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Resumen

Objetivo: Presentar la estrategia de identificacion de las variantes moleculares de la G6PD detectados en el tamiz neonatal
(TN). Material y métodos: Serie de casos incidentes de recién nacidos (RN) detectados en el TN con deficiencia de G6PD.
A partir de DNA nuclear, con la metodologia de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (PCR-TR) se buscaron
las variantes moleculares de la G6PD: G202A, A376G, T968C y C563T. Resultados: Se evaluaron 21,619 neonatos, 41 casos
fueron reactivos en el TN para G6PD (tasa de 189.6/100,000 RN tamizados); en 34 casos se confirmd la variante molecular
de G6PD (tasa de 157.3/100,000 RN tamizados). La combinacion alélica mds frecuente fue G202A/A376G (proporcion y
actividad promedio de G6PD de 0.460 y 1.72 + 0.35 U/g de hemoglobina [Hb], respectivamente), sequida de G202A
(0.170 y 1.74 + 0.27 Ulg de Hb) y de la combinacion A376G/T968C (proporcion 0.150 y 1.10 + 0.44 Ulg de Hb). La variante
alélica T968C mostro actividad enzimatica mas baja que el resto (1.1 + 0.4; p = 0.02). Se detectaron dos mujeres con
deficiencia de G6PD, con variante G202A/A376G y G202A. Conclusiones: Esta estrategia molecular permite identificar las
variantes involucradas hasta en el 80% de los casos. Los alelos de origen africano fueron prevalentes.

PALABRAS CLAVE: Deficiencia de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Enfermedad hemolitica del recién nacido. Ictericia
neonatal. Anemia neonatal. Tamiz neonatal.

Abstract

Aims: To present the strategy of identifying the molecular variants of G6PD detected in neonatal screening (NS). Material
and Methods: We present a series of incident cases of newborns positive for GBPD deficiency detected in NS. From nuclear
DNA with the methodology of real-time PCR we sought molecular G6PD variants: G202A, A376G, T968C and C563T Results:
Of a total of 21,619 neonates, 41 cases were reactive in NS for G6PD (189.6/100,000 RN screened rate), 34 cases confirmed
the molecular variant of G6PD (157.3/100,000 RN screened rate). The most frequent allele combination G202A/A376G (G6PD
ratio and median activity, 0.460 and 1.72 + 0.35 U/g Hb, respectively), followed by G202A (0.170 and 1.74 = 0.27 Ulg Hb)
and A376G/T968C (ratio 0.150 and 1.10 + 0.44 Ulg Hb). The T968C allelic variant showed lower enzyme activity than the
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rest (1.1 + 0.4; p = 0.02). wo women were detected with G6PD deficiency with G202A/A376G and G202A variant. Conclusions:
African alleles were prevalently detected in neonatal screening. This strategy allows the identification of molecular variants

involved in 80% of cases. (Gac Med Mex. 2015;151:34-41)
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|ntroducci6n

El tamiz neonatal es un conjunto de pruebas dise-
fladas para efectuar intervenciones de prevencion se-
cundaria mediante el diagnostico preclinico de diver-
sas enfermedades hereditarias, con el cumplimiento
de un grupo de criterios metodoloégicos ampliamente
descritos y actualizados'. Las enfermedades candida-
tas a ser incluidas en el TN varfan de acuerdo a la
poblacion blanco donde sera aplicada, por lo que se
requiere la validacion de cada prueba en el contexto
clinico particular?, como es el caso de la deteccién
de deficiencia de la G6PD.

La deficiencia de la G6PD pertenece al grupo de
las anemias hemoliticas hereditarias y su prevalencia
varia entre poblaciones. Al dia de hoy se conocen
méas de 400 variantes de la G6PD y presenta un pa-
tron de herencia ligado al cromosoma X, del cual se
conocen cerca de 140 mutaciones de un sélo nucled-
tido (polimorfismo de nucledtidos simples [SNP])2.

La deficiencia de G6PD muestra amplia variabilidad
en su expresion clinica, desde asintomatica hasta
aquellos casos con anemia hemolitica e hiperbilirrubi-
nemia neonatal (HBN) severa®. Las diferentes mutacio-
nes generan diversas concentraciones de la enzima
eritrocitaria, sin tener una relacién proporcional de
mayor severidad y de expresion clinica*. La mayor
parte de los sujetos afectados por esta deficiencia son
asintomaticos y solamente cuando ocurre la exposi-
cién a sustancias oxidantes, como algunos alimentos,
medicamentos o eventos infecciosos, pueden desen-
cadenar crisis de hemolisis®.

