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Resumen 

La Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PD) es una enzima reguladora clave que 

desempeña un papel crucial en la regulación de la energía celular y el balance redox. Las 

mutaciones en el gen que codifica la G6PD causan la enzimopatía más común a nivel 

mundial, que conduce a la anemia hemolítica no esferocítica hereditaria.  

Para obtener información sobre los efectos de las mutaciones en la eficacia de la enzima 

G6PD, se investigaron los cambios bioquímicos, cinéticos y estructurales de tres variantes 

clínicas de G6PD, las variantes sencillas G6PD A+ (Asn126Asp) y G6PD Nefza 

(Leu323Pro) y la doble mutante G6PD (Asn126Asp + Leu323Pro).  

Las mutantes mostraron una menor actividad residual (≤50% que la enzima silvestre) y 

mostraron importantes cambios cinéticos. Aunque todas las mutantes son agrupadas en Clase 

III, se localizan en diferentes regiones de la estructura tridimensional y no se encuentran 

cerca del sitio activo, estas mutantes tienen un efecto perjudicial sobre la actividad catalítica 

y la estabilidad estructural.  

Los resultados indicaron que la mutación que da origen a la mutante G6PD Nefza fue la 

principal responsable delas alteraciones funcionales y estructurales observadas en la doble 

mutante G6PD A-. Además, este estudio sugiere que las mutantes G6PD Nefza y G6PD A- 

afectan las funciones de la enzima de manera similar a las mutantes de G6PD agrupadas 

como Clase I 
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1. Introducción 

1.1 Epidemiología y polimorfismo de la G6PD  
La deficiencia de la Glucosa-6-Fosfato Deshidrogenasa (G6PD) es la enzimopatía más 

frecuente en el hombre y el quinto defecto congénito más común a nivel mundial. Tiene una 

prevalencia aproximada del 4.9%, y un estimado de 330 a 400 millones de personas afectadas 

en el mundo. Se calcula que el 7.5% de la población mundial porta un gen deficiente de 

G6PD (Ramírez-Cheyne y Zarante, 2009). El 90% de los afectados son del sexo masculino 

(Wajcman y Galactéros, 2004), esto presuntamente se puede explicar debido al patrón de 

herencia que presenta la deficiencia, la cual está ligada al cromosoma X.  

La frecuencia mundial varía desde 0.1% en Japón y Europa del norte hasta 62% entre los 

judíos kurdos (WHO, 1989). Las poblaciones con mayores proporciones de afectados van 

hasta el 30% de prevalencia y se encuentran en África, Asia, Medio Oriente, Mediterráneo y 

Papuasia (Figura 1) (Luzzatto y Mehta, 2001).  

Actualmente, han sido reportadas 217 mutaciones en el gen G6PD  humano (Gómez- Manzo 

et al., 2016), 100 de ellas son polimórficas en varias poblaciones humanas ya que se 

encuentran con alta frecuencia (Fonseca et al., 2005). Las variantes polimórficas de mayor 

distribución son: la G6PD Mediterráneo localizada en países que rodean el mar Mediterráneo, 

en el Medio Oriente y en la India; la G6PDA A- predominante en regiones de África, 

América, las Antillas, Europa del sur y en cualquier lugar donde haya población inmigrante 

de origen africano (Luzzato y Mehta, 2001); la G6PD Viangchan y G6PD Mahidol con mayor 

frecuencia en regiones del Sudeste Asiático, G6PD Cantón en China, y la G6PD Unión 

alrededor del mundo (Wang et al., 2005) 
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Figura 1. Distribución de la prevalencia mundial de la deficiencia de G6PD basado en un método 

bayesiano. Los porcentajes, en orden ascendente de intensidad de color, muestran la prevalencia por 

cada nación. Modificado de Nkhoma et al., (2010).  

Cuando una mutación en un gen confiere una ventaja selectiva adquiere una alta frecuencia 

en algunas poblaciones. En el momento en que se llega a un balance entre la ventaja y la 

desventaja conferidas por el gen, éste se designa como un polimorfismo balanceado (Fonseca 

et al., 2005). El ejemplo más estudiado de este caso es la mutación para la anemia de células 

falciformes y la ventaja conferida por el gen de G6PD a la resistencia a la malaria. Esto se 

debe, a que la distribución geográfica de la deficiencia de G6PD correlaciona con la 

prevalencia de la malaria. En este sentido, estudios bioquímicos y epidemiológicos han 

llevado a sugerir que la deficiencia de ésta enzima es uno de los polimorfismos que confiere 

resistencia a la infección por malaria (Greene, 1993). 

En Latinoamérica, la prevalencia estimada para la deficiencia de G6PD varía de manera 

importante entre países e incluso entre regiones. La deficiencia de G6PD se concentra en las 

regiones costeras (Gómez-Manzo et al., 2014). En algunos países la frecuencia es menor al 

1% (Argentina, Bolivia, Costa Rica, México, Panamá y Perú), en otros países se sitúa entre 

el 1 y 3% (Belice, República Dominicana, Guatemala, Honduras y Guyana), mientras que 

Haiti y Venezuela presentan las mayores prevalencias, con un 5.2% y 8.6%, respectivamente 

(Howes et al., 2013). 
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Por otro lado, en México, los estudios sobre la deficiencia de la enzima G6PD en México 

fueron iniciados por el Dr. Lisker empleando diversos análisis poblacionales, genéticos y 

clínicos (Lisker et al., 1962). El desarrollo de técnicas de biología molecular ha permitido un 

diagnóstico certero de la enfermedad, además de conocer las mutaciones presentes en nuestro 

país y su asociación con la severidad del padecimiento (Beutler et al., 1992). Vaca y 

colaboradores (2003)
 
demostraron que la deficiencia de la G6PD en México a nivel de ADN 

es heterogénea y describieron la presencia de tres variantes polimórficas, previamente 

reportadas en poblaciones de África, Islas Canarias y España (Vaca et al., 2002). 

1.2 Genética de la G6PD 

El locus del gen G6PD se localiza en la parte distal del brazo largo del cromosoma X (Xq28), 

y contiene 13 exones, 16 intrones y con un tamaño aproximado de 18.5 kb  en la secuencia 

completa (García-Magallanes et al., 2014a). Interesantemente el primer exón, consta de 600 

pb y nose traduce el nicio de la traducción (sitio AUG) se localiza en el nucleótido 115 del 

exón 2, el cual consta de 127 pb (Gómez-Manzo et al., 2014). Así, el RNA mensajero 

(RNAm) resultante consta de 2269 nucleótidos, donde solo 1545 pb del gel codifican a un 

monómero de 515 aminoácidos (Figura 2). 

Como se ha mencionado el gen de la G6PD debido a que está localizado en el cromosoma 

X, la herencia está ligada al sexo, con expresión del defecto en el varón homocigoto. Así, 

basta con que el varón tenga una afectación en el cromosoma X para presentar el fenotipo de 

la deficiencia, mientras que para que se presente una deficiencia en las mujeres es necesario 

que ambos cromosomas X presenten alguna mutación que afecte a dicho gen (Rinaldi et al., 

1976). 

La deficiencia de G6PD se produce por varios mecanismos genéticos como deleciones 

distales, mutaciones puntuales y sustituciones. Todas las mutaciones se transcriben en 

enzimas con una reducción en la actividad residual, pues la deficiencia completa de la 

proteína G6PD es incompatible con la vida. Las mutaciones afectan la estabilidad estructural 

de la enzima, lo que funcionalmente lleva a una disminución de la actividad enzimática y en 

consecuencia a las múltiples variables mutantes de la G6PD que se han descrito (Bonilla et 

al., 2007).  
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Figura 2. Representación esquemática del gen de la G6PD ubicado en el cromosoma X. Los exones 

son representados como cuadros abiertos. Los círculos abiertos representan a las mutaciones que 

causan las variantes clase II y III. Círculos llenos representan mutaciones esporádicas de la variante 

severa Clase I. Elipses abiertos son mutaciones que causan  las mutaciones Clase IV. Cuadros llenos 

representan mutaciones esporádicas. Tomado de Gómez-Manzo et al., (2016a). 

Las mutaciones que han sido reportadas en el gen G6PD afectan la secuencia codificante y 

resultan en una enzima deficiente. La mayor parte de las 217 mutaciones conocidas a nivel 

mundial, se debe a mutaciones “missense”, es decir, ocurre la sustitución de una base que 

permite el reemplazo del aminoácido (Gómez-Manzo et al., 2016a). Raramente una segunda 

mutación está presente en el mismo gen. La región del promotor del gen de la G6PD ha sido 

ampliamente estudiada y se ha reportado que no presenta mutaciones (Cheng et al., 1999). 

Los estudios de Cheng y colaboradores (1996), puntualizaron que las mutaciones que causan 

la anemia hemolítica crónica no esferocítica (Clase I) están agrupadas en el exón 10 (Figura 

2); el cual codifica para el extremo carboxilo terminal de la enzima, entre la región de los 

aminoácidos 362 al 446; mientras que la mayoría de las mutaciones clínicamente menos 

agresivas se localizan en el extremo amino de la proteína. A nivel de estructura tridimensional 

de la proteína, el exón 10 codifica para una región que está involucrada en la dimerización 

de la proteína. Estas mutaciones parecen afectar la hidrofobicidad y las interacciones carga-

3 1311 122 4 5 7 8 9 10
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carga de los puentes salinos de la proteína, provocando el mantenimiento de la forma inactiva 

de la enzima (Franzé et al., 1998). 

 

1.3 Estructura de la G6PD 

La enzima G6PD contiene 515 aminoácidos por subunidad, con una masa molecular relativa 

de 59.25 kDa. La enzima activa está presente en forma de dímero y contiene una molécula 

de NADP+
 
por monómero. El cambio de monómero inactivo a dímero catalítico requiere de 

la presencia de NADP+ (Figura 3),  el cual está unido a la enzima y participa como un sustrato 

de la reacción. Algunos estudios que han analizado la proteína indican que el sitio de unión 

de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato oxidado (NADP+) está localizado cerca del 

extremo amino terminal y tiene un aminoácido altamente conservado en la posición 72 

(Arginina), el cual juega un papel importante en la unión de la coenzima (Figura 3) (Gómez-

Manzo et al., 2017) 

La estructura tridimensional del dímero de la G6PD humana fue modelada a partir de la 

estructura cristalográfica de la G6PD de Leuconostoc mesenteroides, posteriormente Au y 

colaboradores, (2000) reportaron la primera estructura cristalográfica de la G6PD humana 

determinada para la variante Canton. Un tetrámero conformado por dos dímeros, muy similar 

a L. mesenteroides, con dos importantes diferencias, la primera presentaba una molécula 

estructural de NADP+ próxima a la interfase del dímero, y un enlace disulfuro intra- 

subunidad que restringe el segmento N- terminal.  El NADP+ estructural le confiere a la 

enzima estabilidad y como se reportó, no está presente en procariontes, además de su función 

estructural, actúa como una coenzima (Au et al., 2000). 
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La estructura tridimensional de la G6PD contiene un total de 15 hélices α y 15 hojas β, en la 

estructura del dímero las 2 subunidades están localizadas simétricamente (Figura 3) (Au et 

al., 2000). La superficie de interfase está conformada esencialmente por la superficie de 

contacto entre las dos hojas antiparalelas de los dominios β + α, unidas por puentes 

hidrofóbicos. Esta asociación resulta en una molécula muy grande (> 122 Å) con dos 

subunidades de conformación similar (Rowland et al., 1994). 

Figura 3.  Estructura cristalográfica de la enzima G6PD silvestre humana. Se muestra el NADP+ 

estructural (superficie molecular en color azul), NADP+ catalítico (superficie molecular en color  

morado), así como el sustrato G6P (superficie molecular en color amarillo) en el dímero. Los dos 

monómeros son mostrados en azul claro y verde. Enmarcado a la derecha se encuentra un 

acercamiento de la interfase dimérica y ambos NADP+ estructurales. Tomada de Gómez-Manzo et 

al. (2016a). 

