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Prevalencia de las mutaciones de Glucosa-6-fosfato-deshi-
drogenasa (G6PD), la enzima uridindifosfato glucoronil-
tranferasa (UGT1A1) y asociacion con hiperbilirrubinemia
en recién nacidos a término.

MARCO TEORICO

La Ictericia es la coloracion amarilla de la piel, escleras y mucosas debida a un incremento de la
bilirrubina y acumulacién en los tejidos corporales cuando existe hiperbilirrubinemia superior 5
mg/dL en los neonatos y mayor a 2 mg/dL en niflos mayores. Este incremento puede producirse
en base al aumento de la fraccion indirecta no conjugada o indirecta conjugada de la bilirrubina,
podemos asi establecer que la ictericia es un concepto clinico y la hiperbilirrubinemia es un
concepto bioquimico. (1)

Laictericia es unfendmenofisioldgico que ocurre en la mayoria de los recién nacidos. La mayoria
de los casos es benigna, pero la posibilidad toxicidad de la bilirrubina en los recién nacidos
debe ser monitoreado para identificar aquellos que pudieran desarrollar hiperbilirrubinemia
grave y, en casos raros, la encefalopatia bilirrubina aguda o Kernicterus.

La Hiperbilirrubinemia grave ocurre en solo 5 a 6% de la poblacion recién nacido sano. Por
ello se ha sugerido que la variacion genética podria aumentar el riesgo de hiperbilirrubinemia
cuando coexpresan con otras condiciones icterogenicas. (2)

La ictericia se observa en primer lugar en la cara y luego progresa a de forma caudal hacia el
tronco y extremidades, esta progresion cefalocaudal.

En la etapa neonatal existe una situacion muy frecuente que afecta aproximadamente al 80%
de los neonatos de término y pretérmino tardios, esta es la ictericia fisioldgica que se manifiesta
del 2do al 7mo dia de vida siendo una causa frecuente de readmision hospitalaria durante la
primera semana de vida (1-4). La ictericia patolégica que afecta aproximadamente al 6% de
neonatos inicia en las primeras 24 h y puede acompafarse de otros sintomas.

Casi todos los neonatos tendran un nivel sérico de bilirrubina total muy por encima del rango
de los adultos (1 mg/dL), esto es debido a que tienen un incremento en el recambio de
eritrocitos, producen mas de dos veces la cantidad de bilirrubina que produce un adulto y
tienen una deficiencia transitoria en su capacidad para conjugar y eliminar la bilirrunina(5);
este desequilibrio entre la produccion, la conjugacion y eliminacion es fundamental para la
patogénesis de la hiperbilirrubinemia en los neonatos(6) resultando en un incremento estable
de la bilirrubina total entre los primeros tres a cinco dias y en ocasiones puede prolongarse
un poco mas, seguida de un descenso de los niveles de bilirrubina una vez que la tasa de
produccion de bilirrubina desciende y mejora la conjugacion de la misma. (4)

Se conoce gque la expresion isoenzima UGT1A1 que regula conjugacion de la bilirrubina se
encuentra disminuida, de una manera tal que el desarrollo de su actividad es de 0,1% de
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los niveles de adultos en 17-30 semanas de gestacion, aumentando a 1% de valores de los
adultos entre 30 y 40 semanas de gestacion, y que alcanzan los niveles de adultos por 14
semanas de vida post natal.

Muchas lineas de estudio que aseguran que la contribucidn genética es clinicamente relevante
para modular la hiperbilirrubinemia. (5)

FACTORES DE RIESGO PARA HIPERBILIRRUBINEMIA

La ictericia es una entidad multifactorial y los factores que son clinicamente significativos vy
mas frecuentemente asociado con un aumento en el riesgo de hiperbilirrubinemia grave varian
en cada recién nacido. Pero, debido a que estos factores de riesgo son comunes y el riesgo
de hiperbilirrubinemia es minimo, en forma individual estos factores son de uso limitado como
predictores de hiperbilirubinemia significativa.

Sin embargo, si no hay factores de riesgo, el riesgo de hiperbilirrubinemia grave es
extremadamente bajo, y mientras mas factores de riesgo estén presentes, mayor es el riesgo.
Los factores de riesgo importantes mas frecuentemente asociados se describen en el cuadro-1,
estratificados por la APP en bajo, mediano y alto riesgo entre los que destacan: gestacion
inferior a 38 semanas, ictericia significativa en un hermano anterior, e ictericia que se presento
antes del alta.

