Caracterizacion fenotipica y genotipica de la deficiencia
deglucosa-6-fosfato deshidrogenasa en Argentina.
Estudio retrospectivo y descriptivo

>>> La deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa es la enzimopatia
eritrocitaria causada por mutaciones en el gen G6PD, cuya herencia esta ligada al

cromosoma X, que puede causar anemia hemolitica cronica no esferocitica; ictericia
neonatal, anemia hemolitica posinfecciones, y anemia hemolitica aguda pos ingesta
de habas. En el siguiente trabajo vemos una analisis de esta patologia por medio de las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas en la deficiencia de esta enzima.
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RESUMEN

La deficiencia de glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa es la enzimopatia eritrocitaria
causada por mutaciones en el gen G6PD, cuya
herencia esta ligada al cromosoma X. Se analizan
las caracteristicas clinicas y de laboratorio de 24
individuos con deficiencia de G6PD durante 25
afos. La edad mediana al momento del diagnds-
tico fue 10,2 afos (rango: 0,6-56,4). El 54,2 % de los
pacientes fueron asintomaticos, mientras que el
25 % presentd anemia hemolitica crdnica no
esferocitica; el 12,5 %, ictericia neonatal y anemia
hemolitica posinfecciones, y el 8,3 %, anemia
hemolitica aguda pos ingesta de habas. Los 24



pacientes estudiados presentaron variantes
descritas previamente en la literatura. Las carac-
teristicas clinicas observadas estuvieron acordes
con las variantes encontradas. Veintiuna mujeres,
pertenecientes a la rama materna de los indivi-
duos afectados, pudieron ser identificadas por
biologia molecular como portadoras de Ia
deficiencia, por lo que recibieron el consejo
genético correspondiente.

Palabras clave: errores innatos del metabolismo,
glucosa-fosfatodeshidrogenasa, técnicas de
diagndsticomolecular.

~>>> INTRODUCCION

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PD) cataliza la primera reaccion enla via de las
pentosas fosfato, que aporta nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato reducido (NADPH),
principal poder reductor de todas las células. El
NADPH generado es crucial para prevenir el dafio
oxidativo a través del mantenimiento de los
niveles intraeritrocitarios de glutatién (1). La
deficiencia de G6PD afecta a, aproximadamente,
500 millones de personas en el mundo y es la
enzimopatia eritrocitaria mdas frecuente. Su drea
de distribucién coincide conla del paludis-mo(2,3).

Las mutaciones en el gen G6PD (Xq28)
determinan variantes proteicas con diferentes
niveles de actividad enzimatica, asociadas a una
amplia gamade fenotipos clinicos y bioquimicos.

Las manifestaciones clinicas en los indivi-
duos deficientes son muy variables: pueden ser
asintomaticos o presentar ictericia neonatal,
anemia hemolitica aguda (AHA) desencadenada
por agentes infecciosos, drogas y/o ingesta de
habas, 0 anemia hemolitica crénica no esferocitica
(AHCNE). Segun la clasificacidn de la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS), las variantes que
ocasionan la AHCNE son designadas como clase |,
mientras que aquellas que determinan episodios
hemoliticos en relacién con estrés oxidativo (infe-
cciones, drogas o ingesta de habas) se designan
como clase Il o lll. Las variantes tipo IV presentan
actividad enzimatica normal. Luzzato y Poggi
proponen unificar las clases Iy I1l, dado que todas

estas variantes tienen una actividad enzimatica
menor del 30 %(2-4) El objetivo de este trabajo es
presentar las caracteristicas clinicas y de
laboratorio convencional y molecular de indivi-
duos con deficiencia de G6PD diagnosticados en el
Servicio de Hematologia-Oncologia del Hospital
dePediatria “Prof. Dr. Juan P. Garrahan”.

>>> PACIENTESYMETODOS

Se realizé un estudio retrospectivo,
descriptivo, longitudinal de 24 individuos (23
varones y 1 mujer) pertenecientes a 14 familias no
relacionadas, con diagndstico de deficiencia de
G6PD, que consultaron entre marzo de 1991 y
octubre de 2016. Seis individuos, de sexo
masculino, fueron previamente reportados (5).