 

1.4 Bioquímica de la G6PD 
El NADPH es una molécula reductora que participa en diferentes rutas metabólicas de la 

célula, como la síntesis de los ácidos grasos, y el colesterol. El NADPH se genera mediante 

la oxidación de Glucosa-6- fosfato (G6P) por una vía alterna de la glucólisis, la vía de las 

pentosas fosfato. En la mayoría de las células, la vía de las pentosas fosfato tiene como 

objetivo primario la generación de NADPH y ribosa 5 fosfato; para el eritrocito, es la única 

forma de obtener este compuesto NADPH (Voet et al., 2009).  La primera reacción de esta 
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vía, es la conversión de Glucosa 6- fosfato a 6 fosfogluconolactona con reducción de NADP+ 

a NADPH (Figura 4). La enzima que cataliza dicha reacción es la Glucosa-6-Fosfato 

Deshidrogenasa (G6PD). 

Figura 4.  Función de la enzima G6PD en la vía de las pentosas fosfato en los eritrocitos. El NADPH 

es producido por la acción de la glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PD) y 6 fosfogluconato 

deshidrogenasa (6PGD). El NADPH sirve como donador de protones para la generación del glutatión 

reducido, que es un ligando de la enzima catalasa. Cat = catalasa. GPx = glutatión peroxidasa. GR = 

Glutatión reductasa. G6PD = Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa. 6GPD = 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa. GSH = Glutatión reducido. GSSG = Glutatión oxidado, H2O2 = Peroxido, O2- = 

Superoxido. Tomada y modificada de Gómez-Manzo et al., (2016a) 

En los eritrocitos, la función de esta primera reacción, es mantener los niveles adecuados de 

glutatión reducido (GSH) a partir de la oxidación del NADPH por la glutatión reductasa. 

Además, es un componente estructural de la enzima catalasa, pues en el momento que el 

eritrocito es afectado por especies reactivas de oxígeno (ERO), la peroxidasa utiliza un GSH 

como sustrato para convertir el H2O2 en H2O y al glutatión reducido a glutatión oxidado 

(GSSG) (García-Magallanes et al., 2014a). El GSH presente en los eritrocitos, forma parte 

vital del funcionamiento natural de la célula, pues al detoxificar el peróxido de hidrógeno 

evita un daño irreversible en la hemoglobina (Beutler y Yoshida, 1988), y además garantiza 

su función principal que es transportar oxígeno dentro de una vida media de 120 días (Eandi 
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et al., 2011). Además, otro producto final de esta vía, es la ribosa 5- fosfato, componente 

estructural y funcional de moléculas de igual importancia como el DNA, RNA y ATP. 

1.5 Deficiencia de la G6PD 
Las enzimopatías se refieren a la ausencia o decremento en la actividad de una enzima, 

pueden deberse a mutaciones genéticas que afectan la función de alguna proteína con 

actividad catalítica (Gómez-Manzo et al., 2014). La deficiencia de la G6PD constituye el 

defecto enzimático patológico más común en los seres humanos, se trata también de uno de 

los trastornos con mayor heterogeneidad genética. La deficiencia de la esta enzima es 

provocada por mutaciones en el gen G6PD, obteniéndose así variantes de G6PD que puedan 

presentar afectaciones desde perder casi toda su capacidad catalítica hasta acelerar en gran 

medida su actividad, causando en cada portador de la deficiencia diferentes manifestaciones 

clínicas que pueden poner en riesgo su integridad física. 

La mayoría de las variantes de G6PD tienen una sola mutación, sin embargo, no es el número 

de mutaciones lo que determina la gravedad de la deficiencia, sino la localización de las 

mutaciones en la estructura tridimensional de la enzima (Kotaka et al., 2005).  Actualmente, 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) clasifica la severidad de la enfermedad con base 

en las manifestaciones clínicas. La deficiencia de G6PD Clase I, se refiere a todas aquellas 

enzimopatías que muestran una deficiencia severa con anemia hemolítica no esferocítica. La 

deficiencia Clase II, agrupa a las deficiencias severas, con una actividad enzimática <10% de 

la actividad registrada para una enzima G6PD normal. La Clase III se refiere a una 

disminución moderada de la actividad de la G6PD, cuando su actividad oscila entre el 10 y 

el 60%, respecto a la normal. Finalmente, en la Clase IV se agrupan los casos con baja 

disminución en la actividad enzimática (60 al 100% de actividad) y la Clase V son aquellos 

casos en los que se presenta una actividad mayor respecto a la actividad normal (dos veces 

mayor a lo normal) (Tabla 1). 
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Tabla 1. Clasificación de la deficiencia de Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD). (Adaptada 

de WHO Working group, WHO, 1986). 

Clase Nivel de Deficiencia Actividad enzimática 

I Severa Anemia hemolítica crónica no 

esferocítica 

II Severa Menos del 10% de lo normal 

III Moderada Del 10 al 60% de lo normal 

IV Suave Del 60 al 100% de lo normal 

V Ninguna Mayor del 100 de lo normal 

 

 

1.6 Manifestaciones clínicas. 
La mayoría de los sujetos con deficiencia de la G6PD son asintomáticos a través de su vida. 

De manera general la enfermedad se manifiesta como una hemólisis aguda cuando los 

eritrocitos están en condiciones de estrés oxidante. Por lo tanto, la expresión clínica resulta 

de la interacción de las propiedades moleculares de cada variante de G6PD y de factores 

exógenos (Bonilla et al., 2007). Además, si la deficiencia de G6PD es moderada, la anemia 

hemolítica (principal afectación por las deficiencias) es autolimitada porque solo son 

destruidos los eritrocitos viejos, pues los jóvenes tienen actividad enzimática normal o 

cercana a la normalidad y no son susceptible a hemólisis, salvo que se expongan a sustancia 

desencadenantes de estrés oxidativo. Sin embargo, las células jóvenes de las personas con 

grave deficiencia de G6PD presentan un mayor riesgo de hemólisis grave (Beutler y Yoshida, 

1988). Se han descrito diferentes manifestaciones clínicas asociadas a la deficiencia de la 

G6PD que incluye: 

Hemólisis inducida por fármacos: Este padecimiento se desencadena luego de ser ingeridos 

ciertos fármacos, como: acetanida, ácido nalidixico, furazolidona, primaquina, etc. Dentro 

de los síntomas que presentan se encuentran: fiebre, orina de coloración negra, ictericia y 

anemia (Beutler, 1983; Viglietto et al., 1990). 

Hemólisis inducida por infección: Esta causa en la más común de hemólisis en todos los 

pacientes con deficiencia de G6PD, la severidad de hemólisis se ve influenciada por factores 

de infecciones por virus de la Hepatitis A y B, Citomegalovirus, cuadros de neumonía y 
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fiebre tifoidea. A pesar de ser la causa más frecuente de hemólisis entre los afectados por la 

deficiencia, el mecanismo por el cual la infección induce la hemólisis no es conocido 

(Beutler, 1988). 

Favismo: Ésta manifestación se caracteriza por la presencia de un cuadro de hemólisis aguda 

después de ingerir habas, sin embargo, no todos los individuos con deficiencia de G6PD 

presentan hemólisis después de la ingesta de habas. Los síntomas se desencadenan dentro de 

las 24 y 48 horas siguientes a la ingesta y los síntomas más comunes son náuseas, vómitos, 

malestar y vértigo (Mehta et al., 2000). Los compuestos vicina e isuramilo, abundantes en 

las habas, se piensa que son los causantes de la respuesta hemolítica (Beutler, 1988). 

Ictericia neonatal y kernicterus: La ictericia no es el resultado directo de la hemólisis sino 

una consecuencia de la inmadurez de las funciones hepáticas del neonato, debido a la 

deficiencia de esta enzima en el hígado (Kaplan et al., 2011). Esta deficiencia lleva a la rápida 

lisis de los eritrocitos, tiene un pico de presentación entre el segundo y el tercer día de nacido. 

Puede llevar al kernicterus, el cual consiste en daño cerebral y de los nervios auditivos por 

niveles elevados de bilirrubinemia neonatal no conjugada. También puede llevar a 

discapacidad intelectual, parálisis cerebral, sordera y muerte. 

Anemia hemolítica crónica no esferocítica. Las personas que son afectadas por la 

deficiencia agrupada en la Clase I, condicionan la presencia de anemia hemolítica no 

esferocítica (AHCNE), debido a que la baja actividad de la G6PD no puede mantener un 

aporte suficiente de NADPH para prevenir el estrés oxidativo generado por el metabolismo 

normal. Los pacientes que presentan ictericia neonatal y anemia hemolítica crónica requieren 

de transfusiones sanguíneas continuas (Mason et al., 2007). 

1.7 Estudios de la deficiencia de G6PD en México. 
Un estudio epidemiológico de la deficiencia de G6PD realizado en México, con un grupo de 

4777 individuos de la población general de cuatro estados de las costas del Pacífico (Sinaloa, 

Nayarit, Colima y Guerrero), tres estados del Golfo de México (Tamaulipas, Veracruz y 

Yucatán), y tres estados del noroeste de nuestro país (San Luís Potosí, Coahuila y Durango); 

se reportó una prevalencia de 0.71%, se identificó su distribución geográfica y se determinó 

la presencia de 18 variantes de G6PD (Tabla 2). Recientemente, García-Magallanes y 

colaboradores (2014b) reportaron la presencia de una nueva mutante que fue nombrada  
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G6PD Mexico DF (A193G) en un estudio realizado en la región norte de México. 

 
Tabla 2. *Mutantes de G6PD encontradas en la población mexicana 

 

Mutación 

Nombre 

cDNA Nucleótido 

Sustitución 

Codón Amino Acido 

Sustitución 

Exon Clase 

 

Tsukui 561_563del 188 Ser 6 I 

Durham 713A > G 238 Lys → Arg 7 I 

Zacatecas 770 G > T 257 Arg → Leu 7 I 

Veracruz 1094 G > A 365 Arg → His 10 I 

Guadalajara 1159C->T 387 Arg → Cys 10 I 

Nashville 1178G > A 393 Arg → His 10 I 

Yucatan 1285 A > G 429 Lys → Gly 10 I 

Valladolid 406C > T 136 Arg → Cys 5 II 

Santa-María 376A > G  

542A > T 

126 

181 

Asn → Asp 

Asp → Val 

5, 6 II 

San Luis Potosi 376 A > T 126 Asn → Tyr 5 II 

A+ 376A > G 126 Asn → Asp 5 III 

Vanua-Lava 383T > C 128 Leu → Pro 5 II 

Viangchan 871G > A 291 Val → Met 9 II 

Union 1360C > T 454 Arg → Cys 11 II 

A- 202G > A  

376A > G 

68 

126 

Val → Met  

Asn → Asp 

4,5 III 

A- 376 A>G 

968 T>C 

126 

323 

Asn → Asp 

Leu → Pro 

5 

9 

III 

Seattle 844G->C 282 Asp → His 8 III 

México City 680G > A 227 Arg → Gln 7 III 

Nefza 968T > C  326 Leu → Pro 9 III 

México DF 193 A > G 65 Thr → Ala 4 NR 

(*Tabla modificada de Vaca et al., (2003). Las mutantes marcadas en negrita son las involucradas en 

éste estudio. 

 

Las principales variante encontradas en México incluyen a la G6PD A-, G6PD Mexico City, 

G6PD Durham y G6PD Zacatecas. La G6PD A-
 
es la variante más común, lo cual ha sido 

demostrado por análisis molecular de DNA de pacientes mestizos. Para el caso de México, 

estudios en sujetos mexicanos que presentan esta deficiencia han reportado que el 80% de 

los casos corresponden a la mutación A-202A/376G y que el 20% presentan la mutación A-
 

376G/968C; con ancestría africana para éstas variantes (Vulliamy et al.,1991; Beutler y Kuhl, 

1990)
 
por lo que es probable que ambas variantes (A-202A/376G and A-376G/968C) hayan 

sido importadas de África a México por medio de esclavos africanos o de inmigrantes 

españoles después de la colonización. 
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De las 217 mutaciones de la G6PD que han sido reportadas genéticamente a nivel mundial, 

solo 20 mutaciones han sido construidas de manera recombinante y caracterizadas funcional 

y estructuralmente. En este trabajo se contempla la construcción, clonación, expresión así 

como la caracterización funcional y bioquímica de dos mutantes sencillas (G6PD A+ y G6PD 

Nefza) que dan origen a una doble mutante polimórfica G6PD A- como lo propone este 

trabajo de tesis.  