La prevalencia global de la deficiencia de G6PD
varia ampliamente de acuerdo a la region geogréfica
y el método analitico empleado®. La mayor prevalencia
ocurre en regiones subsaharianas, donde afecta a en-
tre el 283 y 39% de la poblacion. En Latinoamérica
varfa de acuerdo al mestizaje africano poblacional?;
para México se reporta del 0.39-4.09% de acuerdo a
la zona geogréfica®’, mientras que en grupos indige-
nas se presenta del 0.28 al 6.22%’ de la poblacién
estudiada. Existen informes sobre la asociacion de

HBN vy la deficiencia de G6PD para neonatos que re-
gresan al hospital por ictericia, hasta el 47% de ellos
presenta deficiencia de G6PDS. En nuestro medio hay
reportes aislados de la ocurrencia en la deficiencia de
G6PD, que varfa del 0.43-0.66% en neonatos de tér-
mino sin ictericia® hasta el 1.57% en los casos con
HBN'. A pesar de su elevada prevalencia, la detec-
cion de la deficiencia de la G6PD no es una prueba
obligatoria incluida en el TN en México, ni existen re-
portes sobre el seguimiento clinico de los casos de-
tectados con deficiencia de G6PD en poblacién abier-
ta 0 en el periodo neonatal, lo que impide estimar el
impacto clinico o epidemiolégico de este grupo de
mutaciones y estimar el posible beneficio de su pre-
vencion primaria.

El objetivo del trabajo es presentar los resultados en
la estrategia de identificacion de las variantes molecu-
lares de la GBPD, en los casos detectados en el TN,
mediante el empleo de una técnica de recoleccion no
invasiva, para la obtencion del material genémico en el
diagnostico molecular de la deficiencia de G6PD, bajo
los requisitos sefialados en los estudios de asociacion
genética presentes en la Declaracién STREGA™.

Material y métodos

Se realizé un estudio observacional, longitudinal, pros-
pectivo y descriptivo a partir del mes de febrero de 2008,
cuando se incluy6 en el TN la determinacion de la
actividad de la G6PD. Se evaluaron consecutivamente
en el tamiz todos los RN del Instituto Nacional de Per-
inatologia, que es un hospital de tercer nivel de aten-
cion de pacientes con embarazos de alto riesgo y con
alta prevalencia de nacimientos pretérmino. Se inclu-
yeron los neonatos, independientemente de edad ges-
tacional y peso al nacimiento, hospitalizados en las salas
de alojamiento conjunto y en las unidades de cuidados
especiales. Fueron diferidos o excluidos de su realiza-
cion los casos con muerte neonatal temprana, asi como
aquellos neonatos gravemente enfermos, por no contar
con muestra sanguinea, para el estudio inicial.

La deteccion semicuantitativa de G6PD se realizé en
la etapa posnatal por un método rapido como prueba
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Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos de los iniciadores y las sondas de hibridacién usados para la determinacién de los

polimorfismos de la G6PD

Polimorfismo evaluado Secuencia Tm (°C)
G202A F 5 TCAggTggCTgTTCCg 3 62.9
G202A R 5 CTCACTCTgTTTgCggAT 3 59.9
G202A Sen 5 CCgAAAACACCTTCATCgTgggCT—FL 3’ 67.4
G202A Anc 5" LC640-gCCCgTTCCCgCCTCACAgTggCTgACA-PH 3 79.7
A376G F 5 TgTCTgTCTgTCCgTgTCTCC 3 65.9
A376G R 5 ACTCQTgAATgTTCTTggTgA 3 62.9
A376G Sen 5 gCgCCTCAACAgCCACATggATgCCCT--FL 3’ 75.6
A376G Anc 5" LC640- ACCTggggTCACAggCCAACCgCCTCTT--PH 3’ 75.5
C563T F 5" gTTCAAgggggTAACQCAg 3 66.4
C563T R 5 CACCTCAgCACCATgAgQTT 3 66.5
C563T Sen 5 CATCTCCTCCCTgTTCC--FL 3 49.4
C563T Anc 5 LC640-AggACCAgATCTACCGCATCgACCACTAC--PH 3 66.2
T968C F 5 CCAgTACgTggggAAC 3 58.8
T968C R 5 CAgTgCCCgCACAC 3 61
T968C Sen 5 ggTCgTCCgggTACCCTTT--FL 3’ 60.5
T968C Anc 5 LC640 gTggCCTCgCCCTCTCCATCg--PH 3’ 69.6

