién de
NADPH. Esta reacciébn a su vez permite la produccion de equivalentes reducidos que
mantienen la oxidacién- reduccion (redox) en equilibrio dentro de la célula y se protege a las
células del ataque oxidativo [Howes et al., 2013]. Los individuos con deficiencia de G6PD, al
estar expuestos a agentes oxidativos, no pueden reducirlos, ya que los eritrocitos no

producen suficiente NADPH y de esta forma no se producen los agentes suficientes
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reductores de peréxido de hidrégeno (H,0;) [Greene, 1993]. Esto conduce a la oxidacién de
la hemoglobina a metahemoglobina y el dafio subsecuente a la membrana celular se traduce

clinicamente en hemolisis [Cappellini and Fiorelli, 2008].

La actividad enzimética de la G6PD se expresa en Unidades Internacionales (Ul), que se
definen como la cantidad de actividad de G6PD que convertird 1 micromol de NADP por
minuto bajo condiciones predeterminadas del sustrato y de las condiciones de la reaccion
[World Health Organ Tech Rep Ser., 1967]. Puede ser expresada tanto en relacién con un
ndmero estandar de células (U/10* glébulos rojos) o con la cantidad de hemoglobina (U/g

Hb).

2.5 Clasificacion de las variantes de G6PDd

Las propiedades funcionales de las diferentes variantes de la G6PDd corresponden a un
amplio espectro de fenotipos bioquimicos de la enzima. La Organizacion Mundial de la Salud,
para lograr una caracterizacion bioquimica estandar realizé una clasificacién de las variantes
de G6PDd de acuerdo al nivel de actividad de la enzima, relacionado con la magnitud de la
deficiencia enzimatica y a la severidad de la hemdlisis que causa. La expresion clinica de la
G6PDd puede variar segun el nivel enzimatico, puede ir desde una deficiencia severa hasta

una actividad enzimética incrementada (Tabla 2) [WHO, 1989].
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Clase Nivel de deficiencia Descripcién

Clase | Severa Variantes con nivel de deficiencia grave que se manifiestan
con anemia hemolitica no esferocitica crénica, en presencia de
funcion eritricitica normal.

Clase Il Severa Variantes con nivel de deficiencia grave y actividad enzimatica
menor al 10% del normal.

Clase Il Moderada Variantes con nivel de deficiencia moderado cuya actividad
enzimatica es de 10% a 60% del normal.

Variantes sin ningdn nivel de deficiencia o con uno leve con
Clase IV Leve a Ninguna nivel de actividad enzimatica de 60 a 150% del normal.

Variantes sin ningun nivel de deficiencia, cuya actividad
Clase V Ninguna enzimatica es mayor al 150% de lo normal.

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

Estas variantes se clasifican segun su actividad en el eritrocito y sus manifestaciones clinicas
asociadas [Cappellini and Fiorelli, 2008]. De estas, pocas han sido caracterizadas de manera
profunda, pero las mas comunes, que son de importancia para la salud publica, ya que los
pacientes que las heredan pueden cursar con anemia hemolitica durante el periodo neonatal
o después de la ingesta de ciertas drogas o de habas, han sido ampliamente estudiadas

[Beutler, 1991].

Las variantes incluidas en la Clase | son las que poseen una deficiencia enzimatica severa y
estas estan asociadas a anemia hemolitica cronica no esferocitica (CNSHA) [WHO, 1989].
Estas variantes suelen ser producto de mutaciones cerca del extremo carboxilo de la
proteina, mientras que la mayoria de las mutaciones que causan enfermedad mas leve estan

localizadas en el extremo amino de la molécula [Beutler, 1991].

En las variantes de Clase I, se encuentran aquellas que tienen menos del 10 % de actividad
enzimatica residual pero que no se asocian a CNSHA [WHO, 1989]. Dentro de esta Clase se
encuentra la variante B o Mediterranea que afecta personas de origen italiano, griego, arabe

y judio, entre otros y también la variante africana Santamaria. Los cuadros clinicos asociados
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a estas variantes son: hemdlisis secundaria a la ingesta de habas (favismo),

hiperbilirrubinemia neonatal grave y hemalisis por agentes oxidativos [Frank, 2005].

Las variantes de la Clase Ill poseen una deficiencia moderada (10 a 60 % de actividad
enziméatica residual), e incluyen el tipo A-, conocida como variante Africana. Esta variante
deficiente es la mas comun en el continente Africano, pero no esta confinada solamente a
esa region [WHO, 1989]. En Latinoamérica, un reciente estudio realizado en Honduras,
demostré frecuencias de esta variante mas altas de lo esperado para algunos paises de esta

region [Zuniga et al., 2015].

El alelo A-consiste en 2 mutaciones simultaneas; la primera, que por si sola lleva a la sintesis
de la variante A [Vulliamy et al., 1992], es constante y consiste en una sustitucién de A por G
en el nucledtido 376 que lleva al cambio de una asparagina por un aspartato, mientras que la
segunda es variable, y se trata de una sustitucion de G por A en el nucleotido 202 que lleva

al cambio de una valina por una metionina [Beutler and Yoshida, 1988].

Las variantes de la Clase IV poseen una actividad enzimatica normal y las de la Clase V
tienen actividad aumentada. No se espera que pacientes con estas variantes presenten

manifestaciones clinicas [WHO, 1989].

2.6 Manifestaciones clinicas de la deficiencia de G6PD

Las manifestaciones clinicas, severidad de los sintomas y el tratamiento subsecuente,
dependen del grado de la deficiencia enzimética en el individuo. Ademas la severidad y
ocurrencia de esto dependera de: la dosis y naturaleza del agente oxidativo y el tiempo de

exposicion.
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Adicionalmente de factores individuales como la edad, la concentracién de hemoglobina y si
en ese momento el individuo estd cursando con alguna infeccion [Cappellini and Fiorelli,

2008].

Aungue los individuos con G6PDd generalmente se mantienen asintomaticos durante su
vida, el espectro clinico de esta condicion genética incluye un rango de condiciones
hematoldgicas que pueden incluir: anemia hemolitica aguda (AHA), ictericia neonatal (NNJ),

y CNSHA [Luzzatto, 2006].

2.6.1 CNSHA (Anemia hemolitica crénica no esferocitica)

En algunos individuos, la presencia de las variantes mas severas (Clase ) condiciona la
presencia de CNSHA, debido a que la baja actividad de la enzima no puede mantener un
aporte suficiente de NADPH para prevenir el estrés oxidativo generado por el metabolismo
normal. Como en otras anemias hemoliticas crénicas, los pacientes cursan con una historia
de ictericia neonatal y anemia crénica que en algunos casos requiere de transfusiones
sanguineas continuas y que ademas, puede exacerbarse de manera aguda por los agentes
estresantes mencionados. Es comun, ademas, la presencia de esplenomegalia, colelitiasis,
reticulocitosis y el aumento de los niveles séricos de bilirrubina y deshidrogenasa lactica

[Mason et al., 2007].

2.6.2 Ictericia neonatal

La bilirrubina producida por el feto se elimina por el higado materno, sin embargo,
inmediatamente después del nacimiento el neonato debe asumir esta funcion. Dado que

muchos de los mecanismos involucrados en la depuracién de bilirrubina no estan
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completamente desarrollados durante o después del nacimiento, la mayoria de los neonatos
desarrollan algun grado de hiperbilirrubinemia entre los dias 2 al 5 después del nacimiento.
Sin embargo, en los pacientes con G6PDd, la prevalencia de ictericia neonatal es del doble
que en la poblacion general [Frank, 2005]. La ictericia neonatal es mas comun en las
variantes mas severas que en las moderadas. El mecanismo por el que la G6PDd causa
ictericia neonatal no se comprende completamente, pero se piensa que la disminucion en la
conjugacion de la bilirrubina y la depuracién hepética contribuyen de manera mas importante

gue lo que lo hace la hemdlisis [Kaplan et al., 1996].

Debido a que la G6PDd aumenta el riesgo y el inicio temprano de la hiperbilirrubinemia
[Kaplan et al., 1996], el diagnéstico debe de considerarse en neonatos que desarrollan
hiperbilirrubinemia mayor de 10 mg/dL dentro de las primeras 24 horas de nacimiento y/o que
poseen el antecedente de un hermano con ictericia neonatal. En algunos casos, sobre todo
aguellos con un incorrecto manejo de la hiperbilirrubinemia, la ictericia neonatal asociada a la
deficiencia de G6PD puede producir kernicterus y dafio neurolégico permanente, que en un

gran numero de casos desemboca en la muerte del neonato [Johnson and Bhutani, 2002].

2.6.3 Hemolisis aguda y su tratamiento

La aparicion de episodios hemoliticos agudos, se ha asociado a detonantes como
infecciones, la ingesta de habas o la exposicion a agentes oxidativos como algunas drogas
(Tabla 1). Entre los farmacos se encuentran drogas como: primaquina, sulfonamidas,
sulfonas, nitrofurantoina, dapsone, entre otros, y se han relacionado con el desarrollo de

AHA en pacientes deficientes de G6PD [Cappellini and Fiorelli, 2008].
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Usualmente, la hemdlisis ocurre de 24 a 48 horas después de la exposicion al agente
estresante y es auto-limitada en algunos casos, debido a que la destruccion eritrocitaria no
contindia a pesar de la persistencia de la ingesta del agente oxidante o el proceso infeccioso.
Es probable que este efecto se deba a la destruccion acelerada de eritrocitos envejecidos,
los cuales presentan menor resistencia al estrés oxidativo mientras que las células mas
jovenes y los reticulocitos tienen niveles enzimaticos suficientes para lidiar con el estrés

oxidativo sin sufrir hemolisis [Mason et al., 2007].

Las manifestaciones clinicas de la hemdlisis aguda pueden ir de leves a severas. Lo habitual
es que la crisis hemolitica comience con malestar general, debilidad y dolor abdominal o
lumbar. Después de varias horas o hasta dos o tres dias, el paciente manifiesta ictericia y a
menudo coloracion oscura de la orina por hemoglobinuria. En muchos casos de anemia
hemolitica, el bazo aumenta de tamafio debido a que es el sitio preferencial de la hemdlisis;
algunas veces también hay hepatomegalia [Longo et al., 2012]. Si el cuadro clinico incluye
dolor lumbar, se debe solicitar un hemograma completo y el hallazgo esperado es anemia
leve a grave. En los pacientes con esplenomegalia transitoria, usualmente la haptoglobina se
encontrara disminuida [Frank, 2005]. Ademas los niveles de bilirrubina no conjugada, lactato
deshidrogenasa y transaminasas pueden estar elevados; la biometria hemética y el frotis
sanguineo pueden mostrar anemia normocitica normocrémica, anisocitosis, policromasia y

presencia de reticulocitos, poiquilocitos y eritroblastos tardios [Mason et al., 2007]

Las complicaciones de la AHA, se basan en la severidad de la anemia y pueden generar
cambios en diferentes 6rganos y sistemas. En el sistema neuroldgico, la falta de oxigeno se
traduce clinicamente en alteraciones de la conciencia que van desde estados de

obnubilacion hasta coma. A nivel cardiovascular pueden presentarse taquicardia, hipotension
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y signos y sintomas de insuficiencia cardiaca. En cuanto al sistema respiratorio los pacientes
pueden presentar disnea, fatiga y llegar a considerable dificultad respiratoria. La amenaza
mas grave de la anemia hemolitica aguda en los adultos es la aparicién de insuficiencia renal
aguda con niveles elevados de creatinina [Longo et al., 2012]. Es importante resaltar que se
considera anemia severa cuando el valor de hemoglobina (Hg) es menor a 7 mg/dL y se

hace necesaria la transfusion sanguinea [Arya et al., 2011].

2.6.4 Tratamiento de AHA

Una vez que se ha establecido el diagndstico, se debe discontinuar la droga, en la mayoria
de los casos, y lo que queda por hacer es supervisar la recuperacion de los pacientes y
usualmente no hay necesidad de tratamientos especificos. Sin embargo, existen dos

excepciones importantes:

e Sila anemia es muy severa, ya sea por la existencia previa de anemia o porque hubo
un descenso de hemoglobina masivo por la droga, se debe realizar una transfusién de
sangre lo mas pronto posible. No existen guias basadas en evidencia sobre como
proceder pero se han propuesto las siguientes recomendaciones [Luzzatto and

Seneca, 2014]:

e Si la hemoglobina es menor a 70 g/L (7 mg/dL), se debe proceder a transfundir

sangre.

e Si la hemoglobina es menor a 90 g/L y existe evidencia de hemoglobinuria, la

transfusion inmediata esta indicada.

e Si los niveles de hemoglobina se encuentran entre 70 y 90 g/L pero no hay

hemoglobinuria esto es porque probablemente la AHA estd en resolucion: la
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transfusion de sangre podria posponerse manteniendo al paciente en observacion

cercana por al menos 48 horas.

e En el contexto de pacientes con AHA severa que han desarrollado insuficiencia renal
aguda no debida a hemoglobinuria sino a una situacion similar al shock hipovolémico,
la hemodialisis sera requerida en casos donde la funciébn renal no logra su

recuperacion [Luzzatto and Seneca, 2014].

2.7 Diagnostico de la G6PDd

La importancia del diagndéstico de la G6PDd radica en poder conocer la condicién enzimatica
de los pacientes antes del uso de algunas drogas importantes y de esta manera poder
administrar de manera segura las medicinas como la primaquina y asi evitar su potencial
hemolitico. Esta droga es la Unica eficaz y disponible para el tratamiento de los estadios

durmientes de Plasmodium vivax [von Seidlein et al., 2013].

Existen dos tipos de pruebas para el diagnéstico de la deficiencia de G6PD: pruebas
bioquimicas para medir la actividad enzimatica y las pruebas moleculares basadas en
métodos con ADN. Estas pruebas pueden ser implementadas en diferentes situaciones,
dependiendo del tipo de diagnostico requerido y de las capacidades del laboratorio [Howes et

al., 2013].
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2.7.1 Diagnostico fenotipico

Para el diagnéstico fenotipico de la deficiencia de G6PD, se pueden utilizar pruebas que
midan cualitativamente o cuantitativamente la actividad enzimatica. Las pruebas cualitativas
generalmente permiten la clasificacion de la deficiencia en (a) normal, (b) intermedia, o (c)
deficiente, mientras que las cuantitativas se emplean para determinar y medir de manera

mas exacta la actividad enzimatica.

Las pruebas basadas en la medicion de la capacidad de la G6PD en la produccion de
NADPH pueden utilizarse en el diagnostico de todas las mutaciones. Los métodos mas
frecuentemente utilizados son: el “Fluorescent Spot Test” (FST), el cual es recomendado por
la Organizacion Mundial de la Salud; la espectofotometria [Beutler, 1994], y los ensayos

bioguimicos.