1.8 Variante G6PD A+ 

La variante G6PD A+ es una mutante Clase III que presenta actividad residual entre el 60 y 

100%, y no presenta manifestaciones clínicas aparentes asociadas con la anemia hemolítica 

aguda (WHO, 1989). Se caracteriza por una sustitución de adenina por guanina en el 

nucleótido 376, lo cual, resulta de un cambio del aminoácido asparagina por aspártico en la 

posición 126 de la cadena polipetídica. Dicha mutación se encuentra distante del sitio activo 

de la enzima (Figura 5). En la enzima silvestre, la asparagina 126 forma parte de una α- hélice 

expuesta a un ambiente polar acuoso. La carga positiva de dicho aminoácido, está 

correctamente coordinado con el átomo de oxígeno negativo de asparagina 122 (Figura 5). 

1.9 Variante Nefza. 

Esta variante se encontró después de analizar a 423 pacientes con hemólisis por ingestión de 

habas o consumo de fármacos, así como a bebés a los que se les realizó el análisis de tamiz 

neonatal. La variante G6PD Nefza fue encontrada descrita en un varón de 18 años con anemia 

hemolítica por consumir habas y se describió por vez primera en Túnez.  (Benmansour et al., 

2013). Esta es una variante dónde la mutación es causada por una sustitución en el nucleótido 

968 timina por citosina en el exón 9, se cambia el aminoácido 323 Leucina por Prolina 

(Figura 5). Se agrupó en la Clase III con una actividad residual aproximadamente del 51% 

con un ensayo de movilidad electroforética (Benmansour et al., 2013). Hasta la fecha, no se 

ha estudiado esta variante desde una perspectiva funcional y estructural. 

1.10 Variante A- 

Respecto a la doble mutante G6PD A- se han reportado dos tipos de mutantes pertenecientes 

a la variante A-: G202A/ A376G y A376G/T968C, con dos transiciones en los exones 4 y 5 

siendo ésta última donde la mutación (por sustitución) de A por G en el nucleótido 376 

cambia el aminoácido 126 Asn por Asp y una sustitución del nucleótido timina en la posición 

968 por citosina, mutando el aminoácido leucina por prolina en la posición 323  (Bastidas et 
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al., 2015) (Figura 5). La mutación que presenta la variable A- A376G/T968C es catalogada 

en la Clase III con un nivel de actividad catalítica del 10- 20%  (Zhao et al., 2010). En los 

pacientes se ha observado que ésta mutante se caracteriza por presentar episodios de 

hemólisis desencadenado por infecciones, drogas o alimentos. Esta variante no sólo tiene 

disminución de la actividad enzimática, sino también tiene baja estabilidad debido a defectos 

en el plegado de la proteína (Vulliamy et al., 1988). Los principales afectados son varones 

de raza negra en Estados Unidos, los cuales se calcula que se presenta una frecuencia de  

entre el 20 a 25%. (Hirono y Beutler, 1988). Esto se asocia comúnmente con descendientes 

del continente Africano, así como del sur de Italia, España, Portugal y la península arábiga. 

La G6PD A- se considera una variante polimórfica (Fonseca et al., 2005). 

Excluyendo a los Estados Unidos, en América existen pocos estudios referentes a la G6PD 

A-, las investigaciones realizadas en México, Costa Rica, Cuba, Brasil y Uruguay demuestran 

que la variable A- es la más frecuente en estos países (Medina et al., 1997). 

Por otro lado, es importante mencionar que la deficiencia de G6PD (Variante A-) se ha 

asociado con un aumento en la resistencia a la infección por Plasmodium falciparum en la 

región subsahariana de África (Saunders et al., 2005). Esto está respaldado por estudios in 

vitro que demuestran alteraciones en el crecimiento del parásito en eritrocitos deficientes en 

G6PD. Estudios controlados en el Este y Oeste de África proveen fuerte evidencia de que la 

deficiencia más común, que es la variante de G6PD A- está asociada a la reducción 

significativa en el riesgo de malaria grave tanto para mujeres heterocigotas como hombres 

homocigotos (Ruwende y Hill, 1988). 



14 
 

 

Figura 5. Estructura cristalográfica del dímero de la enzima G6PD humana.  En la estructura del 

dímero de la G6PD humana (entradas PDB 2BHL y 2HB9) se  indica la localización de las mutantes 

clase III Nefza (Leu323Pro), A+ (Asn126Asp) y A- (Asp126Asn + Leu323Pro) (esferas de color 

amarillo claro). NADP+ estructural (azul), NADP+ (morado) y G6P catalíticos son dibujados con 

superficies moleculares (amarillo). Se muestran los monómeros en azul claro y verde. 
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2. Objetivo General: 
 

 Analizar bioquímicamente dos mutantes sencillas G6PD Nefza y G6PD A+ que dan 

origen a una mutante doble G6PD A-. 

2.1 Objetivos particulares: 
 

 Realizar mutagénesis dirigida por reacción en cadena de la DNA polimerasa (PCR) 

para la obtención de dos mutantes sencillas G6PD A+ y G6PD Nefza, y una doble 

mutante  G6PD A-. 

 Realizar curvas de sobreexpresión heteróloga en Escherichia coli para las dos mutantes 

sencillas G6PD A+ y G6PD Nefza, así como la doble mutante G6PD A-. 

 Purificar las  proteínas recombinantes mediante  métodos cromatográficos a través de 

columnas de afinidad e intercambio aniónico. 

 Analizar funcionalmente cada variante a través de parámetros cinéticos, ensayos de 

termoinactivación y desnaturalización con clorhidrato de guanidina. 

 Evaluar estructuralmente cada variante a través de ensayos de dicroísmo circular, 

fluorescencia intrínseca, fluorescencia extrínseca y estabilidad térmica. 
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3. Materiales y métodos. 

3.1 Construcción de las mutantes de G6PD por mutagénesis sitio dirigida. 

Se generaron las tres variantes clínicas, G6PD A+ (nt A376G, Asn126Asp), G6PD Nefza (nt 

T968C, Leu323Pro) y la doble mutante G6PD A- (A376G + T968C, Asn126Asp + 

Leu323Pro) a partir del vector pET3a-G6PD (Figura 6) mediante mutagénesis sitio dirigida 

a través de fragmentos sobrelapados (Figura 7) 

Figura 6. Vector de expresión pET-3a. El gen G6PD humano de 1545 pb se encuentra clonado entre 

los sitios de restricción Bpu I y Nde I, obteniendo un plásmido total de 6,185 pb. Ori: origen de 

replicación. P.amp: promotor del gen de la ampicilina. P T7: Promotor T7. 

A partir del gen g6pd humano completo (acceso NM_001042351.2), se diseñaron los 

oligonucleótidos mutagénicos sentido y antisentido para la obtención de las mutantes 

sencillas G6PD A+ y G6PD Nefza (Tabla 3). Los oligonucleótidos sentido y antisentido para 

la doble mutante G6PD A- no se muestran, debido a que la generación de ésta variante se dio 

a partir de usar los oligonucleótidos sentido y antisentido para la mutante G6PD A+  y se 

utilizó el plásmido con la mutación para la mutante G6PD Nefza como templado. La síntesis 

ori

PT7
TT7

pET3a-G6PD

(6185 pb)

G6PD

RBS
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de los oligonucleótidos fueron solicitados a la Unidad de Síntesis y Secuenciación, del 

Instituto de Biotecnología de la UNAM (IBT). Las concentraciones de reactivos y 

condiciones de temperatura y ciclos empleadas en el PCR fueron de acuerdo a lo reportado 

por Ramírez-Nava et al (2017).  

Tabla 3.  Oligonucleótidos para la obtención de las variantes. Con negritas se sobresalta el nucleótido 

mutado 

Cepa y vector. Características relevantes o secuencia. 
Fuente y/o 

referencia. 

Top-10 
F−, DE(araD-araB)567, lacZ4787(del)::rrnB-3, LAM−, 

rph-1, DE(rhaD-rhaB)568, hsdR514 

(Datsenko y 

Wanner, 2000) 

BL21(DE3)Δzwf::kan
r 

F− ompT gal dcm lon hsdSB(rB
− mB

−) λ(DE3 [lacI lacUV5-

T7 gene 1 ind1 sam7 nin5]) Δzwf-777::kan. 

 (Gómez-

Manzo et al., 

2014) 

pETg6pd N126D   
pET-3a lleva la secuencia codificante del gen g6pd con 

una mutación Asn126Asp  en la proteína G6PD, AmpR 
Este estudio 

pETg6pd L323P 
pET-3a lleva la secuencia codificante del gen g6pd con 

una mutación Leu323Pro en la proteína G6PD, AmpR 
Este estudio 

pETg6pd N126D + 

L323P 

pET-3a lleva la secuencia codificante del gen g6pd con 

una mutación Asn126Asp + Leu323Pro en la proteína, 

AmpR 

Este estudio 

Oligonucleótidos 

mutagénicos 
Secuencia   

Asn126Asp sentido 5- AGCCACATGGATGCCCTCCAC -3′ Este estudio 

Asn126Asp 

antisentido 
5′- GTGGAGGGCATCCATGTGGCT -3′ Este estudio 

Leu323Pro sentido 5′- TCCACCAACCCAGATGACGT -3′ Este estudio 

Leu323Pro 

antisentido 
5′- ACGTCATCTGGGTTGGTGGA -3′ Este estudio 

Oligonucleótidos 

externos 
Secuencia   

 

NdeI 

Bpu 

 

5- CGACAGCCATATGGCAGAG-3′ 

5′-TGCGCTGAGCTCAGAGCTT -3′ 

 

Este estudio 

Este  estudio 

 



18 
 

Los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y se 

visualizaron con el transiluminador UVP® con luz UV y el programa Launch Vision Works 

LS®, para determinar los carriles correspondientes a la amplificación de los 3 productos de 

PCR para cada mutante.  

 

Figura 7. Esquema general de mutagénesis sitio dirigida por PCR a través de la técnica de fragmentos 

sobrelapados. En la primera reacción de PCR 1 se amplifica el primer fragmento del ADN silvestre 

con el oligonucleótido externo (NdeI) y con el oligonucleótido antisentido mutagénico. En la segunda 

reacción de PCR, se amplifica con el olinonucleótido externo antisentido (Bpu) y el oligonucleótido 

sentido mutagénico. Al final, se lleva a cabo una tercera reacción de PCR en la que se amplifica el 

gen completo, utilizando los productos de PCR 1 y PCR 2 como templados y ambos oligonucleótidos 

externos NdeI y Bpu. 

Los productos finales del PCR 3, se utilizaron para transformar células competentes E. coli 

Top-10. El procedimiento empleado en el proceso de trasformación para cada mutante es 

descrito en la Figura 8. Las cajas Petri con medio Luria Bertani (LB) se incubaron a 37 °C 

aproximadamente por 12 horas. Si hubo una correcta transformación de las bacterias, estás 

crecerán en un medio selectivo con ampicilina. 

5’

5’

3’

3’

5’

3’5’
3’

5’
5’3’

3’

5’

5’

3’
3’

5’
3’ 5’
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3’

3’

5’

5’

3’
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DNA G6PD silvestrePCR 1 PCR 2

PCR 3

Oligonucleótidos externos

Nucleótido base

Oligonucleótidos mutagénicos

Nucleótido mutagénico
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Figura 8. Procedimiento de transformación de células competentes E. coli Top-10 con las 

construcciones resultantes de la mutagenesis sitio diriga por Quickchange conteniendo 

posiblemente la mutación deseada para cada variante de G6PD.  

Las colonia positivas resultantes de cada una de las mutantes  sencillas G6PD A+ (nt A376G, 

Asn126Asp), G6PD Nefza (nt T968C, Leu323Pro) y para la doble mutante G6PD A- (A376G 

+ T968C, Asn126Asp + Leu323Pro) se realizaron inóculos con 30 mL de medio LB y 

ampicilina 100 µg/mL. Los cultivos fueron crecidos a 37 °C toda la noche y posteriormente 

se purificaron los plásmidos de cada una de las mutantes de G6PD de acuerdo a los 

procedimientos del Kit GeneJET Plasmid® (Thermo Scientific). 