F: iniciador o primer sentido; R: iniciador o primer antisentido; Sen: sonda sensor (5°'LC Red 640, 3°ph: fosfato); Anc: sonda ancla (3'-FL: fluoresceina); Tm: temperatura de fusion.

de escrutinio, mediante una técnica colorimétrica
(Neonatal G6PD Assay, Semiquantitative; Bio-Rad La-
boratories) en muestras de sangre contenidas en una
matriz seca (tarjeta de Guthrie). El punto de corte para
definir la deficiencia de G6PD se considerd con valo-
res < 2.6 U/g de Hb. Los casos reactivos en el TN
fueron posteriormente evaluados, junto con sus fami-
lias, para el estudio molecular confirmatorio. El segui-
miento clinico y hematoldgico de los casos se mantu-
vo al menos en el primer afio de vida en la consulta
externa de Hematologia Pediétrica.

Mediante el raspado de la mucosa oral con un hiso-
po de Dacroén poliéster, se obtuvo material celular de
descamacion para la extraccion del DNA. Para el caso
de las madres, se recolecté muestra de sangre me-
diante la puncion de la vena periférica para extraer
posteriormente DNA nuclear. En este reporte no se
incluyen los resultados de los padres o hermanos in-
tegrantes de la familia.

El DNA se extrajo empleando un método comercial
(High Pure PCR Template Preparation Kit Roche®,
Mannheim, Alemania). La muestra se aimacen6 a -70 °C
hasta su estudio molecular.

Debido al gran numero de polimorfismos asociados
a la deficiencia de G6PD existentes en nuestro pais®,
se establecio una estrategia para optimizar el estudio
confirmatorio molecular. La seleccion de los polimor-
fismos de la G6PD se efectu6 mediante la consulta
de opinién de tres expertos nacionales en el tema
(R. Lisker, G. Vaca y B. Ibarra Cortés), que conside-
raron 14 polimorfismos reportados con mayor frecuen-
cia en nuestro pais®®; adicionalmente se incorporaron
los criterios establecidos por la Organizacion Mundial
de la Salud'. Para este reporte se selecciono un pri-
mer blogue de cuatro polimorfismos: dos de origen
africano (G202A y A376G) y dos de origen europeo
(C563T y T968C), con mayor prevalencia nacional' 4,

Debido a su accesibilidad para la aplicacion en el
contexto clinico, se selecciond la metodologia de PCR-TR
mediante el formato de sondas de hibridacion™. Los
disefos para los diferentes SNP fueron realizados por
TIB MOLBIOL (Eresburgstrasse, Berlin) (Tabla 1).

Por ser una condicion con mecanismo de herencia
ligada al cromosoma X, los casos del género mascu-
lino identificados mediante las pruebas moleculares
fueron definidos como hemicigotos mutados. Los casos
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Tabla 2. Tasa de incidencia de casos detectados en el TN para la deficiencia de la G6PD

Periodo de evaluacion RNV Tamizados % (94.7) Casos Tasa x 100,000 RNV
(22,828) (21,619)
Reactivos Confirmados Tamiz Confirmados
(n=41) (n = 34) (189.6) (157.3)
De febrero a diciembre de 2008 5,110 4,927 96.4 6 4 121.8 81.2
De enero a diciembre de 2009 4,772 4,528 94.8 9 9 198.7 198.7
De enero a diciembre de 2010 4,189 4,083 97.5 10 7 244.9 171.4
De enero a diciembre de 2011 4,229 4,131 97.7 8 6 193.6 1452
De enero a diciembre de 2012 4,528 3,950 87.2 8 8 202.5 202.5

del género femenino identificados fueron definidos como
homocigotos o heterocigotos mutados. Los casos don-
de no se detectaron los polimorfismos evaluados se
definieron como de presentacion natural (WT).

La presentacion de los resultados es mediante es-
tadistica descriptiva, que consiste en frecuencias, por-
centajes, tazas y proporciones de la cohorte incipiente
presentada. La frecuencia de casos identificados se
reporta en tasas por 100,000 recién nacidos vivos (RNV).
Se utilizé la prueba estadistica paramétrica analisis de
varianza de un solo factor o no paramétrica Krus-
kal-Wallis (de acuerdo a la distribucion de los datos)
en la comparacion de los alelos mutados y combina-
cion alélica con el porcentaje de actividad de la enzi-
ma G6PD vy niveles de bilirrubina sérica total con valor
de p estadisticamente significativo de 0.05.

Este protocolo fue aprobado, aprobado por la Comi-
sién de Etica en Investigacion del instituto, se financié
en su totalidad con fondos federales asignados al pro-
yecto. Los autores declaran la no existencia de con-
flicto de interés alguno.