El método FST se basa en que cuando el eritrocito posee suficiente G6PD funcional, el
NADP se convierte en NADPH [Beutler, 1994]. Para realizar esta prueba se toma una
muestra de sangre a la que se le agrega G6PD y NADP. Luego para saber si hubo
produccién de NADPH se observa una gota de sangre bajo luz con una longitud de onda de
340 nm, si se produce NADPH este fluoresce, mientras que el NADP no lo hace [Tan and

Whitehead, 1969].

El ensayo cuantitativo por espectofotometria se basa en el mismo principio de medir la
produccion de NADPH a partir de NADP y se requiere de un espectofotometro [Beutler,
1984]. Este ultimo es el método de referencia para medir la actividad enziméatica de la G6PD.
En los glébulos rojos normales de sujetos sin deficiencia, la actividad de G6PD, cuando es

medida a una temperatura de 30°C, varia de 7 a 10 Ul/g de Hb. En las personas con
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deficiencia de G6PD en un estado estable, la actividad enziméatica de la G6PD sera <20 % de

lo normal, o menor a 2 Ul/g Hb.

El ensayo bioquimico fue desarrollado por Fair Banks y Lampe en 1968, y optimizado en
1982 por Van Noorden y colaboradores. Este método mide la produccion de NADPH
mediante coloracién, cuando existe produccion de NADPH, este convierte la sal de
tetrazolium, que es incoloro, en un agente con color, mientras que el NADP no lo hace [van
Noorden et al., 1982]. Este método es util en el diagndstico de los hombres hemicigotos y
mujeres homocigotas y heterocigotas. Su desventaja radica en que es un método tedioso en
cuanto a tiempo y de dificultad técnica en comparaciéon con el FST [Peters and Van Noorden,

2009].

Las desventajas generales de estos métodos diagndsticos es que son impracticos en el
cuidado rutinario de salud, en los lugares donde habitan la mayoria de pacientes que se
enferman con malaria. La mayoria de ellos depende de una cadena de frio y un equipo de
laboratorio especializado. La mayor limitante de estos métodos es la dificultad en el
diagndstico de las mujeres heterocigotas. Otras limitantes incluyen el tiempo que se requiere
para obtener el resultado, que puede llevar horas, y las dificultades en la lectura de los
resultados, ya que podrian existir criterios distintos dependiendo de la subjetividad del lector
[Howes et al., 2013]. Ademas, la anemia es un potencial factor de confusién que incrementa
los falsos positivos. Esto debido a que en esta condicion existe una reduccion en el nimero
de glébulos rojos y por consiguiente en el nivel de la enzima G6PD por volumen de sangre

[Howes et al., 2013].
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2.7.2 Diagndéstico molecular

Los meétodos moleculares utilizan cebadores especificos de cada variante para la
identificacion de la presencia o ausencia de mutaciones especificas. Dentro de estos
métodos estan el uso de PCR, secuenciacion directa, electroforesis en gel de gradiente
desnaturalizante, entre otros, que permiten llevar a cabo un enfoque diagndstico
aparentemente mas claro. Estos métodos directos resuelven limitantes como: las
discrepancias en los cortes utilizados en la medicion de actividad enzimatica, falsos positivos
como en las anemias y las clasificaciones subjetivas [Howes et al., 2013]. Ademas han sido
usados en la deteccion de mutaciones especificas en estudios poblacionales, familiares y en
casos raros y severos de diagnéstico prenatal. Poseen una gran ventaja y es que estos
métodos permiten clasificar correctamente a las mujeres heterocigotas, que con otros

meétodos podrian ser clasificadas erroneamente como normales.

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 [Howes

et al., 2013].

Debido a las limitantes en los métodos diagndsticos mencionados anteriormente, en cuanto a
infraestructura y tiempo, es evidente la necesidad de una prueba al pie de la cama que
pueda ser usada antes del tratamiento con primaquina en las comunidades y que pueda
superar obstaculos como la temperatura, ya que esta puede llegar a alterar el diagnostico
enzimatico. En términos préacticos, el método tendria que ser barato, que provea un resultado

rapido y facil de interpretar con un entrenamiento minimo [Howes et al., 2013].
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Hasta la fecha se han descrito al menos dos kits de diagnostico rapido (RDT) para G6PDd.
Una de estas pruebas rapidas es BinaxNOW® (G6PD assay (Binax, Inc., Maine, USA) para la
que un estudio encontr6 que tiene una sensibilidad y especificidad de 0.98 y 0.98

respectivamente, con un corte de 4.9 U/g de Hb. Sus limitaciones radican en que debe ser

usado en ambientes con una temperatura de 18 a 25 °C, por lo que su uso en areas

endémicas de malaria donde el clima es tropical, se veria limitado; y ademas su elevado
costo (aproximadamente $ 25 por prueba) dificultaria su adquisicion en paises de bajos
ingresos [Tinley et al., 2010]. El otro kit es el Care-Start™G6PD screening test (AccessBio,
New Jersey, USA), un método cualitativo fenotipico, muy parecido en apariencia y uso al
RDT para malaria y que ha demostrado ser un método robusto después de su

almacenamiento a temperaturas elevadas en el campo [Kim et al., 2011].

Un estudio reciente en 938 pacientes de Camboya, donde se comparé el método FST con el
CareStart G6PD RDT, se encontré que en pacientes con deficiencia de moderada a severa
(actividad enzimética de 30 %), ambas pruebas fueron muy similares con una sensibilidad
cercana al 100 %. Cuando los valores de corte aumentaron (de 40 % a 60 %) la sensibilidad
de la prueba al pie de cama disminuy6 de un 93.3 % a 71.7 % y la del método FST, de un
95.5 % a 73.2 % mientras que la especificidad de ambos se mantuvo similar. Esto sugiere
gue esta prueba detecta de manera segura los individuos con deficiencia de G6PD moderada
a severa, y que es una prueba prometedora para poder excluir los pacientes con deficiencias

severas del tratamiento con primaquina [Roca-Feltrer et al., 2014].
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2.8 Antecedentes de la malaria

La malaria ha estado presente a lo largo de la historia humana. Existen datos de la
enfermedad desde el afio 2700 a.C en China, pero no fue sino hasta 1880 que el médico
Charles Laveran, trabajando en Argelia observd los estadios del parasito en sangre en

pacientes con malaria [Bruce-Chwatt, 1981].

Hasta la fecha la malaria contindia siendo una de las infecciones que causa altos indices de
morbilidad y mortalidad alrededor del mundo, principalmente en nifilos menores de 5 afios. Se
estima que 3.3 mil millones de personas en 97 paises y territorios estdn en riesgo de
infectarse y desarrollar la enfermedad. A este respecto y de acuerdo a las estimaciones del
afio 2013, ocurrieron 198 millones de casos de malaria y la enfermedad causé la muerte a
584,000 personas (Figura 4) [WHO, 2014]. En Latinoamérica, 21 paises y regiones contindan
teniendo transmisién continua de la enfermedad y para el afio 2013 se reportaron 427,000

casos [WHO, 2014].
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Figura 4. Paises y territorios con transmision de malaria, 2013. Tomado de : [World Health
Organization, 2014].

En lo que se refiere a Centroamérica, paises como, Costa Rica y El Salvador se encuentran
en fase de eliminacion de la enfermedad. Por su parte, Honduras sigue en fase de control y
junto con todos los paises de la region se ha propuesto transitar a corto plazo hacia una fase
de eliminacién. Es importante hacer notar que en la dltima década se ha logrado una
reduccién de mas del 75 % de los casos de malaria en el territorio. Sin embargo Honduras,
sigue siendo el pais que reporta la mayor cantidad de casos en esta region. Los
departamentos de Gracias a Dios, Colon e Islas de la Bahia son considerados zonas de alto
riesgo de transmision (Figura 5) [Organizacion Panamericana de la Salud, 2011; World

Health Organization, 2014].
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Figura 5. Malaria en Honduras indice Parasitario Anual, 2011. Tomado de: [OPS, 2011].

En el caso que nos ocupa, el agente infeccioso que produce la enfermedad es el parasito del
género Plasmodium, un protozoo con mas de 140 especies que puede infectar, aves, reptiles
y mamiferos. De estas, se conocen cinco diferentes especies que afectan al humano:
Plasmodium vivax, P. falciparum, P. ovale, P. malariae y P. knowlesi, descubierto este ultimo
hace poco mas de una década [Singh et al., 2004]. En Honduras, las Unicas especies
descritas son P. vivax y P. falciparum, responsables del 79 % y el 21 % de los casos de

malaria, respectivamente [World Health Organization, 2014].

2.8.1 Ciclo biolégico de Plasmodium

Plasmodium es un protozoo con un ciclo de vida bastante complejo que necesita dos
organismos anfitriones: mosquitos para las fases de reproduccion sexual o esporogonia, y al

hospedero humano para la reproduccion asexual o esquizogonia.
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2.8.1.a Ciclo asexual o esquizogonia

La enfermedad es transmitida al humano por la picadura del mosquito hembra del género
Anopheles que introduce esporozoitos presentes en su saliva al sistema circulatorio. Los
esporozoitos son transportados a las células del parénquima hepatico, en las que tiene lugar
la reproduccion asexual (esquizogonia). Esta fase de crecimiento se conoce como ciclo
extraeritrocitario y dura entre 8 y 25 dias, dependiendo de la especie de Plasmodium. En
ellas crecen y se multiplican por esquizogonia, y originan una gran cantidad de merozoitos
tisulares. Este proceso se denomina esquizogonia tisular primaria. Dentro de cada hepatocito
parasitado se forma el esquizonte tisular primario, constituido por multiples nacleos con su
correspondiente citoplasma. Este esquizonte madura y deforma la célula hepatica. Después
de 6 a 12 dias sufre ruptura, y libera miles de merozoitos tisulares (de 10000 a 30000), los
cuales invaden los glébulos rojos. Algunas especies (p. ej., P. vivax, P. ovale) pueden
establecer una fase hepdtica latente en la que los esporozoitos (denominados hipnozoitos o
formas latentes) no se dividen. La presencia de estos plasmodios viables puede dar lugar a
recaidas de la infeccibn meses o afios después de la enfermedad clinica inicial. Esto no
sucede para las especies falciparum y malariae. Luego de la salida de los merozoitos al
torrente sanguineo, estos se adhieren a receptores especificos de la superficie de los
hematies y penetran en ellos, iniciando asi el ciclo eritrocitario [Jimenez et al., 2005; Murray

et al., 2009].

Los merozoitos procedentes de esquizontes tisulares invaden los eritrocitos, en donde toman
inicialmente forma anillada, denominada trofozoito, que al madurar adquieren una
configuracion irregular. Utilizan la hemoglobina de la célula para su nutricion, de la cual
gueda como producto residual el pigmento malarico o hemozoina, que aparece en el
protoplasma del parasito como cumulos de color café oscuro. Al dividir su cromatina se
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constituye el esquizonte hematico o secundario que madura y toma forma de roseta, llamada
asi por la distribucion de los fragmentos de cromatina, el citoplasma y el pigmento malérico.
Plasmodium falciparum realiza la formacion de esquizontes en los eritrocitos adheridos a las
paredes de los vasos capilares viscerales. El esquizonte maduro libera merozoitos, en
cantidades distintas de acuerdo con la especie de Plasmodium. La liberacion de merozoitos
ocurre cada 48 horas en Plasmodium vivax y Plasmodium ovale (fiebre terciana benigna), asi
como en Plasmodium falciparum (fiebre terciana maligna) y cada 72 horas para Plasmodium
malariae (fiebre cuartana benigna) [Jimenez et al., 2005; Llop et al.,, 2001; Murray et al.,

2009].

Cada una de estas formas del parasito invade un nuevo eritrocito. Algunos merozoitos, al
parecer tienen una determinacion genética para constituir los elementos masculinos y
femeninos; es decir, los gametocitos, que circulan como formas infectantes para los

mosquitos y no producen sintomas en el hombre.

2.8.1.b Ciclo esporogonico o sexuado

Se efectia en las hembras de mosquitos del género Anopheles, que se infectan al ingerir
sangre de una persona que tenga los parasitos sexualmente diferenciados en machos y
hembras llamados microgametocitos y macrogametocitos, respectivamente. Estas formas
sexuadas entran en el intestino del mosquito. Los microgametocitos comienzan un proceso
de exflagelacién, en el que la cromatina se divide en varios fragmentos y originan formas
flageladas moviles, llamadas microgametos, que al liberarse buscan las células femeninas
para fecundarlas. Los macrogametocitos maduran y se transforman en macrogametos que
son fecundados por los microgametos. Estos conforman un huevo o cigoto, el cual

evoluciona y da lugar al ooquineto. Este penetra la pared del intestino del mosquito; alli crece
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y forma el ooquiste, en cuyo interior ocurre la division del nucleo y del citoplasma para
constituir gran cantidad de elementos filamentosos, denominados esporozoitos. Al estallar el
ooquiste se liberan estos esporozoitos y se diseminan por el cuerpo del mosquito; pero se
localizan fundamentalmente en las glandulas salivares, donde permanecen hasta ser

inoculados al hombre durante una nueva picada [Llop et al., 2001].

2.8.2 Manifestaciones clinicas de la malaria

La malaria puede presentarse clinicamente de dos maneras: no complicada, y severa o
complicada. La severa o complicada representa la principal causa de muerte por esta
enfermedad y su severidad ha sido uno de los factores principales para los diversos estudios
sobre esta infeccion. Investigadores y clinicos han establecido diversos criterios diagnésticos
basados en las manifestaciones clinicas, y asi establecer un manejo integrado y el

tratamiento de la malaria severa [Laishram et al., 2012; WHO, 2000].

La malaria severa o complicada se define con al menos una de las siguientes
manifestaciones clinicas: coma profundo (secundario a malaria cerebral), convulsiones,
anemia severa, hemoglobinuria, hipoglicemia, acidosis metabdlica (asociada a dificultad
respiratoria), edema pulmonar agudo, insuficiencia renal aguda, ictericia, colapso circulatorio,
hiperparasitemia, fiebre alta, alteraciones electroliticas y/o sangrado espontaneo [WHO,
2000]. En éareas de alta transmision, este espectro clinico de severidad se observa

principalmente en nifios [Snow et al., 1997]

Al contrario, los individuos con malaria leve o no complicada presentan clinicamente uno o

mas de los siguientes sintomas: escalofrios y sudoracién, cefalea, fiebre, vémitos, anemia
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leve, ictericia, esplenomegalia, fatiga, malestar general, pero generalmente no presentan
ninguna caracteristica de los cuadros severos o complicados. Si se les realiza un diagndstico
y tratamiento apropiado, los pacientes logran con éxito su recuperacion [Grobusch and
Kremsner, 2005]. Ademas el inicio precoz del tratamiento antimalarico previene una mayor

frecuencia y severidad de la anemia por malaria [Lopez-Perez et al., 2015].

Ademas de los espectros clinicos descritos anteriormente, la malaria asintomatica o
subclinica es de dificil diagnostico, debido a la evidente falta de manifestaciones clinicas y
los niveles parasitarios no detectables al microscopio. La malaria asintomatica es frecuente
en regiones endémicas de malaria y se ha convertido en un gran motivo de preocupacion

para lograr alcanzar la eliminacion del parasito [Laishram et al., 2012].