Para corroborar la mutación deseada y la fidelidad del gen G6PD se realizó la secuenciación 

de DNA bidireccional con oligonucleótidos internos sentido y antisentido (Tabla 3). Los 

plásmidos con las secuencias verificadas con las mutaciones deseadas fueron utilizados para 

transformar E. coli BL21(DE3)∆zwf::kanr. El procedimiento de transformación fue el mismo 

que se realizó en la Figura 8. Las cajas Petri con medio LB al final de la  transformación, se 

incubaron a 37 °C durante toda la noche. De las colonias positivas resultantes se inocularon 

tres colonias de cada mutante en 30 mL de medio LB conteniendo ampicilina y kanamicina 

a una concentración final de 100 µg/mL para cada antibiótico. Los tubos se mantuvieron en 

agitación a 37 °C por 12 horas. La presencia de actividad de G6PD es indicativo como 

selección positiva, ya que las células de E. coli BL21(DE3)∆zwf::kanr no presentan actividad 

Se colocaron 20 µL del 

PCR 3 más 35 µL de 

células competentes E. coli

Top- 10 

Los tubos con la mezcla se 

incubaron  45 minutos en 

hielo.

La mezcla se incubó 7 

minutos a 37 C

Se añadió 1 mL de medio 

LB   

(Luria Bertani) a cada tubo 

incubado.

Los tubos de expusieron 

nuevamente a 37 C en 

agitación por 45 min.

Para obtener los botones 

celulares, se centrifugaron 

las mezclas a 14,000 rpm 

durante 1 min.

El botón se sembró en una 

caja Petri con medio LB 

solido y ampicilina 100 µg/ 

mL
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endógena de G6PD debido a que el gen endógeno de G6PD está deletado. Los cultivos se 

centrifugaron a 14,000 rpm durante 15 minutos, se descartó el sobrenadante y los botones 

celulares se suspendieron en 500 µL de amortiguador de lisis (K2NPO4 50 mM y NaCl 

50mM, pH 7.35, β- mercaptoetanol 0.1% y fluoruro de fenimetilsulfonilo 0.5 mM (PMSF) 

disuelto en dimetil sulfoxido (DMSO) 0.1%. Las bacterias fueron lisadas por sonicación, con 

7 ciclos de 40 segundos cada uno, con un descanso de 2 minutos. El extracto crudo fue 

obtenido centrifugando a 14,000 rpm por 15 minutos y conservados a 4 °C. La actividad 

enzimática fue realizada como es descrito en la sección de actividad catalítica. Después de 

observar la presencia de actividad enzimática en cada una de las transformantes, estas fueron 

utilizadas para realizar los ensayos de sobreexpresión y encontrar las condiciones óptimas de 

crecimiento de cada mutante. 

3.2 Sobreexpresión y purificación de  las enzimas recombinantes de G6PD humana. 

Para conocer los mejores niveles de expresión para cada mutante de la G6PD, se realizó una 

curva de expresión en la que se varió la concentración de isopropil-β-tiogalactosido (IPTG) 

como inductor y el tiempo de expresión tanto de la G6PD silvestre y las mutantes 

involucradas en este trabajo. Se inoculó 1 mL de cada una en 25 mL de medio LB 

conteniendo ampicilina 100 µg/mL. Las bacterias se crecieron a 37 °C en agitación, cuando 

se alcanzó una densidad óptica (D.O) de 1 a 600 nm, la temperatura fue cambiada a 25 °C y 

los cultivos se incubaron a diferentes concentraciones de IPTG y diferentes tiempos de 

expresión como se detalla en la Figura 9. Las células fueron concentradas a cada uno de los 

tiempos por medio de centrifugación a 4,000 rpm durante 10 minutos, se descartó el 

sobrenadante y se guardaron los botones celulares a -70 °C. 
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Figura 9. Ensayo de sobreexpresión para cada mutante de G6PD. Las mutantes de G6PD 

fueron incubadas a diferentes concentraciones de IPTG  (0, 0.1, 0,5 y 1 mM) y tiempos de 

incubación (2, 6, 12 y 18 horas). 

Después de obtener las condiciones de los mejores niveles de expresión de cada una de las 

mutantes de G6PD, se procedió a realizar cultivos de 2 L de medio LB conteniendo 

ampicilina 100 µg/mL. Los matraces se pusieron en agitación a 25 °C hasta alcanzar una D.O 

de 1 y posteriormente fueron inducidos a las mejores condiciones de expresión obtenidas 

para cada variante. Las células fueron concentradas por centrifugación a 4,000 rpm en la 

centrifuga Eppendorf 5810 R ® y almacenadas a -70 °C. Para la purificación de las mutantes 

de G6PD, las células fueron suspendidas en solución amortiguadora de lisis y rotas por 

sonicación. El lisado celular fue centrifugado a 12,000 rpm por 30 minutos en la centrífuga 

Eppendorf 5810 R ® descartando el precipitado y obteniendo el extracto crudo en el 

sobrenadante. 

El procedimiento de purificación para todas las mutantes se realizó como fue previamente 

descrito por Gómez-Manzo et al., (2014), el cual involucra dos precipitaciones diferenciales 

con (NH4)2SO4 y el empleo de columnas de afinidad de 2 ', 5'-ADP Sepharose 4B y de 

intercambio aniónico Q-Sepharose 4B (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Las 
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precipitaciones diferenciales fueron realizadas de la siguiente manera: el extracto crudo de 

cada una de las variantes fue incubada con (NH4)2SO4 a una concentración de 0 a 25%. 

Después de 2 horas de incubación a 4 °C, las muestras fueron centrifugadas a 12,000 rpm en 

la centrífuga Eppendorf 5810 R®  durante 30 minutos. Posteriormente, el sobrenadante fue 

sometido a una segunda precipitación con (NH4)2SO4  a una concentración de 25 a 55%. Se 

incubaron por 2 horas a 4 °C y posteriormente se centrifugó a 12,000 rpm por 30 minutos. 

El precipitado obtenido se suspendió en 30 mL de amortiguador de equilibrio (K2HPO4 10 

mM, pH 7.35) y fue cargado a la columna de afinidad 2’5 ADP 4B (GE Healtercare ®) 

previamente regenerada con el mismo amortiguador. La columna fue lavada con 5 volúmenes 

de columna (100 mL) hasta que la absorbencia a 280 nm fue cero. La proteína fue eluída de 

la columna con 100 µM NADP+ contenido el mismo amortiguador de equilibrio. El eluído 

fue fraccionado en volúmenes de 5 mL en tubos de ensayo y a cada uno de ellos se le midió 

la actividad enzimática para G6PD. Las fracciones que presentaron actividad para G6PD 

fueron concentradas con centricon (Milipore ®) con membrana de corte de 30 kDa. 

Las fracciones concentradas fueron cargadas a la columna de intercambio aniónico Q-

Sepharose 4B (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) previamente equilibrada con 

solución amortiguadora de equilibrio (K2HPO4 10 mM, pH 7.35). La columna fue lavada con 

5 volúmenes de columna (50 mL) hasta que la absorbencia a 280 nm fue cero. Las proteínas 

fueron eluídas con un gradiente lineal de 0 a 350 mM de NaCl contenidos en la solución de 

equilibrio. La elución fue separada en fracciones de 2 mL y a cada una de las fracciones se 

le midió la actividad enzimática de G6PD. Las fracciones que presentaron actividad para 

G6PD fueron concentradas con centricon (Milipore ®) con membrana de corte de 30 kDa. 

La pureza de las tres enzimas recombinantes se confirmó en geles de SDS-PAGE al 12%, los 

cuales fueron teñidos con azul Coomassie coloidal (R-250) (Sigma-Aldrich). La 

concentración de proteína se determinó mediante el ensayo de Lowry modificado (Markwell 

et al. 1981) utilizando albúmina sérica de bovino como estándar.  
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3.3 Determinación de los parámetros cinéticos.  

La determinación de los parámetros cinéticos tanto de la G6PD silvestre y las tres variantes 

clínicas A+ (Asn126Asp), Nefza (Leu323Pro) y A- (Asn126Asp + Leu323Pro) se determinó 

espectrofotométricamente mediante el seguimiento de la reducción de NADP+ a 340 nm 

(Gómez-Manzo et al., 2014, 2015, 2016b). El ensayo de actividad estándar se realizó en una 

cubeta con un volumen final de 1 mL de reacción. La reacción se inició con la adición de 200 

ng/mL de cada enzima. La mezcla de reacción estándar contenía solución amortiguadora de 

Tris-HCl 100 µM pH 8,0, MgCl2 3 mM, glucosa-6-fosfato 1 mM y NADP+ 1 mM. Los datos 

de velocidad inicial se obtuvieron variando la concentración de uno de los sustrato (2.5 a 200 

µM), mientras que el segundo sustrato se fijó a una concentración de saturación. La velocidad 

inicial obtenida para cada concentración se utilizó para calcular la velocidad de formación de 

nicotinamida adenina dinucleótido fosfato reducido (NADPH) (µmol/min/mg) utilizando el 

coeficiente de extinción de NADPH a 340 nm (6220 M-1 cm-1). Los parámetros cinéticos en 

estado estacionario, Km, kcat, y Vmax se obtuvieron ajustando los datos a la ecuación de 

Michaelis-Menten mediante cálculos de regresión no lineal. Una unidad internacional (UI) 

de la actividad de G6PD fue la cantidad de enzima requerida para producir 1 μmol de 

NADPH por minuto bajo las condiciones de ensayo. 

3.4 Evaluación de la estabilidad de las proteínas 

3.4 a) Ensayo de termoinactivación  

Los ensayos de termoinactivación han sido ampliamente utilizados para conocer la 

estabilidad catalítica de las enzimas con base en su actividad residual cuando son sometidas 

a diferentes temperaturas y diferentes concentraciones de NADP+ como agente estabilizador. 

Para el análisis de inactivación térmica, el NADP+ estructural se eliminó de la enzima 

purificada mediante intercambio de solución amortiguadora de fosfato de potasio 50 mM pH 

7,35 y la concentración de la enzima se ajustó posteriormente a 0.2 mg/mL para cada 

variante. Las enzimas G6PD se incubaron con diferentes concentraciones de NADP+ (0, 10, 

100 y 500 μM) y posteriormente se incubaron en un termociclador Maxygen® bajo un 

gradiente de temperaturas de 37 a 60 °C durante 20 minutos. Las muestras se enfriaron a 4 

ºC, posteriormente se determinó la actividad residual de la enzima y se expresó como un 

porcentaje de la actividad de la misma enzima incubada a 37 ºC. Todas las pruebas de 

inactivación térmica se realizaron por triplicado. 
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3.4 b) Estabilidad térmica seguido por dicroísmo circular 

La estabilidad térmica y la desnaturalización de la G6PD silvestre y de las tres mutantes 

clínicas G6PD A+, Nefza y A- fueron determinados siguiendo los cambios observados 

mediante la elipticidad molar a 222 nm en un intervalo de temperatura que osciló entre 20 y 

90 °C con una velocidad de cambio de 1 °C / 2.5 minutos utilizando un espectropolarímetro 

Jasco J-810® a través de una celda Peltier termostatizado. El NADP+ estructural se eliminó 

de las enzimas purificadas como se describió anteriormente y la concentración de G6PD se 

ajustó a 0.8 mg/mL. A cada uno de los espectros se le extrajo el blanco (amortiguador de 

fosfato 10 mM). Los datos se ajustaron a la ecuación sigmoidea de Boltzman en el programa 

Origin®. La desnaturalización de cada proteína se evaluó obteniendo la Tm, el cual fue un 

parámetro que indicó el punto medio de desnaturalización térmica de cada una de las 

proteínas; es decir, a esa temperatura representa que el 50% de la proteína se encuentra en 

estado desnaturalizado. 

