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HEMOGLOBINA WOODVILLE ASOCIADA A UNA DOBLE MUTACION PUNTUAL EN EL GEN DE LA
GLUCOSA-6-FOSFATO DESHIDROGENASA
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Resumen En nuestro pais, la co-herencia de defectos eritrocitarios, hemoglobinopatias, enzimopatias y
membranopatias no es un evento inusual. A fin de diagnosticarlos, se implementé una estrategia
de laboratorio que incluye pruebas de tamizaje y confirmatorias, ademas de la caracterizacion molecular. Como
resultado de esto, se identificé a un hombre de 24 afios, portador de una hemoglobinopatia (hemoglobina Wood-
ville) y de una enzimopatia (déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa). La hemoglobina Woodville no produce
sintomas en el estado heterocigota, no habiéndose comunicado, hasta el momento, individuos homocigotas o
doble heterocigotas. Por el contrario, la doble mutacién puntual en el gen de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
c.[202G>A;376A>G],p. [Val 68Met; Asn126Asp], previamente descripta, ocasiona hemdlisis de gravedad variable
tras la ingesta de drogas o alimentos o durante el curso de infecciones. Este caso resalta la importancia de la
metodologia utilizada para el diagndstico, tratamiento y asesoramiento genético correcto.

Palabras clave: hemoglobina Woodville, hemoglobinas anormales, deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
Abstract Hemoglobin Woodville associated with double point mutation in the gene of glucose-
6-phosphate dehydrogenase. The co-inheritance of erythrocyte defects, hemoglobinopathies,
enzymopathies, and membranopathies is not an unusual event. For the diagnosis, a laboratory strategy, includ-
ing screening and confirmatory tests, additional to molecular characterization, was designed. As the result of
this approach, a 24-year-old man carrying a hemoglobinopathy (Hemoglobin Woodville) and an enzymopathy
(glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency) was identified. In the heterozygous state hemoglobin Woodville,
is asymptomatic, and homozygous or double heterozygous individuals have not been reported thus far. On the
other hand, previously described double point mutation in the gene for glucose-6-phosphate dehydrogenase c.
[202G>A; 376A>G], p. [Val 68Met; Asn126Asp], causes hemolysis of varying severity after food or drug intake
or infections. This case highlights the importance of the methodology carried out for the diagnosis, treatment,

and proper genetic counseling.
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Las alteraciones de la hemoglobina (Hb) son los des-
oérdenes monogénicos mas frecuentes y han sido identifi-
cadas mas de 1 000 mutaciones diferentes’. Si bien estas
mutaciones predominan en ciertas regiones del mundo,
las migraciones han determinado su distribuciéon mundial.
Por otra parte, la deficiencia de glucosa-6-fosfato deshi-
drogenasa (G6PD) es la alteracion enzimatica eritrocitaria
mas frecuente, que afecta a 400 millones de personas
en el mundo entero®*. Esto implica que la co-herencia
de mas de un defecto genético eritroide no es un evento
inusual, especialmente en paises como el nuestro con
una poblaciéon multiétnica.
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Se identificd la presencia de la Hb Woodville [a1
6(A4); Asp->Tyr] asociada a una doble mutacion puntual
en el gen de G6PD c.[202 G>A; 376 A>G, p.Val68Met;
Asn126Asp] en un individuo®®.

Caso clinico

Hombre de 24 anos, incluido en el estudio familiar de eritropatias
debido a que su hijo de 4 afos de edad presentaba microcitosis
e hipocromia sin anemia. Los estudios hematoldgicos incluyeron:
hemograma, obtenido mediante un contador hematoldgico Sys-
mex XS-800i (Sysmex Corporation, Kobe, Japan); cuantificacion
de las diferentes fracciones de Hb, realizada por electroforesis
capilar (Capillarys Flex Sebia, Evry, France) y por electroforesis
en gel de agar a pH &cido y alcalino (Sebia, Lisses, Evry, France);
prueba de tamizaje de deficiencia de G6PD (prueba de Brewer);
prueba para la determinacién de hemoglobinas inestables (prue-
ba de Carrel y Kay); actividad enzimatica de la G6PD, medida
por espectrofotometria’ y determinacion de la P, realizada en
el analizador Radiometer ABL 835 analyzer a 128 longitudes de
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onda (Radiometer A/S, Copenhagen, Denmark). La P se calculd
por extrapolacién de la curva de disociacion del oxigeno al 50%
de saturacion y se utilizé como un indicador de la afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno®.