2.8.3 Tratamiento malaria

Las recomendaciones de la Organizacion Mundial de la Salud para el tratamiento de la
malaria se basan en la resistencia o susceptibilidad del parasito a las drogas antimalaricas

[WHO, 2015b].

En Honduras, la Norma de Malaria, incluye el uso de la cloroquina en el tratamiento de
malaria por P. falciparum no complicada, a una dosis de: 25 mg/kg repartidos en 3 dias y
primaquina para el tratamiento de los gametocitos a 0.75 mg/kg de peso en dosis Unica el

primer dia de tratamiento.

En el caso de malaria por P. vivax no complicada debe ser tratada con las siguientes drogas:
cloroquina a una dosis de 25 mg/kg repartidos en 3 dias y primaquina para el tratamiento de

los hipnozoitos a 0.25 mg/kg de peso diario durante 14 dias.
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En las infecciones mixtas (P. vivax mas P. falciparum) se trata como si fuese un caso
diagnosticado de P. vivax; cloroquina a dosis de 25 mg/ kg peso corporal repartidos en 3 dias

y primaquina 0.25 mg/kg de peso diario durante 14 dias [Secretaria de Salud, 2010].

La malaria severa o complicada debe ser tratada con medicamentos via parenteral derivados
de artemisinina, seguido de un curso completo de terapia combinada con artemisinina en
cuanto el paciente tolere la via oral. Si no se dispone de derivados de artemisinina la
alternativa a utilizar es quinina o quinidina. Otras opciones es artesunato, quinina o arteméter

via intramuscular o rectal [WHO, 2015b].

2.9 Primaquina, Plasmodium vivax y deficiencia de G6PD

La primaquina pertenece a la familia de las 8-aminoquinolinas, posee un rol Unico y vital
como herramienta en la eliminacion de la malaria. Lleva a cabo tres funciones esenciales:
primera, es la Unica droga disponible y eficaz para la cura radical de infecciones por P. vivax;
segundo, es la Unica droga contra los gametocitos maduros de P. falciparum, lo que la
convierte en vital para el bloqueo de su transmisién; y tercero, en areas donde existe
emergencia de resistencia a la drogas antimalaricas, la primaquina esta siendo utilizada en
programas de contingencia para prevenir la diseminaciéon de cepas de P. falciparum
resistente a artemisina [WHO, 2011]. Estas propiedades hacen que sea crucial el entender el
triAngulo que conecta los aspectos determinantes de la hemdlisis inducida por primaquina: la

enzima, la droga y el parasito.

Ya ha sido establecido que la hemolisis inducida por primaquina no ocurre en individuos con
niveles normales de G6PD [Baird et al., 2001; Bunnag et al., 1994]. Aun mas, el riesgo de
hemolisis es mayor en los globulos rojos viejos, lo que corresponde a un incremento del

riesgo a medida que la actividad enzimatica decae [Beutler, 1994]. Esto sugiere que la
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hemodlisis inducida por la primaquina esta directamente asociada con la reduccion de la
actividad enzimatica de la G6PD. Sin embargo, el mecanismo por el cual esto ocurre
continua siendo incierto, y la inestabilidad y diversidad de metabolitos de primaquina hacen

gue el estudio de ese sistema sea excesivamente dificil.

2.10 Mecanismo de la hemélisis inducida por la primaquina

Se han descrito y estudiado tres mecanismos mediante los cuales la primaquina puede
inducir hemolisis, estos son: (a) la produccion de metahemoglobina, (b) una alteracion en el
balance del equilibrio redox y (c) estrés oxidativo [Howes et al., 2013]. Entre ellos, la que ha
sido la hipotesis mas favorecida para explicar la toxicidad de la droga, es el estrés oxidativo.
Los niveles reducidos de la enzima G6PD, causan que la célula posea un nivel disminuido de
reservas antioxidantes, conocidas como NADPH y glutation en su forma reducida. Esto
debido a una tasa disminuida de la PPP. Los agentes oxidativos que han sido propuestos
incluyen radicales libres, metabolitos hidrolizados de primaquina que se auto oxidan en
productos como quinoneimina, superéxidos, peréxido de oxigeno [Fletcher et al., 1988].
Cualquiera que sea el mecanismo, la consecuencia es la misma, dafio a los glébulos rojos
gue conlleva a hemdlisis intravascular. Esto se traduce clinicamente en anemia hemolitica

aguda, que es el mayor sintoma clinico [Howes et al., 2013].

Los mecanismos bioquimicos por los cuales la primaquina induce hemolisis permanecen
inciertos. Lo que si esta claro es que el riesgo y la severidad de la hemolisis es altamente

variable, y que se ve afectada por factores exégenos y endégenos [Beutler, 1994].
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En realidad, el espectro clinico de severidad, va desde asintomético a letal y esta
determinado por varios factores que incluyen, la dosis de primaquina, determinantes
genéticos y determinantes bioquimicos de los niveles de actividad enzimatica. Estudios
realizados en pacientes con variante A-, han demostrado la variabilidad en cuanto a la
severidad de la hemdlisis inducida por primaquina. Por un lado, un estudio en Brasil, donde
se administré6 primaquina (dosis 0.50 mg/kg al dia durante 5 a 7 dias), a tres pacientes
maléaricos con deficiencia de G6PD variante A-, presentaron hemdlisis severa [Silva et al.,
2004]. Por otro lado, en dos estudios realizados en Stateville, Estados Unidos, se encontrd
que con un régimen de 30 mg diarios de primaquina, los pacientes presentaron hemalisis
auto limitada. Los sintomas aparecieron entre el segundo y el tercer dia, con un pico entre
los dias 4° y 7™, y que continuaron por una semana mas [Clyde, 1981; Hill et al., 2006;
Hockwald et al.,, 1952]. La hemdlisis termind unos cuantos dias después del cese del
tratamiento y el nivel de hemoglobina volvio a la normalidad. Pamba y colaboradores, en una
revision de dos ensayos clinicos donde se utiliz6 dapsone, droga detonante de AHA en
pacientes con G6PDd, encontraron que de 119 nifios con G6PDd variante A-, 13 (10.9 %)
requirio transfusion sanguinea debido a la hemdlisis severa inducida por la droga. Con estos
resultados, los autores concluyeron que, contrario a la percepcion que la hemdlisis en
individuos con G6PDd variante A- es leve, en algunos casos puede llegar a ser

potencialmente fatal [Pamba et al., 2012].

La variante Mediterranea de G6PD, que originalmente se asoci6é con la patologia conocida
como favismo, se conoce gue expresa uno de los fenotipos deficientes mas severos [Beutler
and Duparc, 2007]. El mismo estudio en Stateville, demostr6 que un régimen de 15 mg
diarios o 45 mg semanales de primaquina causaron hemolisis severa en pacientes con

variante Mediterranea [Clyde, 1981]. Al contrario de la hemdlisis presentada en los pacientes
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con variante A-, la hemolisis de estos pacientes no fue auto limitada. La recomendacion de la
OMS, afirma que la primaquina no debe ser administrada en estos individuos con deficiencia

tan severa [WHO, 2015b].

Hasta la fecha, existe un solo sucesor plausible de la primaquina, tafenoquina
(GlaxoSmithKline®, Medicines for Malaria Venture). Esta droga se encuentra en fase clinica
Il [Campo et al., 2015]. Sin embargo, esta droga es también una 8- aminoquinolina, y
presenta riesgos similares de hemolisis a los de la primaquina en pacientes con deficiencia
de G6PD. Aunque posee la ventaja que el tratamiento es de corta duracion comparado con el
de primaquina, la vida media del medicamento es méas larga y esto podria llevar a
consecuencias importantes si se administra sin conocer el estado enzimatico de los
pacientes [Rajapakse et al., 2015]. Esto ha venido a complicar el paso a su licenciamiento

[Howes et al., 2013].

En Honduras, con lo hallazgos recientes que en nuestro pais existen personas con G6PDd, y
la considerable prevalencia de malaria en ciertas regiones, es de vital importancia obtener
datos sobre los efectos de la droga primaquina en estos pacientes. Con tan valiosa
informacion para la salud publica, datos de esta indole pueden ayudar a contribuir con la
lucha de eliminacion de la malaria, ademas, de poder implementar el uso de nuevas drogas

como tafenoquina.
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CAPITULO 3

3. METODOLOGIA

3.1. Objetivo general
Determinar la asociacion entre la deficiencia G6PD y la presencia de hemodlisis en pacientes

con malaria tratados con primaquina, en Roatan, Puerto Lempira y Tocoa, afio 2017.

3.2. Objetivos especificos
1. Determinar la presencia de deficiencia de G6PD en pacientes con malaria, tratados con

primaquina, mediante la identificacion de los genotipos A- y A+.

2. Determinar el cumplimiento de criterios clinicos y laboratoriales de hemodlisis en los

pacientes con malaria tratados con primaquina, con deficiencia y sin deficiencia de G6PD.

3.3. Hipotesis
Los pacientes con malaria y deficiencia de G6PD con la variante A - tratados con primaquina

tendrdn mayor probabilidad de desarrollar hemolisis que los pacientes sin la deficiencia.

3.4. Disefio de investigacién

El disefio de este estudio fue de tipo descriptivo analitico, con un enfoque cuantitativo.

3.5. Periodo de estudio

El estudio se realiz6 durante los meses de Febrero 2017 a Junio 2017.

3.6. Area de estudio
Se escogieron los municipio de Tocoa que pertenecen al Departamento de Colén, Roatan del
Departamento de Islas de la Bahia y Puerto Lempira del Departamento de Gracias a Dios,

por ser considerados las zonas endémicas de malaria del pais. Ademas porque contaban
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con Unidades de Salud, con la infraestructura de laboratorio necesaria para nuestros

propoésitos y, que reciben la mayor cantidad de casos febriles de las zonas.

3.7. Unidad de anélisis
Individuos mayores de 10 afios de edad y de cualquier sexo con malaria que no habian
iniciado tratamiento con primaquina que asistian a la consulta de la Unidad de Salud y

también mediante busqueda activa de casos.

3.8. Universo
El universo estuvo conformado por participantes sospechosos de malaria que asistian a la

consulta externa, emergencia, o en busqueda activa, que reunian los siguientes criterios:

Definicién de caso clinico malaria:

Enfermo con fiebre intermitente, escalofrios que por lo regular se acompafian de cefalea y
nausea que termina con sudoracion profusa. Después de un lapso sin fiebre puede repetirse
el ciclo de escalofrios, fiebre y sudores todos los dias, en dias alternos o cada tercer dia

[Secretaria de Salud, 2010].

Criterios de inclusion:

e Todo paciente mayor de 10 aflos de edad de cualquier sexo con malaria sin

tratamiento con primaquina.

e Pacientes que firmaron el consentimiento informado.

Criterios de exclusion:

e Pacientes embarazadas

e Pacientes en lactancia materna.
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e Pacientes que hubieran recibido tratamiento antimalarico dos semanas antes del

estudio.

3.9. Tamafo de muestra

Se captaron 33 individuos que cumplian con los criterios de inclusion del estudio.

3.10. Tipo de muestreo

El muestreo fue no probabilistico por conveniencia.

3.11. Seleccidn de los participantes

Con ayuda del personal de salud de las diferentes Unidades de Salud, se invit6 a participar a
las personas de las zonas seleccionadas que cumplian con los criterios de inclusion de este
estudio (seccion 3.8.). Se les explicé que se estaba realizando un estudio para investigar las
caracteristicas clinicas y laboratoriales que presentan los pacientes con malaria que
seguirian el tratamiento con primaquina. Para la solicitud del consentimiento informado, se le
pregunt6 si deseaban participar en el estudio y se les dio una explicacién del estudio en
mayor detalle. Asi mismo se dio a conocer los beneficios, riesgos y garantias que tendria
como participantes de este estudio. Se les explico que durante el estudio se les realizarian
dos seguimientos durante los 14 dias que estuviesen tomando primaquina, se acudiria a sus
casas a realizar toma de muestras y una evaluacién clinica al 3* y 7™ dia de iniciado el
tratamiento con primaquina (Anexo 2). El investigador les hizo saber que la participacién era

libre, voluntaria y que su informacién fue manejada de manera confidencial.

3.12. Coleccion de muestras y evaluacion clinica de los participantes
El investigador entrevistd al participante y completd un cuestionario con informacion
relevante para el estudio.
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El cuestionario constaba de preguntas sobre datos demograficos y una evaluacion clinica del

participante, esto se realizé los dias 0, 3" y 7™ evaluando lo siguiente (Anexo 2):

e Signos vitales: frecuencia cardiaca, frecuencia respiratoria, temperatura y presion

arterial.

e Sintomas: dificultad respiratoria, ictericia, dolor lumbar, dolor abdominal, coluria,

oliguria, y otros.

e Signos: ictericia, dificultad respiratoria, hepatoesplenomegalia, dolor lumbar vy

abdominal.

Posteriormente se tomd una muestra de sangre por puncidon capilar el dia 0, para los

siguientes propdésitos (Anexos 3):

e Diagnéstico molecular de malaria a partir de ADN en papel filtro para reconfirmacion

del diagnéstico vy tipificacion del parasito.

e Genotipificacion de la deficiencia de G6PD por medio de técnicas moleculares.

e Prueba Rapida de Malaria

e Prueba Rapida de G6PDd

Ademas una muestra de sangre venosa periférica al dia 0, 3 y 7 para los siguientes

propasitos (pruebas a realizar en el Laboratorio del Hospital San Isidro) (Anexos 3y 4):

e Hemograma para medir. Hemoglobina, Hematocrito, Conteo de glsébulos rojos y

Reticulocitos.
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e Quimica Sanguinea para medir. Pruebas de funcién Hepatica (TSGO y TSGP),

Bilirrubina Indirecta y Creatinina.

3.13. Analisis de laboratorio (pruebas realizadas en diferentes Laboratorios privados segun
el Municipio, en Tocoa, Laboratorio Tocoalab, en Saba Laboratorio CDC, en Roatan en el
Laboratorio Wood Medical Center y en Puerto Lempira se utilizo el Laboratorio del Hospital
Regional de Puerto Lempira: De acuerdo a lo descrito por el fabricante de los Kkits

comerciales).

3.14. Andlisis de laboratorio (pruebas moleculares realizadas en el Centro de

Investigaciones Genéticas (CIG), Ciudad Universitaria, UNAH):

3.14.1. Genotipificaciéon deficiencia del gen de la Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa

3.14.2. Preparacion de Muestras:

El primer paso de la preparacion de las muestras incluyé un debido proceso de codificacion
de las muestras de sangre total en papel filtro de los individuos que cumplieron con los
criterios de inclusién ya descritos. El siguiente paso fue organizar todas las muestras de
sangre en papel filtro y extracciones de ADN en cajas de almacenamiento segun su codigo
correlativo a una temperatura de -20°C en el banco de ADN del CIG, 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.
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3.14.3. Extraccion de ADN:

La extraccion de ADN gendmico de muestras de sangre en papel filtro se realiz6 mediante el

uso de una resina quelante por el método de Chélex (Anexo 6) [de Lamballerie et al., 1992].