3.4 c) Efecto del clorhidrato de guanidina (Gdn- HCl) sobre la estabilidad de las 

variantes de G6PD 

La estabilidad en la presencia o ausencia de Gdn-HCl se realizó para evaluar los cambios 

inducidos por las mutaciones en la enzima G6PD silvestre. Las enzimas purificadas libres 

del NADP+ estructural, se ajustaron a una concentración de proteína de 0.2 mg/mL y a 

diferentes concentraciones de Gdn- HCl (0, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.40 y 0.5 M) 

y se incubaron a 37 °C por 2 horas, posteriormente se midió la actividad residual a 340 nm 

en el espectrofotómetro Cary 50 Bio®. La actividad residual se expresó como un porcentaje 

de la actividad para la misma muestra medida a 25 ºC sin Gdn-HCl. Todas las soluciones se 

prepararon y se diluyeron inmediatamente antes de su uso. 

3.5 Caracterización espectroscópica 

3.5 a) Análisis de la estructura secundaria por Dicroísmo Circular (DC) 

Para evaluar el efecto de las mutaciones que dan origen a las variantes enzimáticas a nivel de 

la estructura secuenciaría de la proteína, se realizaron ensayos de dicroísmo circular (CD) en 

un espectropolarimetro (Jasco J-810 ®) con un paso constante de nitrógeno de alta pureza, 

equipado con un soporte de celda Peltier termostato. La determinación de la estructura 

secundaria se realizó en la región del UV lejano (190- 250 nm) a intervalos de 1 nm en una 

célula de cuarzo con una longitud de paso de 0,1 cm. Los ensayos se realizaron con una 

concentración de proteína de 0.8 mg/mL en solución amortiguadora de fosfatos 50 mM a pH 
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7.35. La determinación de la estructura secundaria se realizó en la región del UV lejano (190- 

250 nm). Un efecto en la estructura secundaria causada por dichas mutaciones se observó 

como un cambio en la absorción de las mutantes, con respecto a la absorción de la enzima 

silvestre medida en la elipticidad molar (ɸ) en espectros de 222 nm y 208 nm para las hélices 

α y  hojas β, respectivamente. El espectro correspondiente al blanco (solución amortiguadora) 

se restó de los que contenían la proteína. 

3.5 b) Análisis estructural por fluorescencia intrínseca y 1-anilino-8 naftaleno sulfonato 

(ANS) 

Para determinar sí las mutaciones que dan origen a las variantes enzimáticas afectan la 

estructura terciaria de las proteínas, se realizaron análisis de los cambios conformacionales 

en la estructura terciaria tanto de la enzima G6PD silvestre y de las mutantes por 

fluorescencia intrínseca y su capacidad para unir 8-anilinonaftaleno-1-sulfonato (ANS). 

Ambos ensayos se realizaron en un espectrómetro de fluorescencia Perkin-Elmer LS-55 

(Perkin Elmer, Wellesley, MA, EE.UU.) equipado con una celda de cuarzo y una longitud de 

paso de 1 cm (Gómez-Manzo et al., 2014). El ensayo de fluorescencia intrínseca se llevó a 

cabo utilizando una concentración de proteína para cada variante de 0.1 mg/mL en solución 

con amortiguador K2HPO4 10 mM, pH 7.35, a 25 °C. Las muestras fueron excitadas a 295 

nm y la emisión de la fluorescencia se obtuvo de 310 a 500 nm.  Los ensayos de ANS se 

realizaron en solución amortiguadora K2HPO4 25 mM, pH 7.35 a 25 °C utilizando una 

concentración de proteína de 0.4 mg/mL. Se midió la excitación del reactivo ANS a una 

longitud de onda de 395 nm en un rango de emisión de 400 a 600 nm con slits de excitación 

y emisión de 10 y 10 nm, respectivamente. Para ambos ensayos espectroscópicos, los 

espectros de los blancos (amortiguador K2HPO4 10 mM, pH 7.35) sin proteína se restaron de 

las muestras experimentales que contenían la proteína respectiva. 
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4. Resultados. 

4.1 Mutagénesis dirigida por QuickChange. 

Para la mutagénesis sitio dirigida se tomó como templado el plásmido pET-3a que contenía 

el gen de la G6PD silvestre. Se utilizaron oligonucleótidos mutagénicos sentido y antisentido 

(Tabla 3) para realizar la mutagénesis al  templado en las reacciones de PCR 1 y PCR 2, 

mientras que para la PCR3, se utilizaron los templados mutagénicos con oligonucleótidos 

externos para llevar a cabo la extensión completa del gen mutante.  

Los productos obtenidos de cada  PCR se visualizaron en un gel de agarosa 1%. Como se 

observa en la Figura 10A, se logró la amplificación del gen de la G6PD utilizando los 

oligonucleótidos mutagénicos y externos. Los productos de PCR 1 (376 pb), PCR 2 (1169 

pb) y PCR 3 para la variante sencilla G6PD A+ se localizan en los carriles 1, 2 y 3 

respectivamente. Los carriles 5, 6 y 7 corresponden a los productos de PCR 1 (968 pb) , PCR 

2 (577 pb) y PCR 3 para la variante sencilla Nefza. Para ambas mutantes, el producto de PCR 

3 fue de un tamaño de 1545 pb.  

Los productos de PCR 3 se utilizaron para transformar células competentes E. coli TOP-10. 

Los plásmidos transformados se purificaron y se realizó un análisis de secuencia de DNA 

bidireccional de plásmidos para confirmar que se realizaron las mutaciones puntuales 

deseadas. En la Figura 10, se muestran los electroferogramas de la secuenciación de cada uno 

de los plásmidos para cada mutante de G6PD. Para la variante A+ (Asn126Asp) se muestra 

el cambio de adenina en la posición 376 por guanina (Figura 10B). El electroferograma para 

la variante Nefza (Leu323Pro) muestra el cambio en la posición 968 de una timina por una 

citosina. No se muestra el electroferograma de la doble mutante G6PD A- (A376G + T968C, 

Asn126Asp + Leu323Pro), debido a que se usó el plásmido de la variante G6PD Nefza como 

templado para la generación de la doble mutante G6PD A- (Figura 10C). Tras confirmar 

mediante la secuenciación la generación de las mutaciones deseadas, se transformaron 

células de expresión E. coli BL21(DE3)∆zwf::kanr. 
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Figura 10. Construcción de tres mutantes de G6PD. (A) Productos de PCR obtenidos mediante la 

técnica de fragmentos sobrelapados visualizados en un gel de agarosa 1% M: Marcador de DNA 

O’GeneRuler 1 Kb (Thermo Scientific). Carril 1: Fragmento 1 G6PD A+. Carril 2: Fragmento 2 

G6PD A+. Carril 3: Amplificación completa del gen mutagénico para G6PD A+. Carril 4: Fragmento 

1 G6PD Nefza. Carril 5: Fragmento 2 G6PD Nefza. Carril 6: Amplifición completa del gen 

mutagénico para G6PD Nefza. (B) Electroferograma de la mutante sencilla G6PD A+ (A376G, 

Asn→Asp). (C) Electroferograma de la mutante sencilla G6PD Nefza (T968C, Leu→Pro). En todos 

los casos se muestran las mutaciones con las correspondientes sustituciones de nucleótidos y 

aminoácidos. 

A

B
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M1 2 3 4 5 6
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4.2 Sobreexpresión y purificación de  las enzimas recombinantes de G6PD humana. 

Para producir grandes cantidades de proteína recombinante soluble, se determinaron las 

condiciones óptimas de expresión (tiempo de incubación con diferentes concentraciones de 

IPTG como inductor para la sobreexpresión) usando actividad específica como indicador. Se 

encontró que mientras la expresión de la G6PD silvestre fue inducida por IPTG en tiempo y 

concentración dependiente, todas las actividades específicas en el extracto crudo de las tres 

G6PDs mutantes fueron entre 50-80% respecto a la G6PD silvestre (Figura 11). Para las 

mutantes sencillas G6PD A+ (Asp126Asn) y G6PD Nefza (Leu323Pro) se observó que la 

mejor actividad específica fue de 0.5 UI·mg−1 y 0.55 UI·mg−1, respectivamente, utilizando 

IPTG 1 mM y 18 h de incubación (Figura 11B y C), lo que representó una disminución de 3 

veces en la actividad específica con respecto a la enzima G6PD silvestre (Figura 11A). Para 

la doble mutante G6PD A- (Asn126Asp + Leu323Pro) se obtuvo una actividad específica de 

0.4 UI·mg−1 (IPTG 0,1 mM y 18 h de incubación) (Figura 11D), lo que representó una 

disminución de 4 veces la actividad específica con respecto a la enzima G6PD silvestre. A 

pesar de que las mutaciones estudiadas se reportan como variantes de Clase III y se 

encuentran en diferentes partes de la estructura tridimensional de la proteína G6PD silvestre 

la actividad específica obtenida en el extracto crudo fue menor que la obtenida para la enzima 

silvestre G6PD (1.6 UI·mg−1) (Gómez-Manzo et al., 2014) (Figura 11A). 
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Figura 11. Curva de expresión de las variantes de G6PD en Escherichia coli BL21(DE3)Δzwf ::kanrr 

utilizando diferentes concentraciones de IPTG (0.1 mM, 0.5 mM y 1 mM) (A). Expresión de la 

enzima silvestre G6PD humana. Dos mutantes sencillas Clase III, (B) G6PD A+, (C) G6PD Nefza y 

(D) una doble mutante Clase III G6PD A-. La actividad específica fue usada como indicativa de los 

niveles de expresión de las proteínas recombinantes.  

4.3 Purificación de las proteínas recombinantes. 

Para obtener una idea del efecto de las mutaciones sobre la función y estructura 

tridimensional sobre la enzima silvestre de G6PD, se purificaron las enzimas humanas 

recombinantes de G6PD (silvestre y mutantes) por afinidad e intercambio aniónico. Las 

enzimas purificadas se analizaron en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes 

(SDS-PAGE), donde se observa una banda única con una pureza del 96% (Figura 12), lo que 

nos permitió realizar tanto los ensayos funcionales y estructurales de la G6PD silvestre y de 

las tres mutantes de G6PD involucradas en este estudio. 

Los resultados de la purificación se resumen en la Tabla 5; los pasos cromatográficos dan 

como resultado una concentración total de proteína pura que oscila entre 3.5 a 4.8 mg (por 2 
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litros de cultivo de E. coli), sin embargo la eficiencia de purificación para las tres mutantes 

de G6PD fue menor con respecto a la enzima silvestre. Para las mutantes G6PD A+, Nefza 

y A-, los valores de rendimiento de las proteínas purificadas fueron de 43, 28 y 24%, respecto 

a la enzima total en el extracto crudo. 

Figura. 12. Purificación de las enzimas de G6PDs recombinantes humanas. SDS-PAGE de enzimas 

G6PD purificadas. M: Marcador de masa  molecular Bio-rad (Broad Range). 1: Enzima silvestre. 2: 

Variante G6PD A+. 3: Variante G6PD Nefza  4: Variante G6PD A- . Cada carril se cargó con 10 μg 

de proteína total y se visualizó usando coomassie azul brillante. 

 

Tabla 5. Resumen de la purificación de las variantes enzimáticas de G6PD. 

G6PD Proteína total 

(mg) 

Actividad 

específica 

(IU.mg-1) 

Actividad  

total  

(IU) 

Producción 

 (%) 

Silvestre 4.8 224 1075 61 

A+ 3.6 114 410 43 

Nefza 3.5 62 218 28 

A- 3.5 22 77 24 

 

 

kDa

100

75

50

37

25

M 1 2 3 4
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4.4 Determinación de los parámetros cinéticos.  

Para evaluar el efecto de las mutaciones en la eficiencia catalítica, los parámetros cinéticos 

de estado estacionario se analizaron para las tres variantes de G6PD y la enzima silvestre. 

Los valores iniciales de velocidad obtenidos a las concentraciones de sustrato (indicados en 

el eje de las abscisas) se ajustaron a la ecuación de Michaelis-Menten mediante cálculos de 

regresión no lineal (Figura 13). Los parámetros cinéticos en estado estacionario se obtuvieron 

a partir de los gráficos y se resumen en la Tabla 2. El valor de Km para la mutante Clase III 

G6PD A+ es aproximadamente dos veces mayor que la enzima silvestre G6PD (KmG6P= 

56.4±5.5, KmNADP+= 12.9±1.4 μM, respectivamente) para ambos sustratos fisiológicos; 

mientras que la kcat disminuyó cerca del 50% (114±3.2 s-1). Para la mutante clase III G6PD 

Nefza, la afinidad se incrementó dos veces (KmG6P = 50.4±6.2 KmNADP+= 16.4±1.6 μM, 

respectivamente) para ambos sustratos fisiológicos en comparación con la enzima G6PD 

silvestre (es decir, KmG6P = 38±4.1, KmNADP+ = 6.1±1.2 μM, respectivamente). 

