CASOS CLINICOS

Rev. Chil. Pediatr. 71 (5); 419-422, 2000

Dos nuevas mutaciones de glucosa 6
fosfato deshidrogenasa, G6PD Santiago
y G6PD Calvo Mackenna

Patricia Dal Borgo A.", Rosario Silva C.!, Mirta Cavieres A."

Resumen

Se describen dos nuevas mutaciones que producen deficiencia de G6PD, ambas en nifios chilenos
con anemia hemolitica crénica no esferocitica (AHCNE). La mutacién G6PD Santiago es debida a
un cambio de arginina a prolina en el aminoacido 198, lo que lleva a una sustitucién de guanina
por citosina en el nucleétido 593 del exon 6. En la mutacién G6PD Calvo Mackenna hay un cambio
de valina a isoleucina en el amino4cido 380, lo que produce una sustitucién de adenina por
guanina en el nucleotido 1138 del exon 10 de la enzima. Los estudios para el diagnéstico de ellas
se realizaron en “The Scripps and Research Institute de La Jolla, California, USA” por gentileza del
Dr Ernest Beutler.

(Palabras clave: Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, G6PD, anemia hemolitica, mutacién, enzima.)

Two new glucose 6 phospho-dehydrogenase mutations,
G6PD Santiago and G6PD Calvo Mackenna

Two undescribed mutations that produce G6PD deficiency in Chilean boys are documented. Both
occurred in patients with hereditary non-spherocytic haemolytic anaemia. GEPD Santiago was due
to an Arg-Pro change at amino acid 198 because of a C transition at nucleotide 593. G6PD Calvo
Mackenna was due to a A-G transition at nucleotide 1138 resulting in a substitution of valine for
isoleucine at amino acid 380. The studies were carried out in the Scripps Research Institute in La
Jolla, California, USA by courtesy of Dr. Ernest Beutler.

(Key words: G6PD, glucose 6 phosphate dehydrogenase, hemolytic anemia, mutation, enzyme).

INTRODUCCION

La deficiencia de la G6PD es el déficit
enzimatico del glébulo rojo mas frecuente en
el ser humano, se cree que hay 400 000
millones de personas afectadas, y la razén
de ello es que esta deficiencia confiere re-
sistencia a la malaria. Justamente, fue estu-
diando la anemia hemolitica provocada por

1. Médicos Pediatras. Unidad de Hematologia Hos-
pital Luis Calvo Mackenna.
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la primaquina, droga antimalarica, que este
déficit fue descubierto hace ya 40 afos’ 2.
La G6PD es una enzima muy antigua en la
evolucion, ya que se encuentra en todos los
organismos vivientes, desde levaduras vy
protozoos a plantas y animales. En los mami-
feros es citoplasmatica y se encuentra en to-
das las células del cuerpo, pero su deficiencia
se manifiesta mas en los glébulos rojos po-
siblemente por tener estos una larga vida
sin nucleo y porque contienen proteasas
que degradan la enzima mutante mas que
las proteasas de otros tejidos3.

El rol de la G6PD en el glébulo rojo es
uno metabdlico por su potencial reductivo.
Reduce la nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato (NADP) generando NADPH y oxidan-
do la glucosa-6-fosfato, mantiene asi intac-
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tos los grupos sulfidrilos y ayuda a detoxifi-
car radicales libres y peroxidos. La deficien-
cia de esta enzima provoca un dano oxidati-
vo irreversible en él y su muerte4. La vida
media de esta enzima es de 60 dias y refleja
paso a paso la edad del globulo rojo, ya que
este es incapaz de formar nuevas moléculas
proteicas y es por esto que el reticulocito
tiene 5 veces mas actividad enzimatica que
los glébulos senescentes.

El déficit de esta enzima se manifiesta en
el individuo en 3 formas clinicas: como ane-
mia hemolitica aguda (AHA); como anemia
hemolitica crénica no esferocitica (AHCNE);
y en el recién nacido, como anemia hemoliti-
ca neonatal (AHN).

Las formas agudas (AHA) aparecen solo
bajo estrés, con el uso de drogas (sulfas,
nitrofuranos), las infecciones o la ingestion
de habas (favismo) y se ve en individuos
con las mutaciones mas frecuentes, como la
Africana (G6PD A-) y la Mediterranea. Los
pacientes que heredan la forma croénica
(AHCNE) tienen en general anemia modera-
da con esplenomegalia que no responde a
la esplenectomia.

Actualmente se cree que la AHN se debe
mas a una imnadurez hepatica por déficit de
la enzima en la célula hepatica que a una
hemofisis propiamente tal, ya que los recién
nacidos no tienen anemia cuando hacen la
ictericia’ 6.