Resultados

Durante el periodo comprendido entre febrero de
2008 y diciembre de 2012, se atendieron 22,828 RNV,
con una cobertura del 94.7% del programa de TN de
la poblacion susceptible (21,619 neonatos). En este
periodo se identificaron 41 casos inicialmente reactivos
para la deteccion de la deficiencia de G6PD (Tabla 2),
con tasa de 189.6 casos por cada 100,000 RN tami-
zados. Los casos identificados mediante las pruebas
moleculares fueron 34 neonatos, con tasa de 157.3 ca-
sos por cada 100,000 RN tamizados. En la distribucion
de género, dos casos fueron mujeres (proporcién de
0.050) y los restantes 39 casos fueron neonatos de gé-
nero masculino (proporcion de 0.950).

Un total de 1,209 RN (5.3%) no fueron incluidos en
el TN por diversas causas, entre las que se encuentran
muerte neonatal temprana, traslado hospitalario, egre-
so hospitalario temprano y no visita a la consulta ex-
terna a realizar el tamiz metabdlico neonatal.

La distribucion en las concentraciones de la activi-
dad enzimatica de la G6PD detectadas en el tamiz
vario de 0.2 a 2.6 U/g de Hb. En siete casos se reportd
como WT, todos ellos varones; la ictericia se detectd
en tres casos; en dos casos los valores de actividad
de la G6PD se presentaron cercanos a los valores de
corte. Se identificaron reactivos en el TN a dos neona-
tos del sexo femenino: uno mostré actividad de la
G6PD de 0.8 U/g de Hb y recibio la herencia de ambos
padres de la combinacion alélica G202A/A376G; el
segundo caso femenino present6 actividad de la en-
zima G6PD de 2.5 U/g de Hb, con la presencia hete-
rocigota del alelo G202A, en cuya madre no se detec-
t6 ninguna de las variantes moleculares estudiadas y
no fue posible contar con la muestra sanguinea del
padre. En ningun caso se identifico la variante alélica
mediterranea C563T de la G6PD (Tabla 3).

Las concentraciones de la actividad de la G6PD
para las variantes alélicas T968C, G202A y A376G
presentan dispersion de 1.1 = 0.4 (0.50-1.80) 1.73 =
0.3 (0.80-2.20) y 1,567 + 0.46 (0.50-2.20), respectiva-
mente, con diferencias estadisticamente significativas
(Kruskal-Wallis, p = 0.02). De los 41 neonatos inicial-
mente reactivos, en seis casos se tuvieron valores de
actividad de G6PD de < 1.0 U/g de Hb (proporcion
de 0.150); 29 casos adicionales mostraron valores de
1.1 a 2.0 U/g de Hb (proporcion de 0.700), y concen-
traciones de 2.1 a 2.6 U/g de Hb se presentaron en
los seis casos restantes (proporcién de 0.150). La
variante alélica T968C mostré la mayor proporcion de
casos con actividad enzimatica de G6PD < 1.0 U g/Hb
(0.333 contra 0.037 y 0.120, respectivamente). No hay
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Tabla 3. Descripcion de las variantes alélicas identificadas en el binomio madre-hijo, valores de la actividad enzimatica y

expresion clinica

Ndmero Género Actividad de Alelos G6PD neonatal Alelos G6PD materno  Ictericia/HBN
consecutivo G6PD (U/g de Hb)