3.14.4. Amplificacién de fragmentos:

Se amplificaron los 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 los polimorfismos y mutaciones puntuales en las posiciones 202 (G—A)y 376
(A—G) del gen. Todos los ensayos de PCR se realizaron en un termociclador Veriti™

(Applied Biosystems®, USA).

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

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

G6PD-2: 5"-AGGGCAACGGCAAGCCTTAC-3" [Mombo et al., 2003]

Cada reaccién de PCR se realizé 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 albumina de suero bovino
(BSA, Promega®) y 6 ul de DNA a una concentracién promedio de 35 ng/ pl. Las condiciones
de amplificacion fueron las siguientes: 6 minutos a 94°C para la desnaturalizacion inicial,
seguidos de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto con 30 segundos, 68°C
como temperatura de hibridacién durante 45 segundos, 1 minuto con 35 segundos a 72°C
para la elongacién y una extensién final de 6 minutos a 72°C. Se obtuvo un producto de
amplificacion de 898 pb que fue revelado mediante electroforesis en agarosa al 2 % con

bromuro de etidio (Anexo 11).

39



Por otro lado, para amplificar la region que comprende la mutacién 376 (A—G) se usaron los

siguientes cebadores:

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

G6PD-2: 5"-AGGGCAACGGCAAGCCTTAC-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 albumina de suero bovino
(BSA, Promega®) y 6 pl de DNA a una concentracion promedio de 35 ng/pl. Las condiciones
de la amplificacion fueron las siguientes: 5 minutos a 94°C para la desnaturalizacién inicial,
seguidos de 35 ciclos de desnaturalizacion 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 elongacion 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 9).

3.14.5. Digestion de fragmentos:

Se digirieron los productos amplificados del gen G6PD mediante la técnica PCR-RFLP para

detectar tres posibles variantes alélicas:

G6PD B: que presenta actividad normal.

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

G6PD A- (202 G—Ay 376 A—G): con el 12 % de actividad enzimatica.
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La deteccion de la mutacion en el nucleétido 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 realizé en un volumen final de 20 pl en presencia de Cutsmart™ Buffer NE10X
(Promega®), 0.2 mg/ml de albumina de suero bovino (BSA, Promega®), 10 pl del producto
de amplificacién de la PCR y 0.4 pl 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 10).

Todas las muestras que evidenciaron un genotipo G6PD A+ fueron analizadas para detectar
la mutacion adicional en el nucleétido 202 (G—A), caracteristica de la variante alélica G6PD
A-. Este genotipo fue detectado mediante digestion con la enzima de restriccion Nlalll (New
England Biolabs) bajo las siguientes condiciones: cada reaccion se realizé en un volumen
final de 50 ul en presencia de Cutsmart™ Buffer NE10X (Promega®), 0.2 mg/ml de albumina
de suero bovino (BSA, Promega®), 15 ul del producto de amplificacion de la PCR y 0.7 ul de
la enzima Fokl (concentracion 1 U/ug). Las condiciones de incubacién fueron las siguientes:
50 minutos a 37°C, seguido de 65°C por 20 minutos para detener la actividad enziméatica
(Anexo 8). El tamafio de 46 fragmentos y patrones de bandas de DNA obtenidos se

visualizaron en agarosa al 2.5 % con bromuro de etidio.

3.14.6. Electroforesis en gel de agarosa:

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

2.5 % con bromuro de etidio, a 110V y amperaje constante (Anexo 11).
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3.14.7. Visualizacion y analisis de fragmentos:

Los productos de PCR se visualizaron bajo luz ultravioleta en un transiluminador (BioDoc-
ItTM 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

comparacién con marcadores de peso molecular estandar de 50 pb y 1 kb (Promega®).

Para la caracterizacién 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 andlisis in
silico se llevé 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 realizd el mismo proceso de analisis

antes descrito, visualizado de igual manera mediante un gel virtual.

3.14.8. Tipificacion de los parasitos

3.14.9. Extraccion de ADN:

Utilizando una microperforadora de 1-3 mm se cortaron 3 discos de papel filtro por muestra y
se colocaron en un microtubo de 1,5 ml de capacidad. Se agregaron 200 pl de saponina 1 %,

se agitaron por medio de vortex y se incubaron toda la noche a temperatura de refrigeracion.
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Al dia siguiente se lavaron con PBS1X cuatro veces utilizando microcentrifuga y agitador.
Luego se agrego una solucién de 200 ul de Chelex-100 5 %. Se incubaron a 56°C durante 15
minutos, y luego a 100°C durante 10 minutos. Se centrifugaron durante 5 minutos a 13,000
rpm y se recuperé el sobrenadante conteniendo el ADN. Se almacenaron a -20°C hasta su

utilizacion (Anexo 8).

Con el fin de garantizar la calidad del ADN extraido, se analizaron todas las muestras
mediante amplificacion del gen de beta-globina humana. Para ello se usaron las siguientes
condiciones: en un volumen de 50 pl se mezclaron 25 pl de PCR Master Mix (Promega), 2.5
pl de los cebadores PCO3 (1 pM) 5-ACACAACTGTGTTCACTAGC- 3" y PCO5 (1 pM) 5'-
GAAACCCAAGAGTCTTCTCT- 37; 6.5 pl de agua libre de nucleasas y 1 ul de ADN. Esta
mezcla se amplificé en un termociclador bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 94°C por
5 minutos; 40 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; 1 ciclo de
72°C durante 10 minutos. Los productos de amplificacion se visualizaron en geles de

agarosa al 1% y bromuro de etidio. El producto de amplificacién obtenido fue de 209 pb.

3.14.10. Diagndstico molecular de malaria

El diagnéstico de Plasmodium sp. se llevo a cabo por PCR uniplex. Este método detecta el
parasito causante de la malaria mediante dos PCR uniplex, una por especie (P. vivax, P.
falciparum). Para la deteccién de P. falciparum, cada reaccién contenia 12.5 ul de Master Mix
2X (Promega), 0.4 ul de cada cebador (Pf7142 y Pf7178, 25 uM cada uno), 9.7 pl de Agua
millQ y 2.0 ul ADN para un volumen total de 25 pl. Las condiciones del termociclador fueron:
desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 minutos; seguido por 35 ciclos a 95°C por 30 segundos,

55°C por 30 segundosy 72°C por 45segundos, y extension final a 72°C por 4 minutos.

El tamafo de la banda esperada fue:
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Plasmodium falciparum: 220 pb

La secuencia de los cebadores a utilizados fue la siguiente:

Pf7142: 5-GCTTTGAAGTGCATGTGAATTGTGCAC-3’

Pf7178: 5"- CCGGAAATTCGGGTTTTAGAC-3"

Para la deteccidn de P. vivax, cada reaccion contenia 12.5 pl de Master Mix 2X (Promega),
0.5 pl de cada cebador (Pv7074y Pv7175, 25 uM cada uno), 9.5 pl de Agua milliQ y 2.0 pl
ADN para un volumen total de 25 pl. Las condiciones del termociclador fueron:
desnaturalizacién inicial a 95°C por 2 minutos; seguido por 35 ciclos a 95°C por 30 segundos,

54°C por 30 segundosy 72°C por 45 segundos, y extension final a 72°C por 4 minutos.

El tamafio de la banda esperada fue:

Plasmodium vivax: 333 pb

La secuencia de los cebadores a utilizados fue la siguiente:

Pv7074:5 -CAAATGTAGCATAAAAATCYAAG-3’

Pv7175:5 CTGATTTTCCGCGTAACAATG-3

3.14.11. Electroforesis en gel de agarosa

La PCR se siguio de electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % bromuro de etidio.
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3.15. Anélisis de datos

3.15.1. Manejo de los datos

La informacién obtenida de cada participante se manejé de forma confidencial y se le asigné
un cédigo a cada muestra en una nueva base de datos a fin de proteger su identidad. Se
cred un registro electronico en Microsoft Excel y un libro de registro adicional como respaldo.
Los datos y resultados obtenidos de los analisis de laboratorio se ingresaron en una base de
datos en Microsoft Excel y posteriormente exportados y analizados en InfoStat/Profesional

version 1.1.

3.15.2. Anélisis estadistico

Dado el disefio del estudio de tipo descriptivo, para el andlisis estadistico de las variables
cualitativas se utilizd estadistica descriptiva de frecuencias para determinar: infecciones
malaricas segun sexo y municipios. Ademas la frecuencia de los alelos que determinan si
existe la condicion de deficiencia de G6PD, utlizando el software estadistico

InfoStat/Profesional versién 1.1 y Microsoft Excel.

Para calcular y determinar la asociacion entre la G6PDd y la presencia de hemdlisis inducida
por primaquina, se utilizé el andlisis de la varianza (ANOVA), que estima y prueba hipotesis
respecto a las medias de las poblaciones. En este caso comparamos las medias de
hemoglobina, hematocrito, conteo de glébulos rojos, bilirrubina indirecta, después de iniciado
el tratamiento con primaquina (3% y 7™° dia), entre los dos grupos de pacientes, los pacientes
sin G6PDd y con G6PDd. Utilizamos un Intervalo de Confianza (IC) del 95 %, haciendo uso

del software estadistico InfoStat/Profesional version 1.1.
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3.16. Consideraciones éticas

Este estudio fue sometido al Comité de Etica de la Maestria en Enfermedades Infecciosas y
Zoonoticas de la Escuela de Microbiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de
Honduras. Todo participante en el estudio firmé el consentimiento informado. Se garantizé la

confidencialidad y privacidad de la informacién recolectada siguiendo las normas de bioética.

3.17. 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 evaluacién en relacion al

cumplimento de las normas de bioseguridad establecidas.

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 representan 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

4.1 Reclutamiento de los participantes, diagnostico y distribucién de los casos de

malaria
Municipios N Sexo  Total P. vivax P. falciparum Indeterminadas
n (%) n (%) n (%) n (%)
Tocoa 4 M 3(9.09) 1(3.03) 1(3.03) 1(3.03)
F 1(3.03) 1(3.03)
Puerto Lempira 2 M 1(3.03) 1(3.03)
F 1(3.03) 1(3.03)
Roatan 27 M 17 (51.52) 17 (51.52)
F 10 (30.3) 10 (30.3)
Total 33 M 21 (63.64) 19 (57.57) 1(3.03) 1(3.03)
F 12 (36.36) 12 (36.36)
33 (100 %) 31(93.94) 1(3.03) 1(3.03)

Tabla 3. Frecuencia de infecciones por malaria diagnosticadas por PCR uniplex seguin sexo
en tres Municipios endémicos de la enfermedad.

Un total de 33 participantes (63.64 % varones) con malaria aguda fueron reclutados en tres
municipios endémicos del pais, Roatan (n=27), Tocoa (n=4) y Puerto Lempira (n=2). La
mayoria de infecciones fueron por Plasmodium vivax (93.94 %), y 3.03 % por Plasmodium
falciparum; no se encontré ninguna infeccion mixta (Tabla 3). El Unico caso de malaria por P.
falciparum provino del Municipio de Tocoa. Cabe mencionar que el diagnostico de malaria y
la determinacion de especie de Plasmodium fue realizado por tres métodos, PDR, Gota
Gruesa y PCR uniplex. En una muestra no se logré determinar la especie de Plasmodium por

PCR, pero si fue identificada por Gota Gruesa, es por ello que forma parte del estudio.
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4.2 Determinacion de deficiencia de G6PD mediante la identificacion de los genotipos

A-y A+

De las 33 muestras colectadas, 20 fueron analizadas mediante la técnica PCR-RFLP para la
deteccion de mutaciones puntuales en los nucleétidos 376A>G y 376A>G, 202G>A en el gen
G6PD, asociadas a los genotipos deficitarios A+ y A—, respectivamente. El resto de muestras
(n=11) y las muestras positivas mediante PCR-RFLP fueron procesadas utilizando el kit de
genotipificacion para variantes africanas de G6PD (Solgent Co., Ltd. Corea del Sur). Esta
técnica utiliza un enfoque de PCR Multiplex especifica de alelo para la deteccién de 4

variantes adicionales a las 2 variantes detectables por la técnica de PCR-RFLP.

La distribucion de las frecuencias alélicas de genotipos G6PD A entre los participantes se
muestra en la Tabla 4. De las 33 muestras analizadas genéticamente se determinG que el
15.15 % (5/33) poseian al menos una mutacion en el gen G6PD. Los 5 individuos (100 %)
mostraron la variante alélica deficitaria de G6PD A-. Entre ellos, 4 (80 %) correspondian a
individuos A- , masculinos hemicigotos, y 1 (20 %) a una mujer heterocigota. El resto de las
muestras no eran portadoras de ninguna de las variantes alélicas de G6PDd estudiadas. Es
importante resaltar que se encontraron casos de pacientes deficitarios en cada municipio

endémico de malaria (Tabla 4).
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Municipios N  Genotipo n (%) Mujeres Mujeres Varones

G6PD Heterocigotas Homocigotas Hemicigotos
Tocoa 4 A 1(25 %) - - 1
A+
B* 3 (75 %)
Puerto Lempira 2 A 2 (100 %) 1 - 1
A+
B
Roatan 27 A 2(7.4 %) - - 2
A+
B 25 (92.6 %)
Total 33 A 5(1515%) 1 - 4
A+
B 27 (84.85 %)

*El Genotipo B corresponde al tipo silvestre (normal).

Tabla 4. Variantes alélicas de G6PD segun genotipo en individuos de zonas endémicas de
malaria de Honduras.

4.2.1 Electroforesis en gel de agarosa

La Figura 6 muestra los geles de agarosa correspondientes a las PCR realizadas con el kit
DiaplexC™ G6PD genotyping African type Solgent, para la determinacién de los genotipos
G6PDd. Se pueden observar las muestras que poseen el patron que corresponden a la

variante A- segun el tamafio de las bandas esperadas para cada mutacion.
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MW 1 2 3 4 5 6 7 89 10 11C+ MW

W IC (947 pb) o—_—

202G > A (103 pb)
376A >G (103 pb) 202G > A (103 pb)

376A ->G (103 pb)

(A) (B)

Figura 6. (A) Electroforesis en gel de agarosa de ADN humano amplificado mediante PCR
Multiplex (kit de genotipificacién DiaplexC™ G6PD African Type): 2, 4 y 6 muestran un patrén
gue corresponde a la variante deficitaria de G6PD A- (376A — G, 202G — A). (B) Misma
electroforesis con diferentes muestras: 8 y 11 muestran también un patrén que corresponde
a la variante deficitaria de G6PD A- (376A — G, 202G —A).

4.2.2. Concordancia entre las pruebas fenotipica y genotipica para G6PDd

Para la deteccion de la deficiencia de G6PD, se realiz6 primero una RDT in situ (CareStart™,
ACCESS BIO. INC.) a cada participante después de haber obtenido un resultado positivo
por malaria mediante gota gruesa. Luego todas las muestras fueron analizadas también con
las dos pruebas moleculares antes mencionadas.

