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RESUMEN  

La deficiencia de G6PD es la eritroenzimopatía más común en el mundo. Se realizó 
el estudio molecular de 50 variantes de G6PD con actividad enzimática disminuida 
y/o portadores de variantes electroforéticas. De 38 pacientes con variantes rápidas, 
33 fueron G6PD A- 376/202; 3 G6PD A- 376/968 (clase 3) y 2 fueron variantes raras. 
Siete variantes deficientes con movilidad electroforética normal fueron clasificadas 
como G6PD Santamaría376/542 (clase 2). De los 4 casos con variantes lentas, uno es 
portador de la G6PD Sao Borja337 (clase 4); los otros 2 son variantes 
electroforéticas raras con actividad normal. En un paciente con AHCNE no se pudo 
determinar la variante molecular (clase 1). La variante más frecuente en nuestra 
población fue la G6PD A- 376/202, que es un marcador de la raza negra. No se 
encontró ningún paciente con la variante Mediterránea. Este es el primer estudio 
molecular de la G6PD realizado en Cuba.  

Palabras clave: mutaciones de la G6PD, variantes bioquímicas de G6PD, PCR, 
deficiencia de G6PD.  

 

ABSTRACT 

G6PD deficiency is the most common erythroenzymopathy in the world. The 
molecular study of 50 variants of G6PD with diminished enzymatic activity and/or 
carriers of electrophoretic variants was conducted. Of 38 patients with rapid 
variants, 33 were G6PD A- 376/202; 3 were G6PD A- 376/968 (class 3) and 2 were 
rare variants. Seven deficient variants with normal electrophoretic mobility were 
classified as G6PD Santamaría376/542 (class 2). Of the 4 cases with slow variants, 
one was carrier of G6PD Sao Borja337 (class 4); other 2 were rare electrophoretic 
variants with normal activity. In a patient with CNSHA it was not possible to 
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determine the molecular variant (class 1). The most frequent variant in our 
population was G6PD A- 376/202 that is a marker for the black race. No patient 
with Mediterranean variety was found. This was the first molecular study of G6PD 
conducted in Cuba.  

Key words: G6PD mutations, biochemical variants of G6PD, PCR, G6PD  

 

 

  

INTRODUCCIÓN  

La deficiencia de Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) es la eritroenzimopatía 
más frecuente y mejor estudiada del mundo, que afecta alrededor de 400 millones 
de personas. 1,2 En las zonas de África tropical, Europa del este, Asia tropical y 
subtropical y la zona del Mediterráneo, se puede observar hasta una frecuencia del 
40 % de individuos afectados. La frecuencia en Cuba es del 4,99 % en pacientes 
del sexo masculino.1-4  

La deficiencia de G6PD presenta un patrón de herencia ligado al cromosoma X y es 
muy heterogénea desde el punto de vista genético. El descubrimiento de más de 
400 variantes bioquímicas diferentes ha demostrado la aparición de mutaciones en 
el gen de la G6PD, 1,5 las que son generalmente responsables de la diversidad en el 
cuadro clínico de esta patología, aunque muchas de ellas son silentes y solo 
resultan de interés desde el punto de vista de la genética poblacional.4  

Los pacientes con esta enzimopatía presentan una anemia hemolítica de intensidad 
variable, aunque sus manifestaciones clínicas más importantes son la ictericia 
neonatal y los episodios hemolíticos causados por la ingestión de drogas, habas 
limas, o en el transcurso de procesos infecciosos severos. En un grupo reducido de 
casos, el cuadro clínico es más severo y se acompaña de anemia hemolítica 
congénita no esferocítica (AHCNE).6-10  

Los estudios moleculares de la G6PD se iniciaron en 1985 con la clonación del gen 
situado en la región q28 del cromosoma X, lo que permitió determinar la secuencia 
del ácido desoxirribonucleico complementario (cDNA). A partir de esa fecha se 
comenzaron los estudios de posibles polimorfismos del gen y se ha podido conocer 
la naturaleza de la mutación implicada en más de 50 variantes de G6PD, las cuales 
solo habían sido caracterizadas hasta esos momentos por criterios hematológicos, 
bioquímicos y clínicos.11 Algunas de estas mutaciones crean sitios de restricción 
para endonucleasas, por lo que se pueden detectar mediante la técnica de reacción 
en cadena de la polimerasa (PCR).12 Aparecen también otras variantes esporádicas 
donde no se ha podido determinar la mutación específica y ha sido necesaria la 
secuenciación del gen.13  

En este trabajo nos proponemos determinar las alteraciones moleculares del gen de 
la G6PD más frecuentes en nuestra población.  