En 1984 se clond el gen de G6PD”S,
esta ubicado en la regién telomérica del bra-
zo largo del cromosoma X. Este gen tiene
20 kb de longitud y 13 exones. La secuencia
codificadora comienza en el exon 2, ya que
el exon 1 no codifica. La enzima normal se
denomina G6PD B y es un mondémero con
una sola cadena polipeptidica de 515 ami-
noacidos. Este mondmero es inactivo y para
activarse necesita la presencia de NADP,
con lo cual se transforma en un dimero o un
tetramero.

Casos CLiNIcOS

Paciente N¢ 1: D.L.M., nacié el 6 de
agosto de 1992 después de un embarazo
normal de 36 semanas de gestacion, peso al
nacer 2 700 g y midié 46 cm. La madre era
Rh(-) sensibilizada, Coombs (+++) por lo
que el paciente fue transfundido 3 veces en
el periodo de recién nacido y luego se con-
trold en varias oportunidades por su anemia
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hemolitica. Llamé la atencion la persistencia
de ella después del afo de edad con reti-
culocitos siempre discretamente elevados (en-
tre 4 y 7%). Los valores de la serie roja al afio
de edad eran hematocrito (Hto) 33%, hemog-
lobina (Hb) 9,9 g/dl y reticulocitos (retic) 5%.

Se hizo electroforesis de Hb que reveld
un pattern normal (HbA 97%, Hb fetal [HbF]
0,47%, Hb A, 2,9%). Se cuantificé la G6PD
que estaba muy disminuida: 0,42 Ul/grHb
(normal: 5,0-7,1). La madre (de ancestro italia-
no) también tenia una anemia con Hto 35%,
Hb 11,6 g/dl, retic 3,5% y su G6PD es de 1,5
Ul/grHb, 24% de lo normal. Se envié una
muestra de sangre del paciente al Scripps
Institute para su estudio molecular y se in-
formd hallazgo de una nueva mutacion no
descrita en el exon 10.

Actualmente el paciente tiene 7 afios de
edad y presenta Hto 31%, Hb 9,8 g/dl y retic
12%.

Paciente N2 2: C.N.D., naci6 el 5 de junio
de 1980 después de un embarazo de 33 se-
manas de gestacion con un peso de 1 700 g.
Fue transfundido la primera semana de vida
por ictericia y anemia. A los 9 meses de edad
se hospitalizé por una crisis hemolitica al in-
dicarsela nitrofurano por un cuadro diarreico;
en esa oportunidad se realiz6 fragilidad os-
motica que fue normal, test de Coombs que
fue (=) y hemograma a los padres. La madre
tenia una anemia no regenerativa con cifras
de Hto 36%, Hb 11,1 g/dl, VCM 80 fL, retic
1,6% y una ferremia normal.

Se solicitdé estudio de enzimas al nifio
(G6PD y piruvato kinasa en globulo rojo),
que la madre no realizé. El paciente no vol-
vid a control hasta los 4 afios de edad, fe-
cha en la que nuevamente se hospitalizé por
otra crisis hemolitica (Hto 12%, Hb 4,2 g/dl y
retic 3,4%). En esta oportunidad se palp¢ el
bazo a 3 cm bajo el reborde costal. Se
transfundié con glébulos rojos y al interrogar
a la madre esta relaté que el nifio tuvo otro
episodio similar 6 meses antes, con ictericia
y coluria. Desde esa fecha asiste a contro-
les periddicos, constatandose una hemolisis
crénica con episodios hemoliticos mas inten-
sos ante cuadros febriles, su Hto varia entre
26y 35%, las de Hb entre 8 y 10,6 g/dl y los
reticulocitos entre 9y 40%.

Los niveles de G6PD en este paciente es-
taban muy disminuidos: 0,46 Ul/grHb siendo
lo normal de 5,0 a 7,1 y tenia una HbF leve-
mente aumentada 2,5% (normal < 1%).
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En octubre de 1991 se envid una mues-
tra de sangre del paciente al Scripps Re-
search Institute, donde se informd haber en-
contrado una mutacion de G6PD no descrita
en el exon 6.

Andlisis mutacional. El analisis del DNA
de los pacientes se hizo en el Departamento
de Medicina Molecular y Experimental del
Instituto Scripps de La Jolla, California, gra-
cias a la cooperacion del Dr Ernest Beutler.
Se obtuvo DNA por métodos convencionales
y se examinaron buscando G6PD A- y G6PD
Mediterranea, que no se encontraron. Pos-
teriormente los exones 2, 5, 6, 8, 10, 11, 12
y 13 se sometieron a analisis conformacio-
nal polimorfico.