La afinidad para ambos sustratos fisiológicos en la doble mutante G6PD A- fue similar a la 

obtenida para la variante G6PD Nefza, y fue inferior respecto a la variante G6PD A+. Estos 

resultados sugieren que la única mutación de LeuPro 323 (G6PD Nefza) tiene una 

contribución importante a la pérdida de afinidad para ambos sustratos en la doble mutante 

G6PD A-. 

No obstante, los mutantes de Clase III incluidos en este estudio, G6PD A+ (114±3.2 s-1), 

G6PD Nefza (126±2.8 s-1) y un doble mutante G6PD A- (35.8±3 s-1) mostraron valores 

menores de constante catalítica (kcat ) cuando se comparó con la G6PD silvestre (233 s-1). La 

doble mutante G6PD A- (Clase III) mostró una disminución dramática en la constante 

catalítica del 85%, mientras que ambas mutantes sencillas Clase III G6PD A + y Nefza 

presentaron una disminución del 50%, en relación con la enzima silvestre G6PD. 
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Figura 13. Curvas de saturación representativas de la G6PD silvestre y las mutantes para los sustratos 

G6P (A) y NADP+ (B).  Los datos de la velocidad inicial para cada punto fueron obtenidos de las 

velocidades iniciales variando una concentración del sustrato indicado en el eje de las abscisas con el 

segundo sustrato fijado a una concentración de saturación. Las velocidades iniciales se ajustaron a la 

ecuación de Michaelis- Menten mediante cálculos de regresión no lineal. Los datos representan tres 

experimentos independientes. 

Estos datos confirman que las mutaciones puntuales sencillas y dobles, que provocan un 

cambio de aminoácido en la estructura primaria de las variantes enzimáticas de la G6PD 

afectan el comportamiento cinético y catalítico, disminuyendo los parámetros cinéticos 

respecto a la enzima silvestre. Es importante mencionar que los grados de disfunción 

enzimática detectados en las tres mutantes clínicas estuvieron de acuerdo con la gravedad de 

las manifestaciones clínicas, donde la única variante natural Clase III G6PD Nefza mostró 

antecedentes de anemia hemolítica debido al consumo de habas; mientras que en la doble 

mutante G6PD A- clasificado como una variante de clase III, los pacientes han mostrado 

episodios de hemólisis desencadenados por infecciones, drogas o alimentos. 

Tabla 6. Parámetros cinéticos correspondientes a la enzima silvestre G6PD y tres variantes de 

G6PD: A+, Nefza y A-.  

Parámetros Cinéticos  G6PD- 

Silvestre 

 

A+ 

Variantes 

       Nefza 

 

A- 

Km G6P (µM) 38.4±4.1 56.4±5.5 50.4±6.2 33.83±3.5 

Km NADP+ (µM) 6.1±1.2 12.9±1.4 16.4±1.6 14.29±2.1 

kcat (s-1) 233±7.6 114±3.2 126±2.8 35.5±3 

kcat / Km G6P   (s-1/ µM) 5.9±0.6 2.0±0.1 2.4±0.2 1.1±0.1 

kcat / Km NADP+  (s-1/ µM) 37.3±3.1 8.7±0.7 7.5±0.6  2.5±0.2  
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4.4 Evaluación de la estabilidad de las proteínas 

4.4 a) Ensayo de termoinactivación  

Los ensayos de inactivación térmica se han usado ampliamente para evaluar el efecto causado 

por la mutación puntual en la estabilidad del sitio activo de las mutantes de G6PD (Au et al, 

2000; Kotaka et al, 2005 y Wang et al, 2008). La estabilidad del sitio activo de la G6PD 

silvestre y de las tres mutantes patológicos se analizó con diferentes concentraciones de 

NADP+. Se realizaron ensayos de inactivación térmica para las variantes de G6PD 

recombinantes en presencia y ausencia de diferentes concentraciones de NADP+ y T50 

(temperatura a la cual la enzima pierde el 50% de su actividad original después de la 

incubación durante 20 min) fueron determinadas.  

La Figura 14 muestra los valores de T50 para las enzimas G6PD silvestre y las tres mutantes 

clínicas. En ausencia de NADP+, los valores de T50 fueron 48.6 °C y 45.6 °C para las enzimas 

G6PD silvestre y G6PD A+, respectivamente. Como era de esperarse, las mutantes G6PD 

Nefza y G6PD A- son las proteínas más termolábiles con valores de T50 de 42.6 °C y 43.1 

°C, respectivamente; las cuales representan una disminución aproximadamente de 6 °C con 

respecto a los obtenidos para la G6PD silvestre (Figura 14A-D).  

Además, también se realizaron ensayos de inactivación térmica en presencia de diferentes 

concentraciones de NADP+ (0-500 μM) y se observó que en concentraciones crecientes de 

NADP+, los valores de T50 también aumentaron para los tres mutantes clínicas (Figura 14A-

D). Independientemente de la localización de estas mutaciones Claen la estructura 

tridimensional de la proteína, se observó que los valores de T50 a 500 μM de NADP+ para 

todas las enzimas fueron 12 °C más alto en comparación con los valores obtenidos sin 

NADP+. Sin embargo, la doble mutante G6PD A- fue la enzima menos estable porque sólo 

aumentó 8 °C cuando la concentración de NADP+ fue incrementada. El hecho de que las 

mutantes presenten valores menores en la T50 con respecto a la enzima silvestre muestra que 

las mutaciones sí afecta la estabilidad térmica, lo que provoca una reducción en la catálisis, 

causando las manifestaciones clínicas que se presentan en los pacientes como una 

consecuencia directa de este comportamiento. 
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Figura. 14. Ensayos de inactivación térmica de las variantes recombinantes de G6PD en presencia y 

ausencia de diferentes concentraciones de NADP+ (0µM, 10µM, 100µM y 500µM) (A) G6PD 

silvestre. (B) G6PD A+. (C) G6PD Nefza. (D) G6PD A-. En todos los ensayos se usaron 200 ng de 

proteína total. La actividad residual fue expresada como un porcentaje de la actividad de la misma 

muestra a 37 °C. Los ensayos fueron realizados por triplicado. 

4.4 b) Estabilidad térmica de las enzimas G6PD humanas recombinantes  

Para obtener información sobre los efectos de las mutaciones en la estabilidad global, 

determinamos los cambios estructurales en las variantes de G6PD en comparación con la 

enzima nativa mediante el análisis de dicroísmo circular (CD) a 222 nm cuando se cambió la 

temperatura. Cuando la temperatura se incrementa, las proteínas muestran un proceso 

desnaturalización de dos estados, la temperatura a la que la mitad de la proteína está en estado 

desnaturalizado se le definió como Tm. 

Una proteína que presenta un valor mayor de Tm indica que dicha enzima presenta una mayor 

resistencia a la desnaturalización por temperatura, que aquella cuyo valor en la Tm es menor. 

Como se muestra en la Figura 15A, la Tm para la enzima G6PD silvestre es de 59.5 °C. La 

desnaturalización térmica de las tres variantes clínicas de G6PD fue diferente, y en todos los 
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casos mostraron una Tm inferior cuando se comparó con la enzima nativa. La mutación en el 

aminoácido leucina 323 por prolina que da lugar a G6PD Nefza exhibió un valor de Tm de 

51.7 ºC, que representó 7.7 ºC menos que el registrado para la enzima G6PD silvestre. La 

mutación en el aminoácido asparagina 126 por ácido aspártico (G6PD A+) mostró un valor 

de Tm de 56.1 °C, que representaba una enzima más estable cuando se compara con la G6PD 

Nefza. Finalmente es interesante observar que la doble mutante G6PD A- fue la enzima más 

térmicamente inestable que los dos mutantes sencillas (G6PD A + y Nefza), con un valor de 

Tm de 51.2 °C. 

Estos resultados indican que las alteraciones en la estabilidad global de la proteína de G6PD 

se debieron a la presencia de la mutación en el residuo Leu323Pro (G6PD Nefza) y que la 

mutación en el aminoácido Asn126Asp (G6PD A+) no contribuyó significativamente a las 

alteraciones en la estabilidad global de la doble mutante G6PD A- (G6PD Nefza más G6PD 

A+). 

4.4 c) Estabilidad de las variantes de G6PD en presencia de clorhidrato de guanidina 

(Gdn- HCl) 

Para evaluar el efecto de las mutaciones en la estabilidad estructural de la enzima  

recombinante humana G6PD silvestre, se realizaron ensayos de inactivación en presencia o 

ausencia del clorhidrato de guanidina (Gdn-HCl), el cual es un agente desnaturalizante de 

proteínas. Este análisis de desnaturalización se ha utilizado para determinar la estabilidad 

conformacional ya que el agente desnaturalizante altera la estructura terciaria de la proteína, 

por consiguiente, la actividad catalítica es perturbada (Gómez-Manzo et al., 2016). 

Como se muestra en la Figura 15B, la actividad residual de la enzima G6PD silvestre y las 

tres mutantes clínicas disminuyeron cuando la concentración de Gdn-HCl fue incrementada. 

Los valores de C1/2 (concentraciones de Gdn-HCl a las que las enzimas perdieron el 50% de 

la actividad original en 2 h a 37 °C) para cada mutante fueron determinadas. Los valores de 

C1/2  de Gdn-HCl determinados para las mutantes Clase III G6PD A- (Asn126Asp + 

Leu323Pro), Nefza (Leu323Pro) y A+ (Asn126Asp) fueron de 0.1, 0.12 y 0.2 M, 

respectivamente. Como era de esperarse, la enzima G6PD silvestre fue la proteína más 

estable en presencia de Gdn-HCl (0.31 M). Por otra parte, se observó que la mutante sencilla 

clase III G6PD A+ fue más resistente que la G6PD Nefza y G6PD A-, pero fue más 

susceptible que la G6PD silvestre. Sin embargo, la mutante sencilla y la doble mutante clase 
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III G6PD Nefza y A- fueron más susceptibles a Gdn-HCl, ya que perdieron aproximadamente 

el 100% de su actividad incluso después de incubar con 0.2 M de Gdn-HCl durante 2 h. 

Es importante notar que la variante sencilla G6PD Nefza, presenta un comportamiento 

similar a la enzima G6PD silvestre; ya que la C1/2  de ambas es similar entre ellas. Con estos 

datos se puede inferir que la variante G6PD A+ por sí misma, no presenta en gran medida 

pérdida en la estabilidad comparada con la enzima G6PD silvestre; pero cuando la mutación 

T968C está presente y da origen a la doble mutante G6PD A-, se desnaturaliza tres veces más 

rápido que la enzima G6PD silvestre. Estos resultados y los otros análisis funcionales 

descritos anteriormente sugieren que la mutante sencilla G6PD Nefza es probablemente la 

responsable principal de la pérdida de actividad catalítica y estabilidad estructural en la doble 

mutante G6PD A- y que las mutantes G6PD Nefza y G6PD A- fueron enzimas menos 

estables con una estabilidad conformacional disminuida en comparación con la enzima 

G6PD silvestre. 

Figura. 15. Análisis de la estabilidad de las variantes recombinantes de G6PD. (A) Estabilidad 

térmica de las variantes de G6PD. Cambios en la señal a 222 nm en el DC fueron monitoreados a 

medida que la temperatura fue incrementando de 20 °C a 80 °C. (B). Análisis de estabilidad de las 

variantes de G6PD en presencia de clorhidrato de guanidina (Gdn- HCl). Todas las enzimas fueron 

incubadas a 0.2 mg/mL en amortiguador K2HPO4 25 mM, pH 7.35 en presencia de la concentración 

indicada de Gdn-HCl por 2 horas a 37 °C y subsecuentemente la actividad residual fue medida. La 

actividad residual fue expresada como un porcentaje de la actividad para la misma muestra a 25 °C 

sin Gdn- HCl. Los experimentos fueron realizados por triplicado. 
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4.5 Caracterización espectroscópica 

4.5 a) Análisis de las G6PD por Dicroísmo Circular (DC) 

Para determinar sí la disminución en el rendimiento de la purificación, la disminución de la 

eficiencia catalítica y la inestabilidad estructural de todas las variantes enzimáticas se 

debieron a la alteración de la estructura secundaria de estas enzimas, se evaluó el efecto de 

estas mutaciones mediante análisis de dicroísmo circular (DC) en la región ultravioleta (190-

260 nm).  