Factores de Riesgo para el desarrollo de hiperbilirrubinemia Severa en recién nacidos de +355DG

Criterios de Riesgo mayores Criterios Intermedios Criterios Bajo Riesgo
Antes del alta TSB o nivel BTcen la zona de altoriesgoen  +  Antes del AltaTSB o BTCen el riesgo intermedio del *  Nivel TSB o BTcen la zona de bajo riesgo.
normograma Buthani. normograma de Buthani. *  La edad gestacional 341 semanas.
Ictericia observada en el primer 24h. *  Laedad gestacional 37-38 SDG *  Alimentacion Exclusiva en biberdn.
Incompatibilidad de grupo sanguineo con prueba coombs  *  Ictericia observd antes del alta. *  RazaNegra
positiva, otra enfermedad hemolitica conocida (por *  Hermano anterior con el nifio macrosémico, ictericia e *  Egresodel hospital después de 72h
ejemplo, deficiencia de G6PD). hijo de madre diabética.
La edad gestacional 35-36 5DG *  Laedad materna mayora 25 afios.

Anterior hermano recibi6 fototerapia. Cefalohematomao +  Genero masculino
equimosis signiticativa.

La lactancia materna exclusiva, sobre todo sin supervision

enfermeria y la pérdida de peso es excesiva.

Raza Asia Oriental

De los factores que influyen en la hiperbilirrubinemia conservando un origen genético, por
ejemplo en gemelos monocigotos. Los estudios de gemelos, a pesar de sus limitaciones, se
han utilizado durante décadas para descifrar los origenes genéticos y ambientales de los rasgos
complejos y estimar su estudio clinico de heredabilidad. Ebbesen y Mortensen, compararon
la diferencia en la concentracion de bilirrubina en plasma entre gemelos monocigéticos vy
dicigético, de gemelos recién nacidos y observaron que la diferencia media entre los gemelos
monocigoticos fue de aproximadamente la mitad de la que se encuentra en los gemelos
dicigéticos, confirmando que la cigosidad, fue significativo. (14)

Historia Familiar:

Una historia familiar positiva puede servir como un marcador para susceptibilidad genética
compartida, han identificado un hermano anterior con antecedentes de ictericia neonatal como
un factor de riesgo importante para hiperbilirrubinemia neonatal con odds ratios ajustadas
(OR) 2.29 (95% (IC): 1.87 a 2.81] a 6.0 (1.0-36.0), mas reportando mas de dos veces mayor
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riesgo. Por otra parte, no parece haber una relacion directa entre el nivel maximo y TSB riesgo
de hiperbilirrubinemia en los hermanos posteriores; si un hermano anterior tenia un nivel de
TSB> 12 mg / dl (205 mmol / L) el riesgo de un TSB similar en un hermano posterior fue 2,7
veces mayor que en los controles. Una historia familiar de ictericia en el recién nacido también
se asocié con un mayor riesgo de tener un TSB> 95% en el nomograma de Bhutani y un
TSB>25 mg / dL (428 mmol / L) en hermanos posteriores. Esta relacion consistente a través
de las investigaciones puede reflejar en parte el riesgo hereditario de la enfermedad hemolitica
debido a ABO o Rh isoinmunizacion o la exposicion a un factor ambiental comun, ademas de
una genética compartida. (7)

El sexo masculino:

Las observaciones anteriores demuestran que los recién nacidos varones tienen niveles de
bilirrubina mas altos que neonatos femeninos y estan sobrerrepresentadas en: (i) los lactantes
readmitidos al hospital para el tratamiento de la ictericia neonatal, con un OR de 2,89 (IC del
95%: 1.46 a 5.74). Estos hallazgos sugieren tanto un mayor riesgo para la ictericia marcada y
un mayor susceptibilidad a la lesién inducida por bilirrubina en los recién nacidos varones. La
prevalencia de mutaciones para desarrollar el sindrome de Gilbert se informa, mas de dos
veces mayor en los hombres (12,4%) que en mujeres (4,8%).

La Raza

Estudio epidemiolégico han revelado diferencias significativas en la prevalencia de
hiperbilirrubinemia y en el riesgo de hiperbilirrubinemia mas marcada en una parte especifica
de la poblacién que puede explicarse por factores genéticos y / o de interaccidén entre
contribuyentes genéticos y ambientales. Por ejemplo, los recién nacidos de origen étnico de
Asia oriental que abarca las poblaciones de China continental, Hong Kong, Japon, Macao,
Coreay Taiwan demuestran una mayor incidencia de hiperbilirrubinemia que otras poblaciones
y un aumento del riesgo global para un TSB de 20 mg / dl (342 mmol / L)(OR: 3.1; IC del
95%: 1.5 a 6.3). Como tal, ascendencia de Asia Oriental se muestra como un factor de riesgo
para hiperbilirrubinemia grave. Han especulado sobre la naturaleza de este fenbmeno, la
invocacion de posibles diferencias de poblacion en la incidencia de la enfermedad hemolitica
ABO y la deficiencia de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD). De hecho, la deficiencia de
G6PD es un importante contribuyente al riesgo de hiperbilirrubinemia en los recién nacidos de
Asia oriental.