El diagndstico se basé en el estudio de
patologia eritrocitaria realizado al propdsitoy asu
grupo familiar. El estudio incluyd la evaluaciéon
clinica, hemograma completo (Sysmex XS 800i,
Sysmex Corporation, Kobe, Japan), examen del
frotis de sangre periférica, recuento reticulocita-
rio, electroforesis de hemoglobina semiautoma-
tizada en gel de agarosa a pH alcalino, electrofo-
resis capilar (Sebia, Lisses, Evry, France),
cuantificacion de hemoglobina A, por cromato-
grafia de intercambio anidnico (Helena), cuantifi-
caciéon de hemoglobina F por desnaturalizacién
alcalina, prueba de resistencia osmdtica eritro-
citaria, metabolismo del hierro. El diagndstico de
la deficiencia de G6PD se realizé mediante la
prueba de Brewer y la cuantificacién de la
actividad enzimatica (Trinity Biotech)(4).

Para la realizacidon del estudio molecular,
se aislé acido desoxirribonucleico (ADN) de
leucocitos totales de sangre periférica por el
método de precipitacion salina. La presencia de
mutaciones puntuales y/o pequefias inserciones-
deleciones en el gen G6PD fue evaluada por
reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase
chain reaction; PCR, por sus siglas en inglés),
secuenciacidn en la que se utilizé un secuenciador
automatico ABI PRISM® 3130 y los primers y
estrategia descritos previamente (6).

El estudio fue aprobado por el Comité



Revisor de Investigacion del Hospital de Pediatria
“Prof. Dr. Juan P. Garrahan”. Los pacientes y/o sus
progenitores firmaron el consentimiento corre-
spondiente en el momento de realizar el primer
estudio de eritropatia.

>>> RESULTADOS

En el periodo de estudio, se diagnosti-
caron 46 individuos deficientes (45 varones y 1
mujer). Solo en 24 individuos, con mediana de
edad de 10,2 afios y rango de 0,6-56,4, fue posible
la caracterizacion genotipica. La Tabla 1 muestra
las caracteristicas de la poblacion incluida en el
estudio.

> > Tabla 1. Caracteristicas clinicas y de labo-
ratorio

#Pt(Flia) Sexo Clase AE% Clinica  Mutuacion Variante
NP_001035810.1
#1 (1) | <10 AHCNE p.(ser332Phe)  Quilmes
#2(2) | <10 AHCNE p.(Pro409GIn) Merlo
#3,#4 | <10 AHCNE p.(Phe381lle)  New York
#5 (1)
#6@4) M 1 <10 AHCNE p-(Arg387His) Beverly Hills
#7(5) M I <10 ICN AHA
#8 (6) M I <10 ICN AHA P-(Ser188Phe) Mediterranea
#9(7) M I <10 ICN AHA
#10(8) M I 10-30 ASINT.
12 M 1 10-30 ASINT.
A13(9)
#14(10) M Il 10-30 ASINT.
#15(11) M 1l 10-30  ASINT. p-(Val6gMet, A-202
Asn126Asp)
#16(12) M Il 10-30  ASINT.
#17(13) M 1l 10-30  ASINT.
#18(13) M Il 10-30 AHA.
#19,#20 M Il 10-30  ASINT.
(14)
p.(Asn126Asp, A
#21(12) M I 10-30  AHA.  |eu323Pro) -968
#22,#23 M Il 10-30  ASINT.
(12)
p.(Val68Met,
#24(12) F Il 10-30 ASINT. |eu323pro)  A202/A968

Flia: familia; M: masculino; F: femenino; AE: actividad enzimética; ASINT: aisntomético;
AHCNE: anemia hemolitica crénica no esferocitica; ICN: ictericia neonatal; AHA: anemia
hemolitica aguda; NP : nimero de referencia de la secuencia proteica.

Seis pacientes (de #1 a #6), pertene-
cientes a 4 familias no relacionadas, presentaron
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AHCNE conunaactividad enzimaticamenordel10
%y variantes moleculares descritas en la literatura
como clase I. Los pacientes #7, #8 y #9 presen-
taron ictericia neonatal, requerimiento trans-
fusional ante episodios infecciosos y una actividad
enzimdtica menor del 10 % asociada a la presencia
de la variante Mediterranea descrita en la
literatura como variante clase Il. Nueve pacientes
pertenecientes a 6 familias presentaron la
variante molecular A*” (clase I11) y una actividad
enzimaticadeentreel10%yel30%.

Siete pacientes de este grupo (de #10 a
#16) fueron asintomdticos y la deficiencia de G6PD
fue detectada en el contexto del estudio familiar
de patologia eritrocitaria. Los dos pacientes
restantes (#17y#18) eran hermanosy presentaron
manifestaciones clinicas diferentes: uno asinto-
matico y el otro con crisis hemolitica pos ingesta
de habas. En el grupo de los 5 pacientes con la
variante A**, dos hermanos asintométicos fueron
detectados por una prueba de Brewer positiva en
el marco de un estudio familiar de hemoglobino-
patias. Los otros 3 pacientes (#21, #22, #23) con la
variante A**® eran hermanos. El caso indice (#21)
presentd una crisis hemolitica pos ingesta de
habas y sus hermanos eran asintomaticos (#22,
#23). La ultima paciente (#24), mujer asinto-
matica, con prueba de Brewer positiva y doble
heterocigota para las variantes A**/A™, era la
madre de 4 pacientes, 3 genotipificados con la
variante A**™" (#21, #22 y #23) y uno con la variante
A (#16).