Se realizé la extraccion de ADN de leucocitos de sangre
periférica por el método de salting out. Se estudiaron las dele-
ciones mas frecuentes del cluster a-globina (-03.7, —a4.2, --MED
y --20.5) por GAP-PCR utilizando la estrategia y los primers
previamente descriptos por Chong y col.®. Se secuenciaron
directamente los genes HBA1y HBA2 utilizando el método San-
ger con el secuenciador automatico ABI PRISM 3130 (Applied
Biosystems) y primers descriptos por Zorai y col'.

La presencia de deleciones/inserciones en los clusters
a—globina y B-globina se estudié por MLPA, utilizando el kit
salsa MLPA P140B HBA y P102-B2 HBB (MRC-Holland). Por
ultimo, se analizaron por secuenciacion directa los genes HBB
y G6PD"'2,

Los resultados de los estudios hematoldgicos se muestran en
la Tabla 1. Tanto el propdsito como su hijo presentaron valores
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disminuidos de volumen corpuscular medio (VCM) y hemoglobina
corpuscular media (HCM) sin anemia. En el nifio se encontré
una deficiencia de hierro leve. La electroforesis capilar de Hb del
propdsito y su hijo mostré la presencia de una banda anémala
de 5% y 3.4%, respectivamente.

En ambos varones se detect6 la mutacion puntual c.19G>T
(p-Asp7Tyr) en estado heterocigota en el gen HBA1. Esta mutacion
provoca una variante de la Hb llamada Hb Woodville, previamente
descripta en 2 mujeres con perfil hematolégico normal®é. No se
encontraron mutaciones puntuales en los genes HBB'y HBAZ2 ni
se detectaron deleciones en el cluster de a-globina.

La prueba de Brewer fue solo positiva en el propdsito,
confirmandose la disminucion de la actividad enzimatica me-
diante una técnica cuantitativa. La secuenciacion del gen de la
G6PD permitié la identificacion de una doble mutacién puntual
c.[202G>A; 376A>G, p.Val68Met; Asn126Asp]. Esta variante
de la enzima G6PD llamada A- esta clasificada como clase llI
segun la Organizacién Mundial de la Salud y esta asociada con
una actividad del 10-20%'3 4.

TABLA 1.— Resultados de analisis hematolégico

Nifio Madre Propésito

Hematies (10%2/1) 5.3 4.7 5.6
Hemoglobina (g/dl) 13.5 13.8 15.1
Hematocrito (%) 37.8 39.8 43.5
VCM (fl) 72.0 85.2 775
HCM (pg) 25.7 29.6 26.9
CHCM (grdl) 35.7 34.7 34.7
ADE (%) 13.7 13.7 12.3
Reticulocitos (%) 2.0 1.6 1.6
Morfologia eritrocitaria anisocitosis+ anisocitosis+ anisocitosis+

microcitos++ ovalocitos+ microcitos+

hipocromia++ hipocromia+

punteado basdfilo+ punteado basdfilo+

LDH (UI/1) 434 365 273
Electroforesis Hb capilar A/X/A, A/A, A/X/IA,
Hb A2 (%) 2.7 2.3 2.1
Hb F (%) 0.97 <03 <0.3
Banda X (%) 34 - 5.0
Cuerpos de inclusion Negativo Negativo Negativo
Prueba de Carrel y Kay Negativo Negativo Negativo
Prueba de Brewer Negativo Negativo Positivo
Ferritina (ng/ml) 19.7 16.0 82.9
Ferremia (ug%) 75.6 102.5 97.6
TIBC (ug%) 385 469 279
Saturacion % 20 22 35
P, (RR: 25-29 mmHg) 26.4 No realizada 27
Fragilidad osmética media Normal Normal Normal
Concentracion de G6PD
(RR: 4.6-13.5 U/gHb) No realizado No realizado 1.7
Actividad enzimatica No realizada No realizada 18%