En general, el grado de concordancia entre los resultados de las pruebas genotipicas y la
prueba fenotipica RDT para G6PDd fue débil (Coeficiente de Kappa 0.293, p= 0.093).

La RDT logr6 detectar el 50 % de los varones hemicigotos para G6PD, pero no la Unica

hembra heterocigota del estudio ver Tabla 5.
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Resultados prueba genotipica Resultados prueba fenotipica N/N (%)
Varones hemicigotos Deficiente 2/4 (50)
Normal 2/4 (50)
Varones silvestre/ normal Deficiente 2/17 (11.8)
Normal 15/17 (88.2)
Hembras homocigotas Deficiente 0/0 (0)
Normal 0/0 (0)
Hembras heterocigotas Deficiente 0/1(0)
Normal 1/1 (100)
Hembras silvestre/ normal Deficiente 1111 (9)
Normal 10/11(91)

Tabla 5. Relacion entre los resultados de G6PD de las pruebas genotipicas y prueba

fenotipica.

4.3 Criterios clinicos de hemalisis en los pacientes con malaria tratados con

primaquina con deficienciay sin deficiencia de G6PD

Antes del inicio del tratamiento todos los pacientes deficientes y no deficientes relataron
manifestaciones clinicas de malaria (fiebre, escalofrios, cefalea y coluria). La palidez cutanea
se agravo en los pacientes con deficiencia de G6PD durante el transcurso del tratamiento.

Ademas estos pacientes presentaron hepatomegalia en un 60 % y esplenomegalia en un 20

% (Figura 7).

Comparado con el grupo de pacientes sin deficiencia, tan solo el 10 % de ellos presenté

hepatomegalia y un 3.6 % esplenomegalia, pero predominaron los participantes con dolor

abdominal (Figura 8).
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En ninguno de los grupos los pacientes tuvieron sintomas renales asociados a hemolisis
severa que pudiera llevarlos a insuficiencia renal aguda. Sin embargo, los signos y sintomas
se mantuvieron en su mayoria durante los tres seguimientos en los pacientes con G6PDd, y
por el contrario, en el grupo sin G6PDd la mayoria de sintomas desaparecio para el segundo

seguimiento (Figuras 7y 8).
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Figura 7. Porcentajes de sintomas y signos clinicos sugestivos de hemdlisis en pacientes
con G6PDd en tratamiento por malaria, durante tres seguimientos (dia 1,3y 7).
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Figura 8. Porcentajes de sintomas y signos clinicos sugestivos de hemdlisis en pacientes sin
G6PDd en tratamiento por malaria, en tres seguimientos (dial, 3y 7).

4.4 Asociacion entre pacientes con G6PDd y hemalisis tras la ingesta de primaquina

Se analizaron los datos laboratoriales asociados a anemia hemolitica entre pacientes con
deficiencia y sin deficiencia de G6PD, con malaria tratados con primaquina. Para ello se
utilizé el método estadistico ANOVA, que compara medias de poblaciones, con distribucion

normal (Tabla 6).

Al comparar los dos grupos podemos observar que existen diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.01) entre los valores hematologicos de hemoglobina, hematocrito y
recuento de glébulos rojos. Los pacientes deficientes de G6PD, presentaron valores
hematolégicos disminuidos marcados en comparacion con los no deficientes. Esto sugiere
gue los pacientes con G6PDd al ser expuestos a la primaquina, estarian en riesgo de

presentar hemolisis inducida por dicha droga.

Se analizaron también valores bioquimicos como pruebas de funcion hepatica, creatinina y

bilirrubinas que usualmente se encuentran alterados en los casos de hemodlisis.
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Al comparar las medias de estos valores bioquimicos entre ambos grupos, no existié ninguna

diferencia estadisticamente significativa.

Pacientes con G6PDd Pacientes sin G6PDd P
Hemoglobina 9.74 11.86 0.0014
Hematocrito 29.53 35.91 0.0008
Recuento de globulos rojos 3.52 4.05 0.0107
Bil. Indirecta 0.40 0.64 0.0913

Tabla 6. Valores hematoldgicos y bioquimicos en pacientes con deficiencia y sin deficiencia
de G6PD, tratados con 0.25 mg/ kg/ dia de primaquina.
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CAPITULO 5
5. DISCUSION

5.1 Contexto general

En la Ultima década, los casos de malaria de la region de Mesoamérica han disminuido
significativamente [PAHO, 2014]. Paises como El Salvador, México, Costa Rica y Belice ya
se encuentran en fase de eliminacion de la enfermedad. Honduras aun se encuentra en fase
de control de malaria, haciendo esfuerzos para lograr la transicion a fase de eliminacién en
los préximos afios [WHO, 2015b]. Una de las estrategias para lograrlo, es la identificacion de
los reservorios infectados por P. vivax. Esta especie de Plasmodium es la méas frecuente en
la region de Mesoameérica, por lo que la primaquina es usada para tratar la mayoria de casos
de malaria. La primaquina (PQ) es la Unica droga eficaz y disponible para eliminar los
hipnozoitos de P. vivax. La mayor contraindicacién para el uso de esta, son los individuos
con deficiencia de la enzima G6PD (G6PDd), que son potencialmente susceptibles a
hemolisis al ingerir la droga. Es por ello que, en este estudio se intentd asociar la G6PDd y

hemolisis en pacientes malaricos en tratamiento con primaquina.

En cuanto a las especies de Plasmodium causantes de malaria en Honduras, los resultados
encontrados en este estudio concuerdan con los datos de la OPS [PAHO, 2014], siendo P.
vivax la especie predominante (93.94 %), y un pequeio remanente de casos de P. falciparum

autéctonos (3.03 %).

La Mosquitia, regién selvatica tropical al noreste de Honduras, es probablemente la region
mas endémica de malaria en Mesoamérica [Herrera et al., 2015], en este estudio la mayoria
de casos provinieron de Roatan, posiblemente porque la logistica para la captacion,
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diagndstico y tratamiento de pacientes fue mucho mas factible ahi y porque el estudio tuvo

mayor duracion en esa region.

5.2 Determinacion de deficiencia de G6PD mediante la identificacién de los genotipos
A-y A+

Este es el segundo estudio en Honduras que determina frecuencias de G6PDd. La primera
publicacién sobre esta temética tuvo lugar en el afio 2015 por Zufiga y colaboradores, que
reportaron una frecuencia general de 16.58 % para las variantes alélicas deficitarias G6PD
A+ y G6PD A- [Zuniga et al., 2015]. Datos que concuerdan con lo encontrado en este
estudio, donde la frecuencia fue de 15.15 %. En el presente estudio, la totalidad de los casos
correspondi6 a la variante A-. Si observamos los datos obtenidos por Zufiiga y
colaboradores, en su estudio se encontré casos de G6PD A+, variante prevalente también en
esta region, esta diferencia posiblemente es debida a la cantidad de muestras, que fue

mucho mayor en ese estudio.

Estudios geoestadisticos han predicho que en paises como Honduras la prevalencia de
frecuencias alélicas deberia rondar un 2.9 % [Howes et al., 2012], por lo que las frecuencias
registradas para G6PDd en los estudios recientes se considera una frecuencia inusualmente

alta para esta region geogréfica.

Lamentablemente no contamos con datos de prevalencia de G6PDd en los paises vecinos,
pero si comparamos estos datos con los de paises como Brasil, en la regiéon del Amazonas,
la prevalencia llega a un 4.5 % en los varones [Santana et al., 2013]. En ese estudio, se

determind la existencia de G6PDd genotipicamente mediante PCR-RFLP y ademas
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fenotipicamente mediante la medicion de la actividad enzimética. En Venezuela, un estudio
que utilizé los mismos métodos para la determinacion de G6PDd, también encontré una
prevalencia baja (3.6 %), comparado con los datos encontrados aqui [Vizzi et al., 2016].

Por otro lado, en Colombia se reporté una prevalencia de 15.23 % de alelos A para G6PD,
con predominio de A- (11.26 %), datos similares a los encontrados en este estudio [Valencia

et al., 2016a).

En este estudio se detectaron las variantes mas comunes reportadas para América Latina
por lo tanto no se puede descartar la existencia de otras mutaciones menos frecuentes que
conllevan a una deficiencia enzimética de G6PD. En Brasil se ha reportado la existencia de
individuos portadores de la variante Mediterranea [Santana et al., 2013], considerada clase |l
segun la clasificacion de la OMS. Esto representa individuos severamente deficientes de
G6PD, con un nivel enziméatico menor de un 10 % lo que los hace propensos a presentar
cuadros hemoliticos severos.

Dicho esto, es importante mencionar que durante el proyecto, se evidencié un caso de la
variante Santamaria que también es una variante clase Il. Este hallazgo fue obtenido de la
muestra de un paciente que no forma parte del estudio pero dadas las implicaciones que esto
representa es importante mencionarlo. Este seria el segundo caso reportado en Honduras, el

primero fue encontrado por Zufiiga y colaboradores.

Para la identificacion de las variantes genéticas de G6PDd, se utilizaron métodos
moleculares, como PCR-RFLP y PCR multiplex. La técnica PCR-RFLP, es un ensayo
molecular que permite la caracterizacion de secuencias de ADN homologas y mediante la
digestion con enzimas de restriccion especificas se obtienen patrones de bandas que

evidencian polimorfismos entre individuos con diferentes genotipos, y que en el caso de la
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G6PDd estan asociados a diferentes variantes alélicas [Hirono and Beutler, 1988]. En este
estudio ese abordaje técnico permitié procesar y caracterizar gran parte (n= 20) de las
muestras en forma rapida y efectiva. Ademas la técnica PCR multiplex utilizada en el estudio
fue escogida por lo datos de Zufiga y colaboradores que demostraron que posee una buena
concordancia comparada con la PCR-RFLP en la identificacion de las variantes alélicas

deficitarias africanas méas comunes [Zuniga et al., 2015].

5.3 Prueba fenotipica para la identificacion de individuos con G6PDd y concordancia

con pruebas genotipicas

Una de las novedades de este estudio es que se incluyé y utiliz6 por primera vez en
Honduras un método fenotipico para la identificacibn de pacientes con G6PDd. Esto se
realiz6 usando una prueba de diagnéstico rapido (RDT) llamada CareStart™ G6PD
(AccessBio, New Jersey, USA). Existen estudios donde se ha demostrado la utilidad de la
prueba. Roca-Feltrer y colaboradores, en un estudio realizado en Camboya, utilizaron la RDT
CareStart™ en una poblacién con altos indices de G6PDd (~18 %), y encontraron que la
prueba tuvo una sensibilidad de 71.7 % y especificidad de 98.3 %. Ademas concluyeron que
la RDT logré detectar individuos severamente deficientes con niveles enziméticos de menos

del 30 %, grupo que evidentemente estaria en riesgo de hemdlisis [Roca-Feltrer et al., 2014].

En Manaus, Brasil, Brito y colaboradores encontraron datos similares utilizando la misma
RDT. En su estudio evaluaron varones, a los que se les cuantificaba la actividad enzimatica y
ademas se comparaba con los resultados de la RDT. Ellos encontraron una sensibilidad de

61.8 % y una especificidad 98.3 % de la RDT. Concluyendo que la RDT tiene alta
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sensibilidad en detectar pacientes con actividad enzimatica baja pero cierta dificultad en
identificar pacientes con actividad enzimatica intermedia [Brito et al., 2016]. Esto muestra su
utilidad en la identificacion de individuos con baja actividad enzimética que son los que
posiblemente cursaran con episodios de hemdlisis al ser expuestos a agentes oxidantes.

En este estudio la prueba fenotipica logré detectar 50 % de varones hemicigotos, pero
ninguna mujer heterocigota ni homocigota; sin embargo, la prueba tuvo un buen desempefio
en cuanto a la deteccion de varones y hembras con genotipo normal / silvestre, 88 y 91 %,
respectivamente. En Tanzania, Mwaiswelo y colaboradores, obtuvieron resultados similares,
utilizando la misma prueba fenotipica. En su estudio, la prueba logré detectar 64 % de los
varones hemicigotos al comparar con pruebas genéticas y 18 % de hembras heterocigotas,
mientras que ninguna hembra homocigota fue captada por la prueba [Mwaiswelo et al.,

2016].

Por otro lado, en este estudio el grado de concordancia entre los resultados de las pruebas
genotipicas y la prueba fenotipica RDT para G6PDd fue débil (Coeficiente de Kappa 0.293,
p= 0.093). Algunos pacientes eran fenotipicamente deficientes, pero genotipicamente
normales, resultados similares fueron encontrados en el estudio mencionado anteriormente
en Tanzania. La posible explicacién a esta discrepancia, es que la prueba utilizada para la
genotipificacion esta dirigida Unicamente a la identificacion de las variantes africanas mas
comunes, A376G y G202A. Por lo tanto, deja fuera otras variantes menos comunes Yy

probablemente estas fueron detectadas por la prueba fenotipica.

En Venezuela, ademas de determinar las variantes alélicas, Vizzi y colaboradores
cuantificaron la actividad enziméatica e identificaron genéticamente las variantes encontradas

con mayor frecuencia en Latinoamérica. Ellos encontraron 24 individuos con actividad
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enzimatica disminuida, de los cuales 17 (70.8 %) eran portadores de la mutacién 202G — A
y 19 (79.2 %) de la sustitucion 376A — G. Ninguna mutacién fue detectada en 5 (20.8 %) de
los 24 individuos G6PDd esto podria explicarse porque en ese estudio se analizaron las
mutaciones mas comunes en LA, pero no es posible excluir otras mutaciones localizadas en
otras regiones del gen. Esto mismo fue observado en Colombia, donde el estudio incluia la
cuantificacion de la enzima y la identificacion de las variantes A-, A+ y mediterranea. De 28
individuos que presentaron actividad de la enzima disminuida, 8 individuos presentaron
G6PDd tanto fenotipicamente como genotipicamente, sin embargo, las variantes estudiadas
no fueron detectadas en los 20 individuos que presentaron actividad enzimética disminuida.
Ellos también encuentran como posible explicacion que es probable que la G6PDd en estos
individuos este asociada a otras variantes no evaluadas en ese estudio [Valencia et al.,

2016b].

Es posible que los individuos que fueron detectados por la RDT, en Honduras, pero no se
asociaron con los genotipos estudiados, posean también otra mutacion que no fue evaluada
en este estudio. Esto tendria como implicacion que en este caso la RDT posiblemente
detecté otras mutaciones que podrian ser de importancia clinica. Por lo que el uso de la
misma podria tener gran valor al momento de querer detectar individuos G6PDd. Ademas el
hecho que encontremos en tres diferentes paises datos similares, nos lleva a pensar que es
necesario incluir la identificacion de otras variantes que podrian ser frecuentes y de

importancia médica en LA, ademas de las africanas.