1 Masculino 19 WT WT No

2 Masculino 1.8 G202A/A376G G202A/A376G No

3 Masculino 1.6 G202A/A376G G202A/A376G* Si/13.9

4 Masculino 2.7 G202A/A376G G202A/A376G* No

5 Masculino 1.0 A376G/T968C A376G/T968C Si/10.6

6 Masculino 0.5 A376G/T968C A376G/T968C Si/16.3

7 Masculino 24 WT WT No

8 Femenino 0.8 G202A/A376G G202A/A376G No

9 Masculino 1.4 G202A/A376G G202A/A376G No
10 Masculino 2.1 G202A/A376G G202A/A376G Sifg.7
1 Masculino 1.7 G202A/A376G G202A/A376G! No
12 Masculino 1.9 G202A/A376G G202A/A376GT Sif5.7
13 Masculino 1.2 G202A/A376G G202A/A376G Si[17.6
14 Masculino 17 G202A/A376G G202A/A376G SiIND
15 Masculino 1.2 A376G/T968C A376G/T968C Si/14.3
16 Masculino 0.8 A376G/T968C A376G/T968C No
17 Masculino 17 G202A/A376G G202A/A376G No
18 Masculino 2.2 G202A/A376G G202A/A376G Si/12.4
19 Masculino 2.1 G202A G202A Si/10.3
20 Masculino 2.0 G202A G202A Sif7.1
21 Masculino 0.5 WT WT No
22 Masculino 17 G202A/A376G G202A/A376G Sif1.4
23 Masculino 2.6 WT WT Si/17.8
24 Masculino 1.3 WT WT No/8.2
25 Femenino 2.5 G202A WT Si/8.1
26 Masculino 1.8* G202A G202A No/5.6
27 Masculino 1.5 G202A G202A Sif7.4
28 Masculino 2.2 G202A/A376G G202A/A376G Si/10.9
29 Masculino 1.3 G202A G202A Sif21.2
30 Masculino 1.6 WT WT No
31 Masculino 1.7 G202A G202A No
32 Masculino 1.8 G202A/A376G G202A/A376G No
33 Masculino 0.2 WT WT Si/13.4
34 Masculino 1.8 G202A/A376G G202A/A376G Si/6.1
35 Masculino 1.2 G202A/A376G G202A/A376G Si/IND
36 Masculino 1.5 A376G/T968C A376G/T968C Sifg.4
37 Masculino 2.0 G202A/A376G ND Si/10.5
38 Masculino 1.4 G202A/A376G G202A/A376G Sif6.8
39 Masculino 1.8 G202A G202A Si/8.6
40 Masculino 1.8 G202A/A376G G202A/A376G Sif12.4
41 Masculino 1.8 A376G/T968C A376G/T968C Si[14.4

WT no mutado para los SNP estudiados.

ND: no determinado.

*,I: madre con dos casos reactivos.
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Tabla 4. Variantes alélicas de la deficiencia de G6PD, concentracion enzimatica y bilirrubinas séricas totales

Variables

Alelo G6PD

T968C* (n = 6)

G202A (n = 27) A376G (n = 25)

Concentracioén de actividad G6PD (U g/Hb)*

Estrato G6PD (n/desvio estandar) < 1.0 (6/0.150)
1.0-2.0 (29/0.700)

2.0-2.6 (6/0.150)

Presencia de ictericia (proporcién) No
Si
Bilirrubina sérica (mg/dl) Promedio, DE
(amplitud)

DE: desviacion estandar.
*Alelo T968C versus resto de alelos. Prueba de Kruskal-Wallis significancia 0.020.

diferencias estadisticamente significativas en la ocu-
rrencia de ictericia neonatal o en la concentracion
sérica de bilirrubinas por variante alélica (Tabla 4).
La combinacion alélica méas frecuente fue G202A/
A376G, con 19 neonatos (proporcién de 0.460), de los
cuales 18 varones fueron hemicigotos mutados y una
nifia homocigota mutada; la concentracion enzimatica
promedio fue de 1.77 £+ 0.41 U/g de Hb (amplitud de
0.8 a 2.2). La segunda combinacién mas comun fue
G202A, en ocho casos, siete nifios hemicigotos muta-
dos y una nifa heterocigota mutada (proporcion de
0.195), presentando concentracion enzimética prome-
dio de 1.83 = 0.37 U/g de Hb (amplitud 1.30 a 2.50).
La tercera variante fue A376G/T968C, con seis casos,
seis nifios hemicigotos mutados (proporcion de 0.146)
y concentracion enzimatica de 1.10 + 0.44 U/g de
Hb (amplitud de 0.5 a 1.8). Finalmente, la variante

11204 173+ 03 1.57 + 0.46
(0.50-1.80) (0.80-2.20) (0.50-2.20)
0.333 0.037 0.120
0.667 0.778 0.760
0.000 0.185 0.120
0.167 0.296 0.280
0.833 0.704 0.720
12.8 3.2 10.4 + 4.3 113+ 35
(8.4-16.0) (5.6-21.0) (5.7-18.0)

WT se present6é en ocho casos, todos ellos varones
(proporcion de 0.195) y con concentracion enzimati-
cade 1.58 + 0.87 U/g de Hb (amplitud de 0.2 a 2.6).
El orden de frecuencia en las combinaciones alélicas
de las 39 madres evaluadas fue para el alelo G202A/
A376G, en 16 casos heterocigotos mutados (propor-
cion de 0.440). En 27 neonatos se determinaron las
concentraciones de bilirrubinas séricas totales, sin ob-
servarse diferencia estadisticamente significativa en
relacion a la combinacién alélica (Tabla 5).