RR: Rango de referencia



406

Discusion

Los desordenes hereditarios de la hemoglobina son los
defectos mas comunes, atribuidos a alteraciones gené-
ticas, y se estima que el 7% de la poblacién mundial es
portadora de algunos de éstos'®. Debido a las caracte-
risticas étnicas de nuestro pais, la presencia de mas de
una alteracion en los hematies no es un evento inusual. A
fin de detectar estas asociaciones se emplea un conjunto
de pruebas de tamizaje, aplicadas a una amplia variedad
de patologias eritrocitarias. Como resultado de esta es-
trategia se detectd la presencia de la Hb Woodville en el
padre y en su hijo. Ademas, solo en el padre y asociada
a esta variante de Hb se identificd una doble mutacion
puntual en el gen G6PD.

La Hb Woodville fue descripta por primera vez en 1986
en una mujer vietnamita. La variante es el resultado de la
mutacion GAC—TAC en los genes HBA2 o HBA1 y los
portadores de la misma son asintomaticos. El propdsito
y su hijo presentaron un porcentaje bajo de esta variante
de Hb, lo que concuerda con los reportes bibliograficos.
El valor de P, fue normal, aunque algunos autores co-
municaron un leve aumento de la afinidad de esta Hb
por el oxigeno® ©.

La disminucién del VCM y HCM detectada en el nifio y
en el padre no concuerdan con lo reportado previamente.
Las pacientes descriptas por Como y Viprakasit presen-
taban indices hematimétricos normales® ¢ Los indices
en el nifio no se modificaron tras la administracién de
sulfato ferroso a dosis terapéutica. El estudio molecular
de los genes HBB y HBA2 descart¢ la presencia de otras
mutaciones puntuales o deleciones que pudieran alterar
el equilibrio entre la produccion de cadenas de globina
o/B, ocasionando asi las alteraciones en el VCM y/o
HCM como se observan en los sindromes talasémicos.
La deficiencia de G6PD, fuera del episodio hemolitico no
altera los indices hematimétricos y, dado que solo el padre
del nifo presenta ambas alteraciones, no justificaria los
hallazgos encontrados en el nifo. La falta de reportes a
nivel mundial y la imposibilidad de estudiar a familiares
de la rama paterna impide aclarar la etiologia de estos
hallazgos.

El uso de la electroforesis capilar de Hb permitio dife-
renciar la Hb Woodville de la HbA,. En reportes previos
donde se us6 cromatografia liquida de baja presion, los
tiempos de retencion de la Hb Woodville y de Hb A, fueron
los mismos, lo que puede conducir al diagndstico erréneo
de B-talasemia®. La electroforesis de Hb a pH alcalino en
gel de agar mostré un componente migratorio a la altura
de la Hb fetal.

En cuanto a la deficiencia de G6PD, enzimopatia ligada
al cromosoma X, la variante A- esta clasificada como clase
IIl, y se caracteriza por episodios de hemdlisis desencade-
nados por infecciones, drogas o alimentos. Esta variante
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no solo tiene disminucién de la actividad enzimatica, sino
que también tiene baja estabilidad debido a defectos en
el plegado de la proteina'®.

En conclusion, la identificacion de la Hb Woodville aso-
ciada a la deficiencia de G6PD refuerza el planteo de que
el diagnéstico de las patologias eritrocitarias debe incluir
pruebas de tamizaje que conduzcan a la identificacion de
mas de un desorden coheredado, a fin de dar un correcto
diagndstico y un adecuado consejo genético.
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