Recientemente en Brasil, un estudio de costo - efectividad del diagnostico de G6PDd, que
consistié en comparar tres estrategias, dos basadas en el uso de RDT para el diagnéstico de

G6PDd en pacientes masculinos previo al tratamiento con PQ, (CareStart™ G6PD vy
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BinaxNOW® G6PD), y la tercera estrategia que es la de rutina en el Amazonas brasilefio,
gue consiste en prescribir PQ sin un diagnéstico previo de G6PDd, concluy6 que la estrategia
basada en el uso de la RDT CareStart™ G6PD es costo efectiva para un diagndstico

adecuado de G6PDd y para evitar hospitalizaciones [Peixoto et al., 2016].

En este estudio la deteccién de pacientes con G6PDd por medio de la RDT, fue de gran
importancia porque orienté al médico sobre la vigilancia estricta de esos pacientes. Por lo

gue no podriamos descartar el uso de RDT como una estrategia a usar en Honduras.

5.4 Criterios clinicos de hemdlisis en los pacientes con malaria tratados con

primaquina con deficienciay sin deficiencia de G6PD

Para la identificacion clinica de hemolisis, se utilizaron parametros clinicos que orientaron al
evaluador médico sobre el estado del participante. Dentro de los sintomas y signos que se
preguntaron y buscaron durante el examen fisico, notamos que los pacientes con G6PDd
presentaron hepatoesplenomegalia y palidez marcada durante el uso de primaquina (PQ)
comparado con los pacientes sin G6PDd (figuras 1 y 2). Estos datos concuerdan con los
encontrados en Belem do Pard, Brasil, donde reportaron que en los pacientes con G6PDd, la
palidez cutdnea, se agravo durante el tratamiento con PQ y ademdas presentaron
hepatoesplenomegalia e ictericia tan graves que en algunos casos se tuvo que interrumpir el
tratamiento [Silva et al., 2004]. En ese estudio los pacientes fueron seguidos por seis meses,
y no estaban hospitalizados; ademas la dosis de PQ administrada fue de 0.50 mg/kg/dia
durante 7 dias. Por otra parte en Tailandia, en un estudio sobre los efectos de PQ en

pacientes con G6PDd, los participantes fueron hospitalizados durante 28 dias, y no
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presentaron ningun sintoma de gravedad, pero en este caso la dosis utilizada de PQ fue de

0.25 mg/kg/dia durante 14 dias [Buchachart K, 2001].

5.5 Asociacion entre pacientes con G6PDd y hemolisis tras la ingesta de primaquina

El usar o no usar la primaquina sin conocer el estado enzimatico del paciente, continla
siendo controversial, la OMS, considera seguro utilizar la PQ sin un diagndstico previo de
G6PDd en regiones como Latinoameérica, pero existen estudios, desde los afios 50 del siglo
XX, que han demostrado diferentes efectos. En paises como Sri Lanka donde se conoce que
las variantes deficitarias de G6PD son severas y se realiza un diagndstico previo obligatorio

de G6PDd para evitar fatalidades [WHO, 2015b].

El presente estudio demostré que existen diferencias estadisticamente significativas (p <
0.01) entre los valores hematolégicos de hemoglobina, hematocrito y recuento de glébulos
rojos entre los pacientes deficientes y los no deficientes de G6PD. En nuestro estudio,
demostramos que el uso de PQ agravo la hemdlisis que ya estaba presente por la malaria en
estos pacientes antes del tratamiento. La disminucién de estos parametros (conteo total de
glébulos rojos, hemoglobina y hematocrito) es indicativo de crisis hemoliticas en pacientes
con deficiencia de G6PD [Beutler et al., 1955]. Esto sugiere que los pacientes con G6PDd en
Honduras, al exponerse a la primaquina, podrian estar en riesgo de presentar hemolisis

inducida por dicha droga.

Debemos mencionar uno de los primeros estudios sobre esta tematica, que demostraron el

riesgo del uso de la PQ sin conocer el estado enzimatico del paciente. Este tuvo lugar en los

62



afos 50, en la penitenciaria de Stateville, Estados Unidos. Desde esos afios se demostré que
la PQ tenia un efecto hemolitico en ciertos individuos que se relacionaba con la raza y dosis
de la droga. Ese estudio incluyé dos grupos, en un grupo con 110 individuos de raza
afroamericana, se encontré que con un régimen de 30 mg diarios de primaquina (0.50 mg/
kg/dia), el 15 % presentd anemia leve y un 4.5 % anemia severa. La droga tuvo que ser
descontinuada. El segundo grupo de 50 individuos también de raza afroamericana, fueron
dosificados con 15 mg de primaquina diarios (0.25 mg/kg/dia), y en este grupo el 30 %
presentd anemia leve. En ese momento se desconocia aun la G6PDd y se atribuia el efecto

de la droga a la raza [Hockwald et al., 1952].

En afios mas recientes, aun se contintia estudiando el efecto hemolitico de la PQ en grupos
con variantes alélicas de G6PD deficitarias. En Brasil, un estudio con una metodologia similar
y hallazgos similares a los del presente estudio, Silva y colaboradores, compararon tres
pacientes deficientes con un grupo de 8 pacientes sin deficiencia mediante criterios clinicos y
laboratoriales que incluian pruebas hematolégicas y bioquimicas. Ellos encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.01) en los pardmetros hematolégicos
hemoglobina, hematocrito y recuento de glébulos rojos entre ambos grupos. Los tres
pacientes deficientes presentaron valores disminuidos de esos tres parametros. Los demas
parametros bioquimicos fueron normales, con la excepcion de dos de los pacientes G6PDd

quienes presentaron bilirrubina indirecta elevada [Silva et al., 2004].

Pamba y colaboradores, en una revision de dos ensayos clinicos donde se utilizd dapsone,
gue al igual que la PQ es detonante de AHA en pacientes con G6PDd, encontraron que de
119 nifios con G6PDd variante A-, 13 (10.9 %) requirié transfusion sanguinea debido a la

hemolisis severa inducida por la droga. Con estos resultados, los autores concluyeron que,
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contrario a la percepciéon que la hemdlisis en individuos con G6PDd variante A- es leve, en

algunos casos puede llegar a ser potencialmente fatal [Pamba et al., 2012].

En el Amazonas brasilefio, una breve comunicacion del 2010, publicé una serie de casos de
pacientes hospitalizados que presentaron hemdlisis secundaria al tratamiento por
primaquina. En esta serie de casos, los 18 pacientes habian sido diagnosticados con malaria
vivax y tratados con primaquina 0.5 mg/kg/ dia por 7 dias, la hemdlisis se presentd entre el
primer y sexto dia del tratamiento. Los pacientes fueron diagnosticados posteriormente con
G6PDd. La complicacion clinica mas relevante en estos pacientes fue anemia, y 12 de 18
pacientes requirieron transfusiones sanguineas. Ademas, tres de ellos desarrollaron

insuficiencia renal aguda que no ameritd6 hemodialisis [Ramos Junior et al., 2010].

En estos dos estudios en Brasil, la variante prevalente fue la A-, misma que en Honduras y
ademas similitud en cuanto a edad y raza (poblaciones mestizas con ascendencia africana).
La dosis de PQ usada en este estudio fue de 0.25 mg/kg/dia durante 14 dias, dosis utilizada
siguiendo la Norma vigente de la Secretaria de Salud de Honduras [Secretaria de Salud,
2010]. En Tanzania, se evalu6 el uso de una dosis Unica de PQ para el tratamiento de los
gametocitos de P. falciparum, en pacientes con G6PDd y sin G6PDd. Con dosis Unica,
concluyeron que es seguro usar la PQ y que ademas los pacientes que presentaron anemia
hemolitica no eran deficientes [Mwaiswelo et al., 2016]. La gran diferencia entre esos
estudios y el realizado aqui es la dosis de la droga. El hecho que los pacientes en Honduras

no presentaron hemdlisis severas muy probablemente recae en ese hecho.

Dicho esto, es necesario mencionar un caso que no entro en este estudio por no cumplir con

los criterios de inclusion pero que mostro evidencia clara de esta complicacion hematolégica:
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Paciente masculino, de 16 afios de edad, proveniente de Roatan (probablemente infectado
en tierra continental del pais), acudi6 al Hospital de esa region con sintomatologia
caracteristica de malaria. Al realizarle la gota gruesa, es diagnosticado con malaria por P.
vivax. En la consulta se le indica una dosis de primaquina superior a la indicada por la Norma
de pais (0.50 mg/kg/dia por siete dias). Al tercer dia de iniciado el tratamiento, el paciente
regresa al Hospital con malestar general, hemoglobinuria, sangrado gastrointestinal bajo,
hepatomegalia dolorosa y tinte ictérico. En ese momento con hemoglobina de 9.2 mg/dl y
bilirrubina indirecta de 8.6 mg/dl, el médico le indica quinina pensando en un caso de
resistencia a la cloroquina y es hospitalizado. Al dia siguiente el paciente sin mejoria con
hemoglobina de 5.2 mg/dl, creatinina de 1.9 mg/dl, es transfundido con dos unidades de
sangre, ademas del tratamiento de mantenimiento; posteriormente mejora y es dado de alta.

El diagnéstico de hemdlisis inducida por primaquina y G6PDd quedé como sospecha clinica.

Dado que en Honduras no se cuenta con métodos rutinarios para el diagnéstico G6PDd, tres
meses después cuando este proyecto de investigacion inicié en Roatan, uno de los médicos
involucrados en este estudio, contacté nuevamente al paciente. Al realizarle la RDT el
paciente resulté ser enzimopénico, la muestra en papel filtro es enviada a Tegucigalpa, y
mediante PCR logramos identificar que era portador de la variante deficitaria Santamaria.

En la actualidad, existe controversia entre estudios que indican la eficacia del uso acortado
de PQ en dosis doble y otros que han demostrado que el tratamiento de 14 dias continla
siendo mas efectivo que los acortados [Carmona-Fonseca, 2012]. Existen paises como Brasil
y Nicaragua donde se sigue un régimen de 0.50 mg/kg/dia durante 7 dias, adoptado
principalmente para que exista una mejor adherencia al tratamiento.

Es necesario un analisis profundo de la literatura antes de pensar en cambiar el régimen que

se usa en Honduras ya que la dosis de PQ juega un papel importante en la aparicion de la
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hemodlisis en pacientes con G6PDd. Ademas seré importante también considerar la deteccion

de G6PDd previa al tratamiento.

5.6 Consideraciones finales

Conociendo que los programas de eliminacion de malaria incluyen como uno de los pilares el
uso de la PQ, estudios mas profundos son necesarios para determinar la magnitud de este
problema en Honduras. Especialmente porque en el pais predominan las infecciones por P.
vivax y sumado a ello la alta frecuencia de G6PDd que existe, el uso de PQ o de otra 8-
aminoquinolina podria resultar en eventos hemoliticos severos en algunos casos. Este
estudio es el inicio para una mejor comprension de las complicaciones hematolégicas de los
pacientes con G6PDd en Honduras y podria dar soporte cientifico al desarrollar nuevos
lineamientos en cuanto a dosis de la PQ, a la introduccién de nuevas drogas, a la
incorporacion de diagnéstico previo de G6PDd, y al manejo de los pacientes durante el

tratamiento de malaria.
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CAPITULO 6

6. CONCLUSIONES

Encontramos que los casos de malaria en Honduras son causados en su mayoria por
Plasmodium vivax (93.94 %). Por lo que el uso de primaquina es imprescindible en estos
casos para lograr la eliminacién de los reservorios infectantes y adem@s asi evitar recaidas
en esos pacientes. Mientras no exista una nueva droga, la primaquina sigue siendo un arma

importante para entrar en fase de eliminacion de malaria en el pais.

En este estudio se analizaron 33 pacientes provenientes de tres municipios endémicos para
malaria (Roatan, Puerto Lempira y Tocoa). Encontramos una frecuencia de 15.15 %
considerablemente alta para LA, de la variante alélica deficitaria A-, reportandose por

segunda vez en Honduras datos muy similares.

En nuestro estudio las manifestaciones clinicas y los hallazgos laboratoriales (disminucion
del conteo de glébulos rojos, hemoglobina y hematocrito) son sugestivos de proceso

hemolitico en los pacientes con G6PDd tratados con primaquina.

Se demostro que los pacientes con variante A- considerada clase Il segun la OMS (actividad
enzimatica intermedia), pueden llegar a cursar con anemia hemolitica mas severa al ser
comparados con pacientes sin G6PDd tratados con primaquina a dosis de 0,25 mg/kg dia por
14 dias. Si esto fue observado no podemos dejar de pensar en lo que podria ocurrir a dosis

mas altas de la droga.
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La variante Santamaria fue identificada por segunda vez en Honduras, aunque el caso no
formo parte del estudio, su importancia médica debe ser considerada. En este caso se trata
de una variante clase Il y al recibir tratamiento acortado de primaquina el individuo cursé con

hemolisis severa requiriendo transfusion sanguinea.

Las técnicas de diagnéstico utilizadas en este estudio demostraron una baja concordancia
(Coeficiente de Kappa 0.293, p= 0.093) al comparar la PCR-RFLP con la prueba rapida
CareStart™, ACCESS BIO, INC. Concluimos que eso podria ser debido a que solo se
realizé la identificacion genotipica de variantes africanas y es muy posible que la prueba

fenotipica detect6 otras variantes.
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CAPITULO 7

7.1 RECOMENDACIONES

Después de encontrar por segunda vez frecuencias importantes de G6PDd, y su implicacién
clinica, es recomendable continuar las investigaciones en este campo. Ademas con los
cambios que posiblemente se den en la nueva Norma de malaria en cuanto a la dosis de
primaquina, se podria considerar repetir el estudio y vigilar los pacientes en busqueda de

hemodlisis.

De realizarse un estudio similar en el futuro deberia considerarse involucrar toda la red de
salud de la regién, contar con el apoyo de médicos de los centros de salud, hospitales y
medio de transporte. La situacion ideal seria poseer una sala en los Hospitales donde poder

ingresar a los pacientes.

El personal de salud, que trabaja en areas endémicas de malaria, debe tener en cuenta el
diagnostico de G6PDd al encontrarse con pacientes malaricos que cursen con anemia que
no mejore después de iniciado el tratamiento con cloroquina y que estén tomando

primaquina. El tratamiento supervisado deberia intentar ser obligatorio.

La disponibilidad de una prueba, de uso facil, adaptada al campo de trabajo para G6PDd
seria un gran paso hacia adelante en la lucha contra la malaria. Pudiendo asi utilizar la
primaquina de manera mas segura en la poblacion con G6PDd. Sugerimos que deberia

considerarse la deteccion de deficiencia de G6PD en varones que habitan en las areas
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endémicas de malaria de Honduras antes del empleo de esquemas terapéuticos que

incluyan primaquina.

Deberia existir una red establecida entre la Secretaria de Salud y la Universidad Nacional
Auténoma de Honduras, donde al existir sospecha de un individuo con G6PDd el personal de
salud pudiese enviar una muestra al Centro de Investigaciones en Genética para su
diagnéstico. Esto seria de beneficio al paciente dado que el personal de salud podria

vigilarlo al estar en tratamiento para malaria.