Como se muestra en la Figura 16, las estructuras secundarias de la G6PD silvestre y las tres 

mutantes de la proteína en la región UV lejana muestran picos de absorción mínimos a 208 

y 220 nm, lo cual es consistente con la estructura α-β de la proteína (Au et al., 2000). Tanto 

las dos mutantes sencillas G6PD A+ (Asn126Asp) y G6PD Nefza (Leu323Pro) y la doble 

mutante G6PD A- (Asn126Asp + Leu323Pro) muestran el mismo patrón de intensidad de 

espectros DC con respecto a la G6PD silvestre, lo que indica que las mutaciones no causan 

una alteración de la estructura secundaria de la enzima. La alteración de la actividad catalítica 

observada en la doble mutante G6PD A- (Asn125Asp + Leu323Pro) no se debe a alteraciones 

en la estructura secundaria de la proteína, pero probablemente se debe a cambios 

conformacionales a nivel global de la estructura tridimensional de la proteína. 
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Figura 16. Caracterización estructural de enzimas recombinantes de G6PD humana. Espectros de 

dicroísmo circular (DC) en la región UV lejana de las variantes de G6PD humana recombinantes. Los 

experimentos se realizaron por triplicado. Los errores estándar fueron menores al 4%. 

4.5 b) Análisis estructural por fluorescencia intrínseca y 1-anilino-8 naftaleno sulfonato 

(ANS). 

Para evaluar si la pérdida de actividad tenía una correlación con la interrupción de la 

estabilidad estructural de la proteína, se evaluó la fluorescencia intrínseca y el análisis de 8-

anilinonaftaleno-1-sulfonato (ANS) de las tres variantes clínicas. Como se muestra en la 

Figura 17A, los espectros de emisión de fluorescencia intrínseca para todas las variantes 

mostraron un aumento con respecto a la G6PD silvestre. La intensidad de fluorescencia 

intrínseca para G6PD A+ (Asn126Asp se incrementó 1.6 veces en comparación con la 

enzima G6PD silvestre, mientras que la intensidad de fluorescencia para la clase III G6PD 

Nefza (Leu323Pro) y para la doble mutante G6PD A- (Asn126Asp + Leu323Pro) se 

incrementó tres y cinco veces con respecto a la G6PD silvestre. Este aumento en la intensidad 

de fluorescencia intrínseca sugirió modificaciones en el microambiente de los residuos de 

triptófano de un ambiente hidrofóbico a un medio hidrófilo en la estructura tridimensional de 

esta proteína. 
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Figura 17. Espectro de emisión de fluorescencia de las variantes de G6PD. (A). Espectro de 

fluorescencia intrínseca de la enzima silvestre humana G6PD y tres variantes G6PD A+, Nefza y A-  

en ausencia de NADP+. (B). Ensayos de fluorescencia extrínseca a través del fluoróforo ANS de la 

enzima silvestre y las tres variantes de G6P en ausencia de NADP+. Los valores obtenidos del 

amortiguador con ANS fueron sustraídos de los valores con proteína (estrellas color rosa). Los 

experimentos se realizaron por triplicado.  

Por último, para corroborar sí los cambios observados en la desnaturalización térmica, la 

actividad residual y la fluorescencia intrínseca de las mutantes sencillas G6PD A+, G6PD 

Nefza y la doble mutante G6PD A- se debieron a alteraciones en la estabilidad global de la 

proteína, se realizaron ensayos de unión a ANS, el cual ha sido ampliamente utilizado para 

controlar los cambios conformacionales en las proteínas (Boonyuen et al., 2017; Gómez-

Manzo et al., 2017). La unión de ANS a la proteína produce un aumento en la intensidad de 

fluorescencia y se considera como una sonda adecuada para monitorizar los cambios en los 

sitios hidrófobos enterrados y las interacciones electrostáticas de los residuos de proteína. 

Los resultados indican que el espectro de emisión de fluorescencia con ANS es 1.8 veces 

mayor para la doble mutante G6PD A- con respecto a la G6PD silvestre (Figura 17B); 

mientras que las mutantes sencillas G6PD A+ y G6PD Nefza mostraron un aumento de 1.2 

y 1.4 veces de intensidad de fluorescencia respecto a la enzima G6PD silvestre. 

Las alteraciones en el aumento de la intensidad de fluorescencia intrínseca y los ensayos de 

fluorescencia con ANS de las tres mutantes clínicas de G6PD (A+, Nefza y A-) indican que 

las mutaciones provocaron cambios conformacionales en la estructura tridimensional de las 

proteínas y que el ANS tenía acceso sitios hidrofóbicos dentro de  las variantes enzimáticas 

de G6PD. 
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5. Discusión  
Se han realizado diversos estudios hematológicos a pacientes con diferentes episodios de 

anemia hemolítica en distintas regiones del mundo, donde se ha detectado que la G6PD es 

causante de diferentes manifestaciones clínicas: desde hemólisis aguda ocasional provocada 

por ingesta de alimentos o medicamentos, hasta el caso más grave de anemia hemolítica 

crónica no esferocítica. Si bien, no en todos los casos es provocado por la deficiencia de 

G6PD, la alta prevalencia de este padecimiento a nivel mundial (4.9%) hace que sea la 

segunda enzimopatía más recurrente a nivel mundial. Esta enfermedad no es provocada por 

una sola variante de G6PD, ya que se han descrito a nivel mundial 217 variantes originadas 

por mutaciones, las cuales, provocan cambios de aminoácidos en la cadena polipeptídica 

(Gómez-Manzo et al., 2016a).  

De la totalidad de variantes descritas apenas el 9% se ha caracterizado estructural y 

funcionalmente, aun cuando la deficiencia de la G6PD presenta una alta prevalencia. Dado 

lo anterior, es necesario revisar a cada variante en un medio in vitro, debido a que en la sangre 

hay una cantidad no establecida de eritrocitos nuevos y viejos. Estudiar las variantes de G6PD 

en un sistema in vitro permite dilucidar las características bioquímicas y estructurales propias 

de cada variante enzimática, obteniendo un panorama más amplio de las consecuencias que 

cada variante provoca en el metabolismo de las personas que presentan la deficiencia.  

Es por eso que, en este estudio se construyeron, caracterizaron funcional y estructuralmente 

dos mutantes sencillas de G6PD: A+ (Asn126Asp), Nefza (Leu323Pro) y una doble mutante: 

G6PD A- (Asn126Asp + Leu323Pro), presentes en la población mexicana. Todas agrupadas 

en la Clase III con un nivel de actividad residual del 10-60% (WHO, 1989).  

La construcción de las tres variantes comenzó generando la mutagénesis sitio dirigida en un 

vector de expresión pET-3a-G6PD aplicando la técnica de fragmentos sobrelapados (Figura 

10) La correcta mutación de cada variante fue verificada a través de electroferogramas que 

muestran el sitio correcto de la mutación (Figura 10B-C). Las construcciones resultantes 

fueron utilizados para transformar células de expresión competentes E. coli 

BL21(DE3)∆zwf::kanr. A fin de obtener la mayor cantidad de proteína posible, se realizaron 

curvas de expresión variando la cantidad de IPTG  y tiempo de exposición al inductor a 25 

°C.  
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Para obtener la mejor condición de expresión se determinó la actividad específica de cada 

condición y se observó que los valores de cada variante demuestran que aunque las 

mutaciones se localicen en  diferentes regiones de la proteína, afectan la actividad específica 

de estas mutantes que fueron menores del 50% comparada con la enzima silvestre. Estos 

resultados están en concordancia con lo previamente reportado por Gómez-Manzo et al. 

(2014, 2015, 2016b) para la variante Clase III: Mexico City, variantes Clase II: Valladolid, 

Vanua- Lava, Santa María y variantes Clase I: Durham, Zacatecas y Yucatán. 

Durante el análisis de la purificación de las proteínas, se obtuvo un grado de pureza alrededor 

del 96% (Figura 12), similar al obtenido por  Wang et al. (2006), Huang et al. (2008) y 

Gómez-Manzo et al. (2014), cuando se purificaron las variantes de G6PD Wisconsin, 

Nashville, Plymouth, Mahidol, Yucatán, Nashville, Valladolid y Mexico City  por los 

mismos pasos. 

Como se observó, el rendimiento de purificación de la Clase III G6PD A+ fue muy similar 

al obtenido para la enzima G6PD silvestre; mientras que para la Clase III G6PD Nefza y 

G6PD A-, el rendimiento fue mucho menor (Tabla 5). A pesar de que estas mutaciones han 

sido reportadas como variantes de Clase III y el uso de condiciones óptimas para la expresión, 

las actividades específicas en el extracto crudo y los rendimientos de purificación entre ellas 

fueron diferentes. Los resultados sugieren que, aunque las mutaciones se localizaron en 

diferentes regiones de la estructura tridimensional y estaban alejadas del sitio activo o de la 

región del NADP+ estructural, todas mostraron un efecto negativo sobre la expresión de 

G6PD. Este efecto podría estar relacionado con la baja de estabilidad de las proteínas 

mutantes afectando la actividad catalítica de la enzima. 

Dentro de la caracterización funcional de las variantes de G6PD se observó que la  

disminución enzimática detectadas en las tres mutantes clínicas estuvieron de acuerdo con la 

severidad de las manifestaciones clínicas, donde la variante natural Clase III G6PD Nefza 

mostró antecedentes de anemia hemolítica debido al consumo de habas; mientras que en la 

doble mutante Clase III G6PD A-  se reportó con episodios de hemólisis por infecciones, 

medicamentos o alimentos también han sido reportados (Adil et al., 2012). Aunque la doble 

mutante G6PD A- ha sido clasificado como una mutante de Clase III de acuerdo con los 

parámetros hematológicos de los pacientes, la variante G6PD recombinante mostró una 
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pérdida de catálisis similar a los valores previos obtenidos para mutantes de clase I 

(Zacatecas, Durham, Nashville, Volendam y Andalus), que fue cerca del 75% con respecto a 

la G6PD silvestre (Boonuyen et al., 2017; Gómez- Manzo et al., 2017; Wang et al., 2005) 

Sin embargo, estas mutantes de Clase I están relacionados con manifestaciones clínicas 

severas como CNSHA o con antecedentes de ictericia neonatal y crisis hemolítica como es 

el caso de la G6PD Zacatecas. 

Estos datos confirman que la pérdida en la catálisis, junto a la baja afinidad para ambos 

sustratos fisiológicos, tienen un efecto en la fisiología de las células que están expuestas al 

estrés oxidativo por el metabolismo innato o agentes externos; pues al tener comprometido 

el principal proveedor que amortigua dicho estrés, se desencadena una serie de afecciones en 

las células que conllevan a las manifestaciones clínicas características de cada variante.  