MÉTODOS  
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Se estudiaron muestras de sangre total obtenidas por punción venosa 
correspondientes a 50 individuos deficientes de G6PD o portadores de variantes 
electroforéticas con actividad de G6PD normal, remitidos por los servicios de 
Hematología de todo el país.  

Para el diagnóstico de deficiente de G6PD o portador de variante electroforética se 
determinó la actividad y electroforesis de G6PD utilizando los métodos establecidos 
por el Comité Internacional para la Estandarización en Hematología.14-17  

La muestra de DNA se obtuvo por los procedimientos estándares. 16  

El estudio molecular de las variantes más frecuentes (G6PD A-, G6PD A, G6PD 
Mediterránea, G6PD Santamaría) se realizó por la técnica del PCR empleando 1 mL 
de DNA resuspendido en buffer TE en un volumen final de 50 mL que contenía 5 mL 
de buffer G6PD (Tris-HCl 540 mM, MgCl2 54 mM, EDTA 54 mM, SO4(NH4)2 133 
mM); 1 mL de dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP 10 mM); 0,2 mL de cebadores 
específicos (tabla 1) para cada exón; 0,1 mL de TAQ polimerasa y agua destilada 
estéril hasta completar el volumen final.  

La reacción comienza con una desnaturalización inicial de 10 minutos a 94 oC, 
seguida de 35 ciclos de: 1 min de desnaturalización a 94 oC, 1 min de alineación 
hibridación a 60 oC y 1 min de extensión a 72 oC. Para las variantes G6PD Med y 
Santamaría la hibridación transcurre a 56 oC.  

Una vez obtenidos los fragmentos amplificados se les realizó una digestión con 
endonucleasas de restricción específicas para cada exón (tabla 1). Las digestiones 
se realizaron a una temperatura de 37 oC durante toda la noche, excepto para la 
mutación del exón 9 (nucleótido 968) que se incuba a 56 oC.  

Todos los casos fueron procesados siempre con un control negativo (G6PD B) y un 
positivo para cada mutación analizada.  

Para la comprobación de la digestión se realizó una electroforesis en gel de agarosa 
al 1,5 % con bromuro de etidio. Se utilizó bromofenol azul como indicador y el 
marcador de peso molecular fue el X-f174 RF DNA. Los fragmentos amplificados y 
digeridos se visualizaron después de la electroforesis en un transiluminador.  

RESULTADOS  

En la tabla 2 se muestran los resultados de los pacientes clasificados en 4 grupos 
según la movilidad electroforética de la G6PD en gel de almidón hidrolizado.  

En el primer grupo se incluyeron 38 pacientes que presentaron una movilidad 
electroforética rápida. En 36 casos (86,8 %) se observó la mutación en el 
nucleótido 376 correspondiente a la G6PD A. De ellos, 33 (86,8 %) mostraron la 
segunda mutación en el nucleótido 202 y en 3 (7,89 %) apareció en el nucleótido 
968. Las otras 2 variantes fueron clasificadas como raras. Una corresponde a un 
deficiente de G6PD portador de Hb H con una movilidad superior al 115 % y con 
resultados negativos para las mutaciones de los nucleótidos 202, 376 y 968. El otro 
individuo presentó actividad enzimática normal y una migración electroforética 
similar a la G6PD A, pero negativo a la mutación 376.  