A partir de la secuenciacion e identifica-
cion de la variante molecular involucrada, fue
investigada en todas las mujeres de la rama
materna disponibles, madres, hermanas, tias y
primas. Asi, sobre un total de 29 mujeres estudia-
das pertenecientes a 9 familias, 21 pudieron
identificarse como portadoras heterocigotas.
>>> DISCUSION
La G 6 PD es una enzima constitutiva
(housekeeping) vital para las células y la ausencia
completa de actividad enzimatica seria incom-
patible conlavida.




La G6PD cataliza el primer paso de la via
de las pentosas. Esta via metabdlica produce
NADPH, que permite mantener, en las células, un
medioambiente adecuado reducido, especial-
mente enlos eritrocitos.

La deficienciade G6PD presentaunagran
heterogeneidad clinica y molecular. Se han
reportado, a nivel mundial, m3s de 200 variantes
del gen G6PD asociadas a sintomatologia muy
leve, como ocurre con la mayoria de los pacientes
conlavariante A, hasta grave, como se observaen
la anemia hemolitica grave presente en los
pacientes con la variante Mediterranea o AHCNE
enindividuos conlavariante Guadalajara(2).

En nuestra serie de 24 pacientes estudia-
dos con pruebas convencionales y moleculares,se
pudo correlacionar la clinica, la actividad
enzimatica y el defecto molecular. En los pacien-
tes con AHCNE y una actividad enzimatica < 10 %,
los estudios moleculares identificaron 4 variantes
pertenecientes a la clase | de la OMS, 2 de estas
(variantes Merlo y Quilmes) fueron descritas
recientemente por nuestro laboratorio. (7)

Tres de las variantes encontradas (Merlo,
New York y Beverly Hills) se encuentran en el exén
10 y afectan aminodcidos que participan en la
dimerizacion; de esta manera, alteran un paso
esencial para la existencia de actividad catalitica.
Estas mutaciones rompen los contactos entre las
dos subunidades o desorganizan la estructura en
la interfase por introduccion de aminoacidos con
carga eléctrica diferente o de residuos con
tamafios distintos (7,8).

En la variante Quilmes, la sustitucidon de
Ser 332Phe podria generar un cambio conforma-
cional en el loop de acceso al sitio activo, lo que
afectaria la actividad de la enzima al modificar la
unién al sustrato glucosa-6-fosfato (G6P).’

La variante Mediterranea, presente en 3
pacientes, se localiza en el exdn 6. El nuevo
aminoacido, que se codifica, aumenta la afinidad
delaenzimaporla-G6P. Esta caracteristica podria
explicar por qué, a pesar de ser pacientes
gravemente deficientes, no presentan AHCNE y

son considerados clase I1(2).

La variante A* es consecuencia de dos
cambios de tipo missense que afectan los exones 4
y 5. A partir del estudio tridimensional de la
molécula, se observa que las posiciones de los
aminodcidos afectados se aproximan de tal
manera que, espacialmente, ambos residuos
quedan muy cercanos entre si. En funcién de esto,
dichos cambios actuarian sinérgicamente y
causarian la deficiencia, por disrupcion de la
estructura proteica, y afectarian el sitio de
dominio dela coenzima.(9)

Por ultimo, en la variante A**, se observa
un cambio multiple tipo missense, que afecta los
exones 5 y 9. Esta variante determina las
sustituciones de aminodacidos Asn126Asp. y Leu-
323Pro. de la molécula. Se postula que, como
consecuencia de estos cambios moleculares,
tanto la actividad como la estabilidad enzimatica
se encuentran comprometidas. Probablemente,
el efecto mas preponderante se deberia a la
sustitucion Leu323Pro en la caracterizacion de la
variante A**.”

En conclusidn, la confirmacién de la
existencia de una correlacion fenotipo-genotipo
permitié diseflar un algoritmo de estudio
molecular del genG6PD en funcién de las
caracteristicas clinicas de los pacientes estudia-
dos. Ademas, la identificacion de la alteracién
molecular presente en los varones deficientes
posibilitd el consejo genético en las mujeres de las
diferentes familias.
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