La reaccion de polimerasa en cadena
(PCR) se hizo en un sistema de 10 ul, las
muestras se desnaturalizaron a 98 °C por 4
min y luego a 94° por 30 seg, 58 °C por 30
seg y 72° por 45 seg en presencia de 8uC
alfa-P-dATP (Amersham, 3000 Ci/mmol);
después de 30 ciclos de PCR se agreg¢ 8 ul
de buffer al fondo de cada muestra y estas
se desnaturalizaron a 98° por 3 min. Con 3
ul de la muestra se hizo electroforesis en gel
al 5% de acrilamida neutral y 5% de glicerol
durante 6 horas (25W), luego se hizo anali-
sis secuencial del DNA amplificado por PCR
y la confirmacién de las mutaciones se hizo
secuenciando las hebras o bien por analisis
de restriccion.

En el paciente C.N.D., al someter el DNA
a analisis polimorfico conformacional de una
hebra, se encontré un fragmento amplificado
anormal en el exon 6. El exon 6 se secuencid
en ambas direcciones y se identificé la muta-
cién que destruia un sitio de restriccion Sfa
NI. Esta mutacion es en el nucledtido 593 del
DNA en donde hay una sustitucion de guani-
na por citosina, lo que produce un cambio
en el aminoacido 198 de arginina por proli-
na. Se la denomin6 G6PD Santiago.

En el paciente D.L.M. se encontré una
mutacion en el nucledtido 1138 del exon 10
con un cambio de adenina a guanina con lo
cual en el aminoacido 380 hay un cambio de
isoleucina a valina. Se la llamé G6PD Calvo
Mackenna.

DiscusION

La Organizacion Mundial de la Salud® ha
categorizado las variantes de G6PD segun
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la actividad enzimatica y la expresion clinica
en cinco clases:

— Clase 1 < 20% de actividad enzimatica y
son las causantes de la AHCNE.

— Clase Il < de 10% de actividad G6PD
Mediterranea), cursa con AHA.

— Clase lll > de 10% de actividad (G6PD
A), cursa con AHA.

— Clase IV actividad enzimatica normal,
asintomatica.

— Clase V actividad enzimatica aumentada,
asintomatica.

Los pacientes con las variantes comunes
de G6PD, como son las Il y Ill, no tienen
anemia hemolitica, salvo que se expongan a
drogas u otra forma de estrés. Las variantes
IV 'y V no producen manifestacion clinica. En
cambio, en la clase | la funcionalidad de la
enzima formada es tan pobre que la sobrevi-
da del glébulo estd muy acortada, aun sin
estrés. Estos pacientes frecuentemente tie-
nen esplenomegalia y la anemia no se corri-
ge con una esplenectomia.

El estudio electroforético y las propieda-
des eméticas de la enzima residual hizo no-
torio que no todas las poblaciones mundia-
les tienen la misma mutacion Se han
descrito mas de 400 mutaciones y las hay
de 2 tipos, las variantes polimérficas fre-
cuentes en areas de malaria endémica y las
esporadicas. De las polimdrficas, en Africa
existe la G6PD A+, la G6PD A-y la Santa
Maria; en Europa, la Mediterranea con sus
diversas variantes, y en Asia, la Canton es
la mas frecuente'® 1. Las variantes espora-
dicas ocurren en cualquier lugar del mundo
en muy baja frecuencia y son casi siempre
del tipo AHCNE.

Hay alrededor de 100 mutaciones cuyas
secuencias génicas han sido determinadas.
Estas se han identificado en todos los exo-
nes, salvo el exon 1 que no tiene secuencia
codificadora. 25% de las mutaciones conoci-
das estan en el exon 10, y de ellas, todas,
menos 2 que se encuentran en el extremo 5'
del exon, son de clase 1215, Se cree que en
este exon se encuentra el sitio de union del
NADP, porque algunas de estas variantes se
activan con altas concentraciones de NADPH,
compuesto intimamente relacionado con el
metabolismo del glutation, que esta presen-
te en todas las células y cuya funcién es
prevenir el dafno oxidativo tanto enddgeno
como exdgeno de ellas. Otra posibilidad se-
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ria que esta zona fuera una de contacto de
subunidades, que seria el sitio donde los
dos mondmeros interactuan para formar el
dimero y las mutaciones en este lugar alte-
raran la estabilidad de la enzima's.

Las mutaciones pueden deberse a dele-
ciones o0 a mutaciones puntuales, afectando
la transcripcion, procesamiento o la estruc-
tura primaria misma de la enzima y la susti-
tucion de aminoacidos que estas mutacio-
nes provocan (casi siempre de tan solo 1),
alteran la funcion de la enzima ya sea por
disminucion de la estabilidad de ella o afec-
tando la funcién catalitica de la G6PD'7. Aun-
que la actividad enzimatica sea muy baja
(1%), nunca esta totalmente ausente.

De las dos nuevas variantes descritas
en este articulo, una de ellas se ubica en el
exon 10, lo que reafirma la tendencia de es-
tas mutaciones que producen ACHNE a
agruparse en el supuesto sitio de unién de
NADP (exon 10) o en la zona de union de la
G6P (exon 6).
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