Las 7 variantes incluidas en el grupo 2 presentaron movilidad electroforética 
normal. Todos fueron portadores de la variante G6PD Santamaría.  
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En el grupo 3 se encuentran 4 pacientes con movilidad electroforética lenta. Un 
individuo es portador de la G6PD São Borja. Otro caso es un paciente portador de 
una esferocitosis hereditaria asociada con una deficiencia de G6PD. Otros dos 
individuos no deficientes de la enzima presentaron variantes con movilidad 
electroforética lenta. Todos son portadores de variantes raras.  

El estudio bioquímico de un último paciente (grupo 4) no permitió determinar la 
movilidad electroforética de la variante. El estudio molecular resultó negativo para 
todos los nucleótidos estudiados (nucleótidos 202, 376, 968, 542, 563).  

En las figuras 1 y 2 se muestran algunos ejemplos de los patrones electroforéticos 
obtenidos en gel de agarosa al 1,5 % de los exones 3-4 y 6-7 digeridos con Nla III 
y Mbo II, respectivamente, correspondientes a las mutaciones 202 y 563 (G6PD A- 
y G6PD Med).  

DISCUSIÓN  

La utilización de métodos bioquímicos como la actividad y electroforesis de G6PD 
permite detectar solo una parte de las variantes estructurales de esta enzima, por 
lo que ha sido necesario desarrollar otras técnicas de mayor poder resolutivo que 
permitan discriminar entre variantes que presentan igual movilidad electroforética. 
Entre estos métodos podríamos señalar los estudios cinéticos, el enfoque 
isoeléctrico y la cromatografía analítica.17  

No fue hasta 1985, con la introducción de las técnicas de biología molecular para el 
estudio de esta enzima, que se pudo precisar la alteración a nivel del DNA y 
determinar realmente si estas variantes eran similares, aspecto este muy 
importante para poder predecir el cuadro clínico de estos casos. Se plantea que la 
presencia de algunas de estas mutaciones son las responsables del cuadro 
hematológico de estos pacientes, por lo que ha sido necesario no solo clasificarlos 
por el porcentaje de actividad que presentan, sino también por la severidad de la 
anemia hemolítica. En 1967 se estableció una clasificación de las variantes de G6PD 
teniendo en cuenta estos dos aspectos:17  

Clase 1: pacientes deficientes de G6PD con AHCNE.  

Clase 2: actividad enzimática < 10 % sin hemólisis crónica.  

Clase 3: actividad enzimática entre 10 y 60 % sin hemólisis crónica.  

Clase 4: actividad enzimática > 60 %.  

Clase 5: actividad enzimática aumentada.  

En nuestro estudio coincidimos con los trabajos realizados por otros investigadores 
donde se plantea que la variante G6PD A- es la de mayor frecuencia en nuestro 
país.4 En esta variante aparece una doble mutación: una correspondiente a la de la 
variante G6PD A en el nucleótido 376 y una segunda mutación que pudiera estar en 
los nucleótidos 202, 968 ó 680. respectivamente. La variante molecular A-376/202 fue 
la más frecuente dentro de los casos estudiados con G6PD A- (86,8 %). Esta 
variante es común en las poblaciones de origen africano y constituye un marcador 
de la raza negra.18 La variante G6PD A-376/968 ubicada en la zona del Mediterráneo, 
México y Costa Rica en individuos fenotípicamente blancos, fue descrita en Cuba en 
1989 y se encontró en individuos de la raza negra.19 Todos estos casos se 
agruparon en la clase 3 y son pacientes susceptibles a presentar episodios 
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hemolíticos asociados con agentes oxidantes y/o procesos infecciosos. Una de las 
variantes raras que aparecen con movilidad electroforética rápida en la 
electroforesis en gel de almidón hidrolizado corresponde a un individuo deficiente 
de G6PD que también es portador de una Hb H. Este paciente es muy sintomático, 
presenta ictericia marcada y mantiene una hemólisis crónica severa que se 
exacerba aún más en el transcurso de procesos infecciosos por lo que ha requerido 
de la administración de transfusiones de sangre. Debido a la interacción entre estas 
dos enfermedades no es posible precisar la clase a la que pertenece la variante, por 
lo que su caracterización molecular puede contribuir a determinar si el paciente es 
portador de una AHCNE agravada por la presencia de la Hb H o si se trata de una 
variante de la clase 2 ó 3. El otro caso con actividad normal pero negativo para la 
mutación correspondiente a la G6PD A (nucleótido 376), pudiera presentar una 
mutación lejana al sitio activo de la enzima o a la zona de interacción entre las 
subunidades que conforman la molécula de la enzima, de forma tal que produzca el 
cambio de la movilidad electroforética, pero que no afecte la actividad catalítica de 
esta y por lo tanto, no presente manifestaciones clínicas. Esta variante pertenece a 
la clase 4.  