Dentro de la caracterización funcional de las proteínas se realizaron ensayos de 

termoinactivación (en presencian y ausencia de NADP+) para estudiar la estabilidad de las 

proteínas y concebir el impacto de las mutaciones en la actividad de la G6PD. El efecto 

protector del NADP+ no fue el mismo para todas las proteínas, siendo la variante A+ la que 

presentó valores similares al de la enzima silvestre cuando se compara la T50 en ausencia y 

presencia de NADP+, reteniendo aproximadamente el 60% de la actividad residual (Figura 

14). En cambio la variante Nefza y la doble mutante G6PD A- mantuvieron valores similares, 

siendo las variantes más termosensibles a la pérdida de actividad residual frente a la 

temperatura, con retenciones del 35 y 25% respectivamente. Es de hacerse notar que la 

variante sencilla G6PD A+ no pierde actividad residual considerablemente a comparación 

con la enzima G6PD silvestre, pero cuando se presenta otra mutación (Nefza) para dar origen 

a la doble mutante la actividad residual cae aún en un rango de temperatura muy corto; por 

lo que se infiere que el efecto de  la mutación de G6PD Nefza sobre la variante G6PD A+ es 

aditivo. Es interesante notar que la estabilización dependiente de NADP+ observada en las 

tres variantes clínicas estudiadas en este trabajo fueron concordantes con el efecto protector 

de NADP+ que también se ha observado en las mutantes de G6PD Yucatán (Gómez-Manzo 

et al., 2014), Mahidol (Huang et al., 2008), Andalus (Wang et al., 2005), Plymouth (Huang 

et al., 2008) y Viangchan (Boonyuen et al., 2016; Gómez-Manzo et al., 2016b), a pesar de 

que estas mutaciones no se localizan cerca del sitio activo o del sitio de unión estructural de 

NADP+ en la enzima G6PD nativa. Las mutantes analizadas en este estudio mostraron el 
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efecto protector de NADP+, que funciona como un estabilizador durante los ensayos de 

inactivación térmica. La enzima G6PD silvestre fue más estable que las variantes implicadas 

en este estudio, lo que indica que las mutantes sencillas de G6PD A+, Nefza y la mutante 

doble de G6PD A- fueron estructuralmente inestables en comparación con la enzima G6PD 

silvestre. 

Otro ensayo para realizar la evaluación de las proteínas, fue determinando  la estabilidad de 

las mutantes de G6PD en presencia de Gdn-HCl como agente desnaturalizante (Gómez-

Manzo et al., 2016b; Verma et al., 2016).  

La proteína  más estable en presencia de guanidina fue la enzima silvestre (Figura 15B), con 

un valor de C1/2 de 0.31 M; el cual está en concordancia con lo previamente reportado por 

Gómez- Manzo et al. (2016b) y Boonyuen et al. (2017). La mutante sencilla G6PD A+ 

mostró un comportamiento similar al de la enzima silvestre; mientras que para las mutantes 

G6PD Nefza y G6PD A- se observó que la pérdida de la actividad catalítica producto de la 

desnaturalización se da a concentraciones muy bajas de guanidina (0.10 y 0.12 M, 

respectivamente), comportándose con valores de C1/2 similares a la mutante Clase I G6PD 

Zacatecas (Gómez- Manzo et al., 2016b).  

Estos resultados, junto con los otros análisis funcionales descritos anteriormente sugieren 

que la mutante sencilla G6PD Nefza es probablemente la principal responsable de la pérdida 

de actividad catalítica y estabilidad estructural en la doble mutante G6PD A- y que las 

mutantes G6PD Nefza y G6PD A- fueron enzimas poco estables con una disminuida 

estabilidad conformacional en comparación con la enzima G6PD silvestre. 

Después de evaluar funcionalmente las enzimas, fue necesario revisar sí las mutaciones 

cambian la estructura secundaria de la enzima, para lo cual empleando DC, se observó que 

las mutaciones no afectan la estructura secundaria de las variantes (Figura 16). Este resultado 

está en concordancia con lo  obtenido por las variantes Nashville, Wisconsin (Wang et al., 

2006) Phymoun (Huang et al., 2008), Mahidol (Tang et al.,  1994), Santa María (Gómez-

Manzo et al.,  2015), donde las mutaciones en cada variante afecta otro aspecto que causa la 

deficiencia. La alteración en la actividad catalítica observada en la doble mutante G6PD A- 

no se debió a alteraciones en la estructura secundaria de la proteína, pero probablemente se 
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debió a cambios conformacionales a nivel global de la estructura tridimensional de la 

proteína. 

También por DC fue posible seguir la desnaturalización térmica de las variantes (Figura 

15A). La proteína más termoestable frente a la desnaturalización por temperatura fue la 

enzima silvestre (Tm 59.50 °C), la proteína más sensible a la temperatura fue la doble mutante 

G6PD A-, con una Tm de 51.28 °C, aproximadamente 8 °C menos que la enzima G6PD 

silvestre. Este rango de disminución en la Tm es cercana a lo que se obtuvo para variantes 

Clase I como Nashville (Wang et al.,  2006), Durham (Gómez-Manzo et al., 2015) y para la 

Clase II, G6PD Viangchan (Gómez-Manzo et al.,  2016). Este comportamiento también se 

puede extrapolar para la variante Nefza, debido a que presento una disminución de Tm similar 

a lo obtenido para la doble mutante G6PD A-.  

Nuevamente en éste ensayo se observa que la variante G6PD A+ fue la que presentó un valor 

de Tm similar a la enzima G6PD silvestre, lo que confirma que, a nivel estructural la mutación 

que origina a la variante Nefza (Leu323Pro), desestabiliza la estructura de la doble mutante 

G6PD A+ y la enzima G6PD silvestre. 

Debido a que no se encontraron diferencias a nivel de estructura secundaria, se realizaron 

ensayos de fluorescencia intrínseca y extrínseca para revisar si las mutaciones tienen un 

cambio en la estructura terciaria. 

Los datos obtenidos de ambos ensayos demuestran que el efecto de las mutaciones en la 

cadena polipeptídica se da a nivel de estructura terciaria, pues en los dos ensayos se 

obtuvieron intensidades de fluorescencia mayores que los emitidos por la enzima G6PD 

silvestre (Figura 19); por lo que las mutaciones exponen sitios hidrofóbicos, por lo tanto, las 

estructuras tridimensionales de las variantes de G6PD A+, Nefza y A- se encuentran en un 

estado parcial desplegado, que provoca todos los cambios funcionales respecto a la enzima 

silvestre, y por lo tanto las manifestaciones clínicas con las que se correlacionan. Variantes 

Clase II como Valladolid y Mexico City (Gómez-Manzo et al., 2014); así como variantes 

Clase I G6PD Nashville (Wang et al.,  2006) y Durham (Gómez-Manzo et al., 2015) que 

también mostraron una tendencia a aumentar el valor de fluorescencia intrínseca. Sin 

embargo las variantes G6PD Nefza y A- aumentan la intensidad de fluorescencia hasta cuatro 

veces respecto a la enzima G6PD silvestre. 



45 
 

En el caso de A+, ambos experimentos demuestran que la mutación que causa esta variante 

sólo conlleva un pequeño incremento de la fluorescencia si se compara con la variante G6PD 

Nefza y la doble mutante G6PD A-. Estos experimentos confirman que la mutación de la 

variante G6PD Nefza tiene un efecto aditivo cuando se combina con la variante G6PD A+, 

desestabilizando la estructura terciaria de la doble mutante G6PD A-, lo que conlleva al bajo 

desempeño visto en los ensayos funcionales, lo que en principio mantiene una relación con 

las manifestaciones clínicas de la enfermedad. 

Finamente, para conocer como las mutaciones causan un cambio en la estructura de las 

variantes G6PD A+, Nefza y A-, se realizaron modelados computacionales para observar 

estos cambios. Los modelados han sido utilizados para entender la afectación de las 

mutaciones en las variantes G6PD Fukaya y Campinas (Wang y Engel, 2009); así como 

analizar si las mutaciones se encuentran cerca del NADP+ estructural (Gómez-Manzo et al., 

2015).  

El modelado para las variantes en este estudio explica, esencialmente, el cambio de 

aminoácido provocado por la mutación, que conlleva una pérdida de interacciones innatas 

con otros aminoácidos de la enzima silvestre, lo que desencadena la inestabilidad estructural 

de cada variante y posteriormente la baja funcionalidad de la enzima. 

Se observa una fuerte interacción de 2.9 Å entre el Oxígeno de la cadena lateral de Asn126 

con la cadena lateral de Arg136. Una interacción entre el nitrógeno de la cadena lateral de 

Asn126 y el oxígeno del grupo carbonilo de Asn122. Del mismo modo una interacción entre 

el oxígeno del grupo funcional carbonilo de Asn126 con el nitrógeno del enlace peptídico de 

Lys128 y por último, una cuarta interacción entre el oxígeno del grupo carbonilo de Asn122 

y el nitrógeno del enlace peptídico de Met125 fueron observados en la enzima G6PD silvestre 

(Figura 20A). 

Para la variante G6PD A+, cuando Asn126 fue reemplazada por Asp126 observamos que 

todas las interacciones que presentaba el aminoácido Asn126 con los aminoácidos 

previamente mencionados, se debilitan (incrementa la distancia de la interacción) (Figura 

20B) provocando una flexibilización de la zona, lo cual, podría causar que esta variante 

pierda alrededor del 50% de actividad catalítica, aunque la mutación se encuentre lejos del 

sitio activo o del sitio de unión estructural del NADP+. Sin embargo, se puede afirmar con 
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los experimentos realizados que la afectación a nivel estructural y funcional no es demasiado 

grande, debido a su comportamiento cercano a la enzima silvestre que a las otras dos 

mutantes. 

Figura 18. Comparación estructural entre la enzima G6PD humana (entrada PDB 2BH9) y los 

modelos de las variantes clase III A+ y Nefza. (A) Enzima G6PD silvestre. (B) mutación in silico 

Asn126Asp. (C) Enzima G6PD silvestre. (D) mutación in silico Leu323Pro. Residuos de aminoácidos 

son mostrados en cilindros negros. Distancias en Å. 

Respecto a la variante Nefza, se observa un impedimento estérico, debido a que la mutación 

Leu323Pro, causa probablemente un cambio de dirección de la α-hélice en la que encuentra 

la mutación. Se observa que la interacción entre el oxígeno de Leu323 con los dos átomos de 

hidrógeno de Arg330 (Figura 20C) se pierde cuando Leu323 fue mutado a Pro323 (Figura 

20D); además de que esta mutación se encuentra cercana a las hojas β1 y β2, que unen al 
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NADP+ estructural y podría causar que estas mismas no se coordinen adecuadamente con 

este. 

La localización de la mutante G6PD Nefza conlleva la pérdida de interacciones y 

probablemente sea la causa de la pérdida de actividad catalítica de esta variante, así como su 

baja estabilidad estructural lo cual está soportado por todos los experimentos; ya que a pesar 

de que no esté relacionado directamente con el sitio catalítico, sitio de unión al NADP+ 

estructural ni  la zona de interfase del dímero, afecta seriamente la estabilidad global de la 

proteína causando que, en conjunto con la variante G6PD A+, origine una doble mutante 

G6PD A- con un efecto aditivo en la estructura y función que desestabiliza dicha variante, 

ocasionando una manifestación clínica como episodios de hemólisis por infecciones, 

consumo de alimentos, medicamentos o drogas. A pesar, de que esta mutante sencilla G6PD 

Nefza se catalogue como una variante Clase III (Zhao et al.,  2010), bioquímicamente, la 

perdida de actividad catalítica sugeriría incluirla en una clase II. Sin embargo, debido a que 

el rango de la clasificación para la Clase III es muy grande (10- 60% de actividad residual) 

se sigue incluyendo en esta clasificación.  

La doble mutante G6PD A- presenta parámetros funcionales y estructurales bajos, por lo que 

se esperaría que dicha variante no se encuentre en gran frecuencia entre la población, sin 

embargo, se considera una variante polimórfica a nivel mundial (Fonseca et al., 2005), siendo 

en México la variable más frecuente (Medina et al., 1997), que junto a la variante G6PD 

Santamaría representan el 82% de la totalidad de la prevalencia en la población mexicana 

(García-Magallanes et al.,  2014a). 
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6. Conclusiones 
 

 

 La sobreexpresión y purificación de las tres variantes clínicas de G6PD demuestran 

que las mutaciones afecta la actividad catalítica y el rendimiento en la purificación de 

las proteínas en comparación con la enzima silvestre. 

 

 Los análisis funcionales de las tres variantes determinaron que presentan valores 

inferiores respecto a la enzima silvestre, relacionada con la pérdida de actividad 

catalítica y la estabilidad estructural. 

 

 La evaluación estructural mostró que el cambio en la secuencia de aminoácidos afecta 

el ordenamiento nativo a nivel de la estructura terciaria, exponiendo más sitios 

hidrofóbicos respecto a la enzima silvestre. 

 

 Se determinó que existe un efecto aditivo de la variante G6PD Nefza sobre la A+, 

que causa la baja estabilidad estructural y pérdida en la actividad catalítica de la doble 

mutante A-. 
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