En la evolucion neonatal, 27 casos presentaron hi-
perbilirrubinemia indirecta. La bilirrubina sérica total
promedio fue de 11.2 + 4.1 mg/dl (amplitud de 5.6-21);
en 16 casos se requirié del tratamiento con fototerapia
(proporcion de 0.600). El seguimiento clinico de los
casos se mantuvo de los 2 a 30 meses de edad, pro-
porcionando asesoria y educacion sobre esta condicion.

Tabla 5. Combinaciones alélicas de la deficiencia de G6PD, concentracion enzimatica y bilirrubinas séricas totales

Combinacion alélica

Actividad enzimatica (U/g de Hb)*

Casos evaluados Bilirrubina sérica (mg/dI)t

G202A/A376G (n = 19/0.460) 1.77 + 0.41 (0.80-2.60) 11 10.58 = 3.6 (5.70-18.0)
G202A (n = 8/0.195) 1.83 + 0.37 (1.30-2.50) 7 9.76 + 5.2 (5.60-21.0)
WT (n = 8/0.195) 1,58 + 0.87 (0.20-2.60) 4 13.2 + 3.9 (8.20-18.0)
A376G/TI68C (n = 6/0.146) 1.10 + 0.4 (0.50-1.80) 5 12.79 + 3.2 (8.40-16.0)
Total (n = 41) 1.65 + 0.56 (0.20-2.60) 27 11.6 + 4.1 (5.60-21.0)

Prueba estadistica seleccionada por distribucion asimétrica (no gaussiana) de los datos.
Valores expresados en media, desviacion estandar, rango minimo y maximo.
*Valor de p = 0.020 obtenido por Kruskal-Wallis.
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En el seguimiento pediatrico, en un caso se documento
un solo evento de crisis hemolitica asociada al consu-
mo de habas, pero sin requerir manejo transfusional.
Se realizo el estudio materno en todos los casos, todas
ellas nacidas en México, al menos en las tres genera-
ciones previas, con excepcion de una madre que nacio
en la Republica de Cuba y cuenta con antecedentes
de abuela materna de origen africano. De las 39 ma-
dres y 41 hijos (dos madres con dos hijos reactivos
cada una), en nueve casos no se pudo identificar la
variante molecular de la G6PD involucrada a pesar de
contar con estimaciones de la actividad enzimética
disminuida (datos no presentados).

Discusion

Los alelos de origen ancestral africano son predo-
minantes en los resultados observados; los alelos
G202A y A376G en conjunto representan la frecuencia
alélica predominante (0.896). En nuestro medio se han
identificado alrededor de 14 variantes genotipicas'®”.
Los datos que presentamos no difieren significativa-
mente de los reportes nacionales, donde se tiene do-
cumentado el predominio del origen africano de las
variantes alélicas de la G6PD'™!". En el reporte de
sujetos mestizo-mexicanos, se observé que la combi-
nacion G202A/A376G se presentd en el 45% de los
casos evaluados y represento el triple mas que los ca-
so0s con la combinacion A376G/T968C 8. Existen diferen-
cias geograficas relacionadas con el predominio de
las variantes de G6PD en la poblacion mexicana; la
variante B o mediterranea de la G6PD se ha reportado
en neonatos originarios del noreste de la Republica
Mexicana, mientras que la variante A-, de origen afri-
cano, predomina en la region del golfo de México™.

La Organizacién Mundial de la Salud ha propuesto
la clasificacion de las variantes de la G6PD de acuer-
do a las caracteristicas bioquimicas y clinicas. Las
variantes alélicas que se presentan en este estudio
pertenecen a la clase Il y Ill con datos clinicos de
moderados a severos de ictericia neonatal y favismo'?.

La identificacion molecular de las variantes de la
G6PD en neonatos se cumplid en cerca del 80% de
los casos evaluados, resultados que coinciden con lo
sefialado por otros autores para nuestro pais®. El 20%
de los casos restantes, donde se tiene disminucion en
la actividad de la G6PD, puede deberse a que sola-
mente estudiamos cuatro variantes moleculares, por lo
que es conveniente aumentar la cantidad de polimor-
fismos de la deficiencia de la G6PD en la estrategia
molecular.

La estrategia combinada de tamizar con una prueba
colorimétrica y confirmar con un grupo de variantes
moleculares dirigidas hacia la deteccién de las varian-
tes africanas de G6PD A- (G202A; A376G) y las
variantes mediterraneas (C563T) con otras combi-
naciones mas ha sido reportada en la literatura,
identificando hasta el 90% de los polimorfismos
causantes de la disminucién de la G6PD detectada
en el TN™,

Existen diferentes metodologias empleadas en el TN
para identificar a los portadores de deficiencia de
G6PD, entre las que se encuentran la semicuantifica-
cion de la enzima mediante un método colorimétrico,
la prueba de fluorescencia, la espectrofotometria de
masas en tandem o la identificacion molecular confir-
matoria de las mutaciones del gen G6PDP.