La G6PD Santamaría, no descrita anteriormente en nuestro país, presenta una 
doble mutación: una similar a la G6PD A (nucleótido 376) y otra en el nucleótido 
542. Esta variante, encontrada frecuentemente en España, Argelia y otros países 
del Mediterráneo, presenta menos del 8 % de actividad enzimática, aspecto que 
provoca que aparezca en algunos pacientes un cuadro hematológico severo, y en 
algunos casos con requerimientos transfusionales. Los 7 casos deficientes de G6PD 
que presentaron variantes con movilidad electroforética normal fueron inicialmente 
clasificados, de acuerdo con el estudio bioquímico, como G6PD Mediterránea. El 
análisis molecular de estos pacientes permitió demostrar que todos presentaban la 
variante G6PD Santamaría y se incluyeron en la clase 2. Es importante señalar que 
en España la variante más frecuente es la G6PD Mediterránea, la cual es muy 
polimórfica y que presenta un cuadro clínico similar a la G6PD Santamaría,20 por lo 
que llama la atención el hecho de que aún no se ha encontrado ningún paciente en 
la población cubana con la G6PD Med, a pesar de la contribución importante de este 
país a la mezcla racial de nuestra población.3,4  

La G6PD São Borja, descrita simultáneamente en Brasil y Cuba, corresponde a las 
variantes de la clase 4, ya que no tiene manifestaciones clínicas. La mutación se 
encuentra afectando el nucleótido 377 y se detectó por la secuenciación del gen.21 
En el grupo 3 también aparece otro paciente que presenta un cuadro clínico severo 
debido a que es portador además de una esferocitosis hereditaria. El diagnóstico de 
la deficiencia de G6PD se realizó después que se detectó un proceso hemolítico una 
vez que el paciente había sido esplenectomizado y se había mantenido asintomático 
durante un tiempo. Este caso es posible que presente la variante G6PD Seattle,22,23 
una de las variantes polimórficas deficientes de G6PD. Por el cuadro clínico se 
concluyó en la clase 3. Los otros 2 pacientes de este grupo presentaron actividad 
enzimática normal y se incluyeron en la clase 4. En estas 3 últimas variantes está 
pendiente concluir el estudio. Deberá realizarse polimorfismo de cadena sencilla 
(SSCP) y secuenciación del gen.  

Un último paciente (grupo 4) es portador de una variante deficiente de G6PD con 
AHCNE (clase 1), la que está presente también en otros miembros de la familia con 
manifestaciones similares. Al no poder precisar su movilidad ecetroforética en gel 
de almidón hidrolizado (no se observa banda electroforética), realizamos el estudio 
molecular para las mutaciones de los exones 3,4,5,6,7,9 descartando todas las 
posibles mutaciones polimórficas. Esto demuestra que se trata de una variante 
rara, por lo que nos proponemos realizar el SSCP y la secuenciación del gen.  
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Este estudio constituye el primer paso en nuestro país para la caracterización 
genética y molecular de variantes de G6PD encontradas en nuestra población. 
Conocer el tipo de mutación específica que las afecta puede contribuir a ampliar en 
el conocimiento sobre la estructura terciaria y cuaternaria de esta enzima, así como 
relacionarla con las características bioquímicas, el cuadro clínico y la evolución de la 
enfermedad.  
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