Luego de encontrar un nuevo caso de variante Santamaria en el pais, y de su implicacion

médica, es necesario incluir la busqueda de otras variantes ademas de las frecuentes en LA

en nuevos estudios.
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7.2 LIMITACIONES

Una de las limitaciones del estudio fue la muestra que result6 menor a lo que se habia
calculado, una muestra mayor hubiera podido resultar en mas casos de G6PDd cursando

con anemia hemolitica.

El estudio logisticamente fue dificultoso, y financieramente costoso ya que las areas
endémicas de malaria como el departamento de Gracias a Dios, Roatan y Colon son lugares
postergados de dificil acceso. Para ello se requirid la movilizacion del maestrante a esos
lugares, lo que implicé gastos financieros altos. El estudio incluia el seguimiento de los
pacientes por varios dias. Se intentaron dos vias la primera, que los pacientes acudieran al
hospital a sus seguimientos esto implicé gastos altos y funciono en el Hospital de Roatan. La
segunda fue la de ir a sus casas que fue lo mas costo efectivo en Puerto Lempira, ya que el
transporte en lancha es alto. En ambas situaciones algunos pacientes fueron excluidos del

estudio por no haber acudido al Hospital o por no haber estado en sus casas.

Otra limitante principalmente en Puerto Lempira es que solo existe un Hospital Regional con
laboratorio, no existen laboratorios privados y por su geografia el acceso es dificil. El
transporte de las muestras hasta el hospital requirié idas y vueltas en lancha, grandes

esfuerzos y aun asi algunas muestras se perdieron a causa de esto.

La disminucion de los casos de malaria a nivel nacional también jug6é un papel importante y

limité el tamano de la muestra de este estudio.
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7.3 PERSPECTIVAS

Con los datos de esta investigacion se pretendio dar la continuidad logica a los hallazgos del
primer estudio sobre G6PD en Honduras. Se lograron obtener los primeros datos sobre el
efecto de la primaquina en pacientes con G6PDd que seran de gran importancia en la

planeacion de estrategias para pasar a una fase de eliminacion de la malaria.

Esperamos que este estudio sea de beneficio para los individuos portadores de variantes
alélicas deficitarias de G6PD, y que los médicos tomen en cuenta esta enzimopatia en sus

diagndsticos principalmente en las regiones endémicas de malaria.

Se espera que las autoridades en Salud tomen en cuenta estos hallazgos para la
introduccion de nuevos esquemas terapéuticos y la entrada de nuevas drogas principalmente
de la familia de las 8-aminoquinolinas. Ademéas que se analice la utilidad que tendria poder

contar con una herramienta para el diagndstico previo al tratamiento de la G6PDd.

A partir de estos datos serd importante continuar con estudios sobre esta enzimopatia en
Honduras ademas en paises cercanos como Nicaragua con el que compartimos la Mosquitia,
region endémica de malaria para ambos paises. Donde es necesaria una intervencion

importante debido a su dificil acceso y escasos recursos a nivel Hospital laboratorio.
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ANEXOS

Anexo 1. Flujograma de trabajo

“Asociacion entre deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasay presencia de
hemolisis en pacientes con malaria tratados con primaquina en Tocoa, Roatan y
Puerto Lempira durante el afio 2017”.
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Anexo 2. Formulario de registro clinico

Formulario de registro clinico del seguimiento de pacientes

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas

1/4

FORMULARIO DE REGISTRO CLINICO

Investigadores responsables:

Cirz. Sara fvalos Hemander Contacta:

Dr. Hector Robles Contacto: 3252-5033

Drs. Taniz Lisbeth Palacios Contacto: P813-4763
Dr. Pablo Roberto Banegas Contacto: 9613-3903

1. DATOS DEL PACIENTE:
1.1. TELEFOMO: J

1.2. DIRECCION EXACTA BARRIO, CASA, MUNICIPIO)

1.3, SEXO: MASCULING FEMENING
1.4. FECHA DE MACIMIENTO: oo/ (MM S A4l
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o — —
=

- . 2/4
FORMULARIO DE REGISTRO CLINICO

3.9. EXAMEN FiSICO:

ICTERICIA: 5l NC EDEMA: &l MO
DIFICULTAD RESPIR: 5 MO SAMNGRADO: ] MO
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FORMULARIO DE REGISTRO CLINICO
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Anexo 3. Recoleccion de muestra de sangre

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas

Procedimiento Operativo Estdndar para la Cadigo:
recoleccién de muestra de sangre humana en Pagina
papel filtro. POE 1/2
Elaborado por: Sara Roberta Avalos Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
Fecha: Febrero 2016 Aprobado por:

OBJETIVO: el procedimiento tiene como objetivo recolectar muestras de sangre en papel filtro con el
fin de obtener ADN celular que sera usado en pruebas moleculares.

DEFINICIONES:
e ADN: &cido desoxirribonucleico

e EDTA: Sales de disodio o dipotasio (més soluble) de acido etilenendiaminotetracético

MATERIALES:

e Pipetas de transferencia

e Papel filtro Whatman® N° 1

e Papel filtro Whatman® N° 3

e Bolsas con cierre hermético con desecante
e Muestra de sangre en tubo con EDTA de cada paciente
e Marcador indeleble

PROCEDIMIENTO

e Se utilizara la muestra de sangre para realizar pruebas hematologicas (tubo con EDTA).
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Asegurar la identificacion del paciente (nombre, nimero de registro) y rotular el papel filtro con

marcador indeleble.
Se procedera a destapar el tubo en el laboratorio con cuidado de no contaminar la muestra.

Con ayuda de la pipeta de transferencia se extrae una pequefia cantidad de sangre y se luego se

cierra el tubo.

Colocar gotas de sangre en un papel filtro Whatman N° 1 y también en un papel filtro Whatman

N° 3 tratando de llenar todo el circulo.

Dejar secar el papel filtro durante la noche.

Almacenar las muestras en bolsas herméticas con desecante.
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Anexo 4. Recoleccién de sangre mediante puncion venosa con Vacutainer® para pruebas
hematoldgicas y bioguimicas.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas

Procedimiento Operativo Estandar para la Cadigo:
recoleccion de sangre mediante puncion venosa Péagina
con Vacutainer® para pruebas hematoldgicas y POE 1/4
bioguimicas.
Elaborado por: Sara Roberta Avalos Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
Fecha: Febrero 2016 Aprobado por:

OBJETIVO: extraccion de sangre venosa mediante puncion, utilizando una técnica segura y que evite
contaminacion como lo es la técnica de Vacutainer®. La finalidad es extraer una muestra de sangre

para evaluacion de valores hematolégicos (tubo con EDTA) y pruebas bioquimicas (tubo sin EDTA).

RESPONSABLES: La venopuncion serd ejecutada por personal entrenado del equipo de

investigacion.
DEFINICIONES:
e EDTA: Sales de disodio o dipotasio (mas soluble) de 4cido etilenendiaminotetracético

MATERIALES:
e Alcohol etilico al 70 %
e Algoddn seco
e Torniquete
e Tubo con anticoagulante y sin anticoagulante
e Soporte de Vacutainer® (camisa)
e Curitas redondas

e Agujas estériles para sistema Vacutainer®, el calibre dependera de la vena (para venas grandes
de calibre 20, venas pequefas calibre 21 o0 22)
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Marcador indeleble para rotular la muestra

PROCEDIMIENTO:

10.

Confirmar e identificar los datos personales del paciente.

Observar las condiciones fisicas del paciente para decidir si la muestra debe ser tomada sentado

0 acostado.

Si se decide sera sentado, pedir al paciente que se siente comodamente en una silla adecuada
para la extraccion de sangre con soporte firme para que el brazo este accesible para el

flebotomista (un lugar limpio, con buena iluminacion y con privacidad).

Si es acostado, acostar al paciente en una camilla limpia y comoda.

El material necesario para la toma de muestra debe estar listo.

Explicar al paciente o0 a su responsable el procedimiento al que va a someterse.

Verificar que el lugar donde se realizara la venopuncion esté libre de dafios y lejos de algun
foco de infeccién.

Lavarse las manos y colocarse los guantes.

Colocar el torniquete (preferiblemente que no contenga latex), entre 7.5y 10 cm por arriba del
sitio de puncion alrededor del brazo con los extremos hacia arriba. Se cruza el extremo
izquierdo sobre el derecho y se tira del extremo izquierdo hacia el hombro, se hace un lazo, esta
forma de asegurarlo permite soltarlo con una sola mano. No apretar el torniquete con
intensidad, puesto que el flujo arterial no debe ser interrumpido. El pulso debe permanecer
perceptible.

Pedir al paciente que baje el brazo y que abra y cierre la mano. Los movimientos de apertura de
las manos reducen la presion venosa y relajan los musculos. Colocar el brazo en hiperextension

de manera que la mano este mas baja que el codo.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Palpar las venas cuidadosamente esto de ser realizado con el dedo indice de la persona que
extrae la sangre. No utilizar el dedo pulgar por la baja sensibilidad de la percepcion de las
pulsaciones. Ese procedimiento ayuda a distinguir entre venas y arterias por la presencia de

pulsaciones, gracias a la mayor elasticidad y grosor de las paredes de los vasos arteriales.

Seleccionar una vena, aunque cualquier vena del miembro superior que esté en condiciones de
ser utilizada para la extraccion puede ser punzada, la vena cubital mediana y cefélica son las

utilizadas con mas frecuencia.

Desinfectar el area elegida con una torunda de algodon impregnada de alcohol etilico al 70 %,
se debe realizar de forma circular de adentro hacia afuera.

Romper el sello de la funda de la aguja colocando el pulgar debajo de la zona de puncién y
tense la piel, eso evita que la vena se escurra al momento de la puncion, el resto de los dedos se

colocan detras del codo para evitar la flexion del antebrazo o cualquier otro movimiento.

Con el bisel hacia arriba puncionar con un angulo de 15°C a 30°C del brazo la piel con un

movimiento suave y rapido. La pared de superior de la vena debe ser puncionada y el bisel debe
quedar en el interior de la vena; cuando la aguja esté asegurada se conecta el primer tubo
haciendo presion para que la parte posterior de la aguja perfore el tapon de hule del tubo y la

sangre fluya. Este se llenara inmediatamente de sangre hasta agotar el vacio del tubo (el orden a

la hora de extraer las muestras sera: 1° muestra sin aditivos y 2° muestra con aditivos).

Agitar suavemente los tubos con anticoagulante invirtiéndolos unas cuatro veces para mezclar

la sangre con el anticoagulante.

El torniquete puede ser removido al momento de la extraccion de la sangre o puede dejarse

hasta que el proceso sea completado.

Una vez que los tubos estén llenos, quitar el torniquete y retirar la aguja con un movimiento
rapido y suave, se debe ejercer presion sobre la zona con un algodon seco con el fin de evitar la
formacion de un hematoma. La presion de la zona sera de aproximadamente 5 minutos o

cuando el sangrado haya cesado. Luego colocar la curita.

Proceder a rotular los tubos con los datos del paciente (nombre, nimero de registro, sexo, fecha

de la toma de la muestra).
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20. Colocar los tubos en una gradilla.
21. Retirar el material y proceder a colocar cada uno en el contenedor correspondiente.

22. Despedirse del paciente.

Referencias:

Andriolo A, Rodrigues Martins A, Franco C, Venancio I, Mendes M, Rezende M, Massakazu N. 2009.
Recomendaciones de la Sociedad Brasilefia de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial para la

extraccion de sangre venosa In: Manole, editor. 2nd ed. Brasil.

87



Anexo 5. Extraccion de ADN mediante Método de Chélex.

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Procedimiento Operativo Estandar para Cadigo:
Extraccién de ADN mediante Método de Chélex. Péagina
POE-LTC-MAZ-01 1/3
Version 1
Elaborado por: Miguel Angel Zafiga Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
Fecha: Diciembre de 2013 Aprobado por: Gustavo Fontecha PhD.

OBJETIVO: Obtener ADN genomico de alta calidad y concentracion a partir de muestras de sangre

humana recolectadas en papel filtro Whatman No. 3.

DEFINICIONES:

e Chelex-100: Resina quelante para extraccion de DNA.
e DNAGg: Acido desoxirribonucleico genémico.

e PBS: Peptone Buffer Solution.

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

infectados con Plasmodium spp.

REACTIVOS:
e Chélex-100al 5%

e PBS1X
e Saponinaal 1 %
MATERIALES Y EQUIPO:
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e Bata de Laboratorio

Tubos eppendorf de 1.5ml

estériles
e Guantes

e Mascarilla
e Bafio Maria

e Micropipeta 10-100 pl
e Bloque caliente.

e Micropipeta 100-1000 pl
e Perforadoras

e Puntas estériles para micropipetas
e TermOmetro

PROCEDIMIENTO:

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

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

3. Agregar 200ul de saponina 1 %.

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

5. Descartar la saponina.

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

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

9. 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.
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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), 785-79
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Anexo 6. PCR G6PD-202

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Procedimiento Operativo Estdndar para
PCR G6PD-202

Cadigo:

POE-LTC-MAZ-02
Version 1

Pagina
Ya

Elaborado por: Miguel Angel Zufiga
Fecha: Diciembre de 2013

Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
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 reaccion en cadena de la polimerasa, a partir de DNA extraido de muestras de

sangre humana recolectadas en papel filtro Whatman No. 1.

DEFINICIONES:

= Coddn: triplete de tres bases nitrogenadas.

» DNA: Acido desoxirribonucleico.

* Nucleotido: Molécula organica formadas por la unién covalente de un monosacarido de

cinco carbonos (pentosa), una base nitrogenada y un grupo fosfato.

= PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
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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

H20 mQ estéril

MATERIALES Y EQUIPOS:

» Bata de Laboratorio

* Guantes

= Tubos eppendorf de 1.5ml estériles

Tubos de PCR de 0.2 ml

Micropipeta 0.1-10 pl

Micropipeta 10-100 pl

Puntas estériles para micropipetas.

= Microcentrifuga para tubos de 1.5ml y 0.2ml

* Termociclado
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PROCEDIMIENTO:
1. Prepare una mezcla de reaccion con los siguientes reactivos.

Reactivos Conc. inicial Conc. final Vol 1X (ul)
H20mQ - e 134

MMix 2X 2X 1X 25.0
G6PD-4 10uM 0.4 uM 2.0
G6PD-2 10uM 0.4 uM 2.0

BSA 10mg/ml 0.3 mg/ml 1.6

ADN * * 6.0

Vol Final - e 50.0

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

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 72 A

Tamanfo del amplicén de DNA esperado: 898pb
ELECTROFORESIS

1. Preparar segun lineamientos del POE de electroforesis en gel de agarosa (POEAGRS) al
2 %.
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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

94



Anexo 7. PCR-RFLP con enzima de restriccion “Nlalll”

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Procedimiento Operativo Estdndar para | Codigo:
PCR-RFLP con enzima de restriccion Pagina
“NlalII” POE-LTC-MAZ-03 v,
Version 1
Elaborado por: Miguel Angel Zufiga 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 nucleétido 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 restriccion: 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

= Nucledtido: Molécula organica formadas por la union covalente de un
monosacarido de cinco carbonos (pentosa), una base nitrogenada y un grupo

fosfato.

= PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
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UNIDAD DE ANALISIS: Muestras de DNA, productos de PCR.

REACTIVOS:
= H20 mQ estéril.

= Cutsmart™ Buffer NE10X (New England Biolabs)

MATERIALES Y EQUIPOS:

= Bata de Laboratorio = Micropipeta 0.1-10 pl

= Guantes = Micropipeta 10-100 pl

= Tubos eppendorf de 1.5mi = Microcentrifuga para tubos de
estériles 1.5mly 0.2ml

* Tubos de PCR de 200 pl * Puntas estériles para

micropipetas.
PROCEDIMIENTO:

1. Prepare una mezcla de reaccién con los siguientes reactivos

Reactivos Conc. Inicial Conc. Final Vol (ul) 1x
H2O e 6.8
Cutsmart™ Buffer 10X 1X 2.0
NE10X

BSA 10 mg/ml 0.2 mg/ml 0.5

ADN * * 15.0
Nlalll 10,000 U/ml 1 Ulpug 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 Incubacion para PCR-RFLP con enzima de restriccion Nlalll

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

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

ELECTROFORESIS

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.
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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 8. PCR G6PD-376

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Procedimiento Operativo Estandar
para PCR G6PD-376

Cadigo:

POE-LTC-MAZ-04
Version 1

Pagina
1/3

Elaborado por: Miguel Angel Zfiga
Fecha: Diciembre de 2013

Revisado por: Gustavo Fontecha PhD.
Aprobado por: Gustavo Fontecha PhD.

OBJETIVO: Amplificar fragmento de DNA que incluya el coddn 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:

= Codon: triplete de tres bases nitrogenadas.

= DNA: Acido desoxirribonucleico.

= Nucleétido: Molécula organica formadas por

la union covalente de un

monosacarido 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
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= PCR Mastermix 2x (Promega®)

= BSA 10mg/ml

= H20 mQ estéril.

MATERIALES Y EQUIPOS:

= Bata de Laboratorio = Micropipeta 0.1-10 pl
= Guantes * Micropipeta 10-100 pl
«  Mascarilla = Puntas estériles para

micropipetas.

= Tubos eppendorf de 1.5mi « Microcentrifuga
estériles

= Termociclado

= Tubos de PCR de 200 pl

PROCEDIMIENTO:

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

Reactivos Conc. inicial Conc. final Vol 1X (ul)
H20mQ e 13.4
MMix 2X 2X 1X 25.0
G6PD-3 10uM 0.4 M 2.0
G6PD-2 10uM 0.4 M 2.0

BSA 10mg/ml 0.3 mg/mi 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 05:30
35 94 01:30
62 00:45
12 01:30
1 72 05:00
1 4 A

Tamano del amplicén 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.2012.01.00
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Anexo 9. PCR-RFLP “Fokl”

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Procedimiento Operativo Estdndar para | Codigo:
PCR-RFLP con enzima de restriccion Pagina
“FokI” POE-LTC-MAZ-05 v,
Version 1
Elaborado por: Miguel Angel Zfiga 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 nucledtido 376 (A->G) correspondiente al coddn 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: Anadlisis de fragmentos de restriccion de longitud polimorfica.
= Codon: triplete de tres bases nitrogenadas
= DNA: Acido desoxirribonucleico.

= Nucle6tido: Molécula organica formadas por la union covalente de un
monosacarido de cinco carbonos (pentosa), una base nitrogenada y un grupo

fosfato.

= PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
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UNIDAD DE ANALISIS: Muestras de DNA, productos de PCR y PCR-RFLP.

REACTIVOS
= H20 mQ estéril.
= Cutsmart™ Buffer NE10X (New England Biolabs)
= Enzima de restriccion Fokl (New England Biolabs)

= BSA (Albumina 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
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PROCEDIMIENTO:

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

Reactivos Conc. Inicial Conc. Final Vol (ul) 1x
H2O - e 7.2
Cutsmart™ Buffer 10X 1X 2.0
NE10X

BSA 10mg/ml 0.2 mg/ml 0.4

ADN * * 10.0

Fokl 5000U/ml 1U/g 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.

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 A

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

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

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 10. Electroforesis en agarosa y tinciéon de bromuro de etidio

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Caddigo:

Procedimiento Operativo Estandar para Pagina
Electroforesis en agarosa y tincion de bromuro de POE?',—TC'MAZ'OS 1/2
etidio Version 1
Elaborado por: Miguel Angel Zafiga Revisado por: Gustavo Fontecha
Fecha: Diciembre de 2013 PhD.

Aprobado por: Gustavo Fontecha
PhD.
Materiales:

= Tanque electroforeético

= TAE0.5X

= Puntas

= Micropipetas.

= Azul de cargada.

= ADN y productos de PCR
Procedimiento:
1. Tape los extremos de la bandeja-molde con cinta aislante.

2. Coldquela en una superficie plana y horizontal.
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3. Prepare suficiente tampon TAE 0.5X (150 ml) para llenar el tanque electroforético.

Asegurese que sea el mismo utilizado para preparar el gel.
4. Pese una cantidad de agarosa apropiada para un gel al 2.5 %.
5. Lleve la agarosa a punto de ebullicion en el microondas.

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

mezcle bien.

7. 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.

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

retirar el peine.
9. Agregue suficiente tampdn TAE 0.5X para cubrir el gel aproximadamente 1 mm.
10. Prepare las muestras de ADN a analizar agregandoles el buffer azul de cargada.

11. 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.

12. Tape el tanque electroforético y conectar los electrodos de manera que el ADN migre

hacia el anodo (terminal roja).

13. Aplique un voltaje de 1-5V/cm. Para los minigeles se aplican 100V por 30 minutos. El

azul de bromofenol en la solucién de cargada marca el frente de la electroforesis.
14. Desconecte la fuente de tension.

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

16. Use gafas protectoras.

17. Fotografie el gel.
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Anexo 11. Diagnéstico de malaria por PCR uniplex

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Procedimiento Operativo Estandar para el

Diagnostico de malaria por PCR anidada

Cadigo:

Pagina
1/3

Elaborado por: Gustavo Fontecha PhD.

OBJETIVO: Detectar el parasito causante de la mal&ria mediante dos PCR uniplex, una
por espécie (P. falciparum vs P. vivax)

PROCEDIMIENTO:

1. Limpiar la camara de flujo laminar con alcohol al 70 % y encender luz UV por 15

minutos. Descongelar la muestra de ADN y reactivos correspondientes previo al

procedimiento.

2. En un tubo eppendorf preparar una mezcla con los siguientes reactivos (1x) para la

1X Multiplicar por el nimero de

Mezcla de reaccion (50uL) reacciones

2X Taq Master Mix 125

Pf7142 (25uM) 0.4

Pf7178 (25uM) 0.4

Agua milliQ 9.7

ADN 2.0

Volumen final 25.0

deteccion de P. falciparum.
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Primers:
Primer Pf7142: 5°- GCTTTGAAGTGCATGTGAATTGTGCAC- 3’
Primer Pf7178: 5°- CCGGAAATTCGGGTTTTAGAC -3

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

incubacion.

Ciclos Temperatura Tiempo (min)
(°C)

1 95 2:00

35 95 00:30
54 00:30
72 00:45

1 72 5:00

Producto esperado: 220 pb
PROCEDIMIENTO:

1. En un tubo eppendorf preparar una mezcla con los siguientes reactivos (1x) para la
deteccion de P. vivax.

Mezcla de reaccion 1X Multiplicar por el nudmero de
(25uL) |reacciones

2X Taq Master Mix 12.5

Primer Pv7074 (25uM) 0.5

Primer Pv7175 (25uM) 0.5

Agua milliQ 9.5

ADN 2.0

Volumen Final 25.0
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Primers:
Pv7074: 5 - CAAATGTAGCATAAAAATCYAAG- 3

Pv7175:5 - CTGATTTTCCGCGTAACAATG- 3

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

incubacion.

Ciclos Temperatura Tiempo (min)
(°C)

1 95 2:00

35 94 00:30
54 00:30
72 00:45

1 72 5:00

1 4 A

Tamarios esperados:

Plasmodium vivax: 333 Pb
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Anexo 12. Almacenamiento de Muestras de DNAg y Productos de PCR

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS
Maestria en Enfermedades Infecciosas y Zoondticas
Laboratorio Teasdale-Corti

Cadigo:

Procedimiento Operativo Estandar Pagina
Almacenamiento de POE-LTC-MAZ- 1
Muestras de DNAg y Productos de PCR 09 »

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

OBJETIVO: Establecer condiciones optimas almacenamiento de muestras de DNA

gendmico de alta calidad.

DEFINICIONES:

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.
DNAg: 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 periédicamente que el congelador se mantenga a la temperatura apropiada.
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Anexo 13. Formulario de Bioseguridad

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE HONDURAS

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE MICROBIOLOGIA
MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS

FORMULARIO DE BIOSEGURIDAD PROMOCION 2015-2017

Si tiene alguna consulta o requiere asistencia para completar este formulario, favor contactar a la
Oficial de Bioseguridad de la MEIZ al correo electrénico <lourdesenriquez10@gmail.com>

Nombre de proyecto: Departamento o unidad ejecutora:
“Asociacién entre la deficiencia glucosa-6- Maestria en Enfermedades Infecciosas y
fosfato deshidrogenasa y presencia de Zoondticas, Escuela de Microbiologia, UNAH.

hemodlisis en pacientes con malaria tratados
con primaquina, en Roatdn, Puerto Lempiray
Tocoa, afio 2017.”

Alumno (s) responsable de la investigacion: Asesor (s) responsable:
Sara Roberta Avalos Hernandez Gustavo Fontecha, Ph.D.
Laboratorio (s) en que se llevard a cabo la Instituciones participantes:
investigacion:

1. UNAH
Laboratorio del Centro de Investigaciones 2. OPS

Genéticas, Escuela de Microbiologia, UNAH.
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Naturaleza de la Investigacion

Nombre de los agentes infecciosos que
manipulara:

Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum.

No Aplica

Toda muestra bioldégica se considera
potencialmente infecciosa por lo que deberan
tratarse como si lo estuvieran

éEn que nivel de riesgo estan clasificados Los
agentes infecciosos que manipulara?

1 2| x 3 4

¢Cudl es el nivel de bioseguridad con que
trabaja el laboratorio en el que desarrollara la
investigacion?

¢Cuenta con las hojas de seguridad (MSDS)
impresas de los agentes que manipulard?

Si X No

1 2|1 X 3 4

¢ Utilizard reactivos quimicos?

e Etanol,
e 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 No

X

Revisar las MSDS de cada reactivo y comentar
su riesgo potencial y las medidas basicas de
seguridad si es necesario

¢En que estado manipulara el o los agentes infecciosos?

Cultivos puros en placa I:I

ADN X

Otros I:I

No Aplica

Cultivos en tubo

Cultivo de tejidos I:I
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Tipo de muestras que manipulara

Tejidos Heces
Sangre X Otros liquidos bioldgicos
Orina Muestras ambientales*
Animales Cultivos puros

Otras

*Tipo de muestras ambientales

Describa las técnicas que utilizara:

1. Extraccion de ADN para muestras de sangre en papel filtro. (Método de Chélex)

2. 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.

3. Se digeriran 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 .

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

5. Seguidamente se visualizaran y analizaran en un transiluminador, los patrones de
las bandas de ADN producto de la electroforesis.

CONTROLES PRIMARIOS
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Controles de Ingenieria

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

Si No

X

Si su respuesta es negativa ¢ COmo suplird esta
carencia?

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

Si No

X

Si su respuesta es negativa ¢Como suplird esta
carencia?

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

Si No

X

Si su respuesta es negativa ¢ COmo suplird esta
carencia?

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

Si No

X

Si su respuesta es negativa ¢Como suplirad esta
carencia?

Equipo de Proteccion Personal (EPP)

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

Gabacha Guantes

Mascarilla quirurgica

Mascarilla N95

Cabina de bioseguridad

Lentes

Procedimientos Operativos Estandar (POE)

¢Cuenta con los POE’s siguientes?

Si No No aplica

1.- Toma de muestras

X
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2.- Manejo de desechos bioinfecciosos X
3.- Transporte de muestras X
4.- Uso de la CSB X
5.- Almacenamiento de muestras X
6.- Puesta y quitado de EPP X
7.- Limpieza de derrames X

8.-Otro:

Controles Administrativos

Si No No aplica
1.- ¢Ha recibido entrenamiento para el uso de X
la CSB?
2.- ¢Ha recibido entrenamiento para el uso del X
autoclave?
3.- éHa recibido entrenamiento para puestay X
quitado de EPP?
4.- ¢Ha recibido entrenamiento para limpieza X
de derrames?
5.- éHa sido vacunado contra la Hepatitis B? X
6.- ¢Ha recibido entrenamiento para el uso de X
la campana de seguridad quimica?
7.- éConoce las caracteristicas quimicas de los X

reactivos que utilizara en la investigacion

8.- Otros
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Este formulario serd remitido la Oficial de Bioseguridad de la MEIZ, quien tendrd a su cargo
asegurarse de que el proyecto sea implementado con las normas de seguridad bioldgica
apropiadas para el nivel de riesgo. La presentacion de este formulario es requisito obligatorio
antes de la aprobacidn del protocolo de investigacion (Seminario de Tesis Il).

Para uso exclusivo de la MEIZ. UNAH
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Anexo 14. Aprobacion del Comité de Etica

UNAH

FACULTAD DE CIENCIAS
COMITE DE ETICA DE INVESTIGACION
MAESTRIA EN ENFERMEDADES INFECCIOSAS Y ZOONOTICAS

CONSTANCIA DE RESOLUCION
PROTOCOLO DE INVESTIGACION No. 05-2016

Por este medio el Comité de Ftica de Investigacién de la Maestria de Enfermedades
Infecciosas y Zoonéticas (CEI-MEIZ) hace CONSTAR que el proyecto de investigacién:

Titulo: “Asociacién entre deficiencia de glucosa-6-fostato deshidrogenasa y presencia de
hemodlisis en pacientes con malaria tratados con primaquina, en Tocoa, afio 2016”

Equipo de Investigacién: Dr. Gustavo Adolfo Fontecha (Investigador Principal y Asesor de
tesis) y Sara Roberta Avalos Hernandez (Estudiante MEIZ Co-Investigadora)

Institucién (es): Universidad Nacional Auténoma de Honduras (UNAH)

Fecha de presentacién al comité: 30 de septiembre de 2016
Fue sometido a un proceso de revisién y analisis Y en consecuencia fue APROBADO

Duracién de la aprobacién: 19 / 10 / 2016 al 19/10/ 2017

Para los fines de los interesados se les extiende la presenta a los diecinueve dias del mes de

octubre de 2016.
ic. Judith Bufnes Borj
Secretaria CEI-MEIZ 3L

>

Dra. Wendy I\Hurillo
Presidente CEI-MEIZ

118



119