Es importante tomar en cuenta que los neonatos
pretérmino pueden generar resultados falsos negati-
vos en la deteccién semicuantitativa de la G6PD. La
heterogeneidad entre los estimados de la prevalencia
global de G6PD ha sido evaluada en un metaanalisis
de 280 estudios en 88 paises’. El alto grado de
heterogeneidad también depende de la diversidad
de la metodologia en la medicion analitica de la
enzima. La magnitud de la variacién global, regional
o dentro de cada pais sobre la prevalencia de la de-
ficiencia de G6PD es importante para la salud publica,
particularmente en la planeacion de los programas
para mejorar la atencién y salud neonatal®.

La discusion sobre la inclusion de nuevas pruebas
en el TN es tema de controversia por su posible im-
pacto en el sistema de salud, los aspectos éticos para
el consentimiento bajo informacién, el repositorio de
las muestras obtenidas o la proteccién contra la discri-
minacion®, al igual que por aspectos particulares como
el momento de la toma de la muestra, la condicion de
nacimiento pretérmino, el efecto de la transfusion o la
nutricién parenteral en los resultados del TN?'.

La deteccion de la deficiencia de la G6PD no es una
prueba obligatoria en el TN en México. Sin embargo,
en nuestra institucion se incorporé al TN para dar
respuesta al estudio de aquellos casos de HBN indi-
recta y eventualmente enfermedad hemolitica neona-
tal, cuya etiologia no se pudo precisar con los recursos
tecnoldgicos disponibles en ese momento. Asi, el paso
inicial fue conocer la prevalencia de la deficiencia de
la GBPD en la poblacion neonatal, seguido de la es-
trategia molecular de su estudio y evaluar posterior-
mente la utilidad clinica de la prueba diagndstica.

La utilidad clinica de identificar a los neonatos defi-
cientes de la G6PD ayuda a reconocer un factor de
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riesgo genético para el desarrollo de hiperbilirrubinemia
indirecta en el periodo neonatal®.

La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa ocasiona epi-
sodios subitos de hemdlisis y asociada con otros
factores de riesgo puede condicionar un aumento
exponencial en las concentraciones séricas de bilirru-
binas y producir dafio neurolégico, por lo que la HBN
debera considerarse como el resultado de complejas
interacciones entre genes y medio ambiente. Los pro-
gramas de tamizaje neonatal, mas la atencion médica
neonatal y la educacién a los padres, pueden tener
éxito en limitar la severidad de la enfermedad?®.

La deficiencia de G6PD es un factor de riesgo bien
conocido para la HBN significativa. En el estudio de
neonatos deficientes en G6PD, el 11.1% mostré nive-
les de bilirrubina sérica total comparados con aque-
llos sin esta deficiencia. En el caso de los RN que
requieren rehospitalizacion por hiperbilirrubinemia, en el
47% se detecto asociada la deficiencia de G6PD. Nock,
et al. concluyeron que es Util el tamizaje neonatal para
la G6PD en los RN americanos y de mayor utilidad en
las poblaciones de mayor riesgo para hiperbilirrubine-
mia severa, como las poblaciones afroamericanas y
asiaticas®.

En conclusion, la estrategia en la deteccién de su-
jetos con deficiencia de la G6PD mediante una prueba
colorimétrica y confirmada mediante un método mole-
cular de PCR-TR permite identificar cerca del 80% de
los sujetos deficientes. Es necesario realizar la valida-
cion externa de estos resultados mediante estudios
multicéntricos colaborativos.

Bibliografia

1. Andermann A, Blancquaert |, Beauchamp S, Dery V. Revisiting Wilson
and Jungner in the genomic age: a review of screening criteria over the
past 40 years. Bull World Health Organ. 2008;86(4):317-9.

2. American College of Medical Genetics Newborn Screening Expert
Group. Newborn screening: toward a uniform screening panel and sys-
tem--executive summary. Pediatrics. 2006;117(5 Pt 2):5296-307.

3. Wang FL, Boo NY, Ainoon O, Wong MK. Comparison of detection of
glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency using fluorescent spot
test, enzyme assay and molecular method for prediction of severe neo-
natal hyperbilirubinaemia. Singapore Med J. 2009;50(1):62-7.

4.

10.

11.

12.

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Nkhoma ET, Poole C, Vannappagari V, Hall SA, Beutler E. The glob-
al prevalence of glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency: a
systematic review and meta-analysis. Blood Cells Mol Dis. 2009;42(3):
267-78.

. Beutler E. Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency: a historical

perspective. Blood. 2008;111(1):16-24.

. Medina MD, Vaca G, Lépez-Guido B, Westwood B, Beutler E. Molecular

genetics of glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency in Mexico.
Blood Cells Mol Dis. 1997;23(1):88-94.

. Lisker R, Loria A, Cordova MS. Studies on Several Genetic Hematolog-

ical Traits of the Mexican Population. 8. Hemoglobin S, Glucose-6-Phos-
phate Dehydrogenase Deficiency, and Other Characteristics in a Malar-
ial Region. Am J Hum Genet. 1965;17:179-87.

. Nock ML, Johnson EM, Krugman RR, et al. Implementation and analysis

of a pilot in-hospital newborn screening program for glucose-6-phos-
phate dehydrogenase deficiency in the United States. J Perinatol.
2011;31(2):112-7.

. Vaca G, Ibarra B, Hernandez A, et al. Screening for inborn errors of the

erythrocyte metabolism in Northwestern Mexico. Acta Anthropogenet.
1982;6(4):255-64.

Gonzélez-Quiroga G, Ramirez-Del Rio JL, Cerda-Flores RM, Garza-Cha-
pa R. Frequency and origin of G-6-PD deficiency among icteric new-
borns in the metropolitan area of Monterrey, Nuevo Leon, Mexico. Gene
Geogr. 1994;8(3):157-64.

Little J, Higgins JP, loannidis JP, et al. STrengthening the REporting of
Genetic Association studies (STREGA)--an extension of the STROBE
statement. Eur J Clin Invest. 2009;39(4):247-66.

WHO-Working-Group. Glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency.
WHO Working Group. Bull World Health Organ. 1989;67(6):601-11.
Vaca G, Arambula E, Esparza A. Molecular heterogeneity of glu-
cose-6-phosphate dehydrogenase deficiency in Mexico: overall results
of a 7-year project. Blood Cells Mol Dis. 2002;28(3):436-44.

Cobian JG, Sanchez-Lépez JY, Magana MT, Chavez ML, Perea FJ,
Ibarra B. Types and frequencies of hemoglobin disorders in the pacific
coast of four states of Mexico. Rev Invest Clin. 2009;61(5):399-404.
Zhang DT, Hu LH, Yang YZ. Detection of three common G6PD gene
mutations in Chinese individuals by probe melting curves. Clin Biochem.
2005;38(4):390-4.

Beutler E, Kuhl W, Ramirez E, Lisker R. Some Mexican glucose-6-phos-
phate dehydrogenase variants revisited. Hum Genet. 1991;86(4):371-4.
Vaca G, Arambula E, Monsalvo A, et al. Glucose-6-phosphate dehydro-
genase (G-6-PD) mutations in Mexico: four new G-6-PD variants. Blood
Cells Mol Dis. 2003;31(1):112-20.

Arambula E, Aguilar LJ, Vaca G. Glucose-6-phosphate dehydrogenase
mutations and haplotypes in Mexican Mestizos. Blood Cells Mol Dis.
2000;26(4):387-94.

Lin Z, Fontaine JM, Freer DE, Naylor EW. Alternative DNA-based new-
born screening for glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency. Mol
Genet Metab. 2005;86(1-2):212-9.

Simopoulos AP. Genetic screening: programs, principles, and re-
search--thirty years later. Reviewing the recommendations of the Com-
mittee for the Study of Inborn Errors of Metabolism (SIEM). Public Health
Genomics. 2009;12(2):105-11.

Kaye CI, Accurso F, La Franchi S, et al. Newborn screening fact sheets.
Pediatrics. 2006;118(3):e934-63.

Watchko JF. Identification of neonates at risk for hazardous hyperbilirubin-
emia: emerging clinical insights. Pediatr Clin North Am. 2009;56(3):671-87.
Kaplan M, Hammerman C. Glucose-6-phosphate dehydrogenase defi-
ciency and severe neonatal hyperbilirubinemia: a complexity of interac-
tions between genes and environment. Semin Fetal Neonatal Med.
2010;15(3):148-56.

Nock ML, Johnson EM, Krugman RR, et al. Implementation and analysis
of a pilot in-hospital newborn screening program for glucose-6-phos-
phate dehydrogenase deficiency in the United States. J Perinatol.
2011;31(2):112-7.

41