Variacion étnica innata en depuracion de bilirrubina hepatica

También contribuye a la base bioldgica de riesgo hiperbilirrubinemia en recién nacidos asiatico,
segun lo revelado por el analisis genético de variantes enzimaticas que modulan la captacion
hepatica de la bilirrubinay la conjugacion. Con la expresion de diferentes mutaciones asociadas
en los proceso de captacion, conjugacion y excrecion de la bilirrubina. (6-7)



GENES QUEPARTICIPAN ENELMETABOLISMODE LABILIRRUBINA.

Si bien es sabido que factores ambientales y genéticos contribuyen para el desarrollo de
hiperbilirrubinemia, cada vez mas se reconocen la importancia de condiciones genéticamente
determinada. (11-14)

Las variantes genéticas que se han asociado a un incremento en el riesgo de hiperbilirrubinemia
neonatal incluyen aquellos de la enzima eritrocitaria glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD),
la enzima hepética de conjugacion de la bilirrubina uridin-difosfato glucorinil transferasa 1A1
(UGT1A1l), la glutation S-transferasa (GST) y el anion organico transportador polipeptidico
hepético 1B1 (OATP1B1). A continuacion se describen brevemente algunas caracteristicas
de estos sistemas enzimaticos y transportadores. A continuacion se describen algunas
caracteristicas de los genes y su asociacion con la hiperbilirrubinemia.

Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD).

Esta enzima juega un papel muy importante en la produccion de ribosa 5-fosfato y la generaciéon
de NADPH en la via de la hexosa monofosfato. Debido a que esta via es la Unica presente en
las células maduras para la generacion de NADPH que a su vez carecen del ciclo del acido
citrico, la deficiencia genética de la G6PD a menudo se asocia a algunos efectos fisiologicos
adversos como anemia hemolitica y defectos funcionales en la inmunidad celular. Afecta
aproximadamente al 0.5 — 26% de la poblacion y se estima que el numero el numero de
pacientes en todo el mundo es de 420 millones. Las regiones mas afectadas son la Mediterranea,
Africa subsahariana, Americana (poblacion africana e hispana) y la region del Sudeste Asiatico.
La G6PD se puede manifestar como hiperbilirrubinemia grave, que puede llevar a secuelas
neurosensoriales graves. Casi todos los pacientes son asintomaticos, sin embargo puede
ocurrir una anemia hemolitica aguda, en ocasiones grave después de la ingestion de ciertos
alimentos, medicamentos o durante el curso de una infeccion. La transmision es recesiva ligada
al cromosoma X, siendo causa de la enfermedad mutaciones en el gen G6PD (Xg28). Los
hombres hemicigotos y las mujeres homocigotas expresan el déficit, mientras que las mujeres
heterocigotas, muestran una expresion variable, frecuentemente ausente o moderada; la
gravedad de las manifestaciones esta relacionada con la variedad del déficit. Existen alrededor
de 150 polimorfismos que dan origen al déficit de G6PD; las mas frecuentes son las formas
mediterranea y cantonesa (graves) y las formas africana y mahidol (moderadas).

Dentro de o las alteraciones mas frecuentes que cursan con hiperbilirrubinemia severa se
encuentran la deficiencia de glucosa 6- fosfato.

La medicion de la deshidrogenasa de glucosa-6-fosfato (G6PD) se recomienda para un bebé
con ictericia que esta recibiendo fototerapia y cuyos antecedentes familiares o el origen étnico
o geografico puede sugerir la posibilidad de que la deficiencia de G6PD o para un bebé en los
gue la respuesta a la fototerapia es pobre.

La deficiencia de G6PD es generalizada y con frecuencia no reconocida, y aunque es mas
comun en las poblaciones de todo el Mediterraneo y en el Medio Oriente, Peninsula Arabiga,
el sudeste de Asia y Africa, la inmigracion y los matrimonios mixtos han transformado en una
deficiencia de G6PD problema mundial. (7)



Ademas, la deficiencia de G6PD se produce en 11% a 13% de los afroamericanos, y ha
producido kernicterus en algunos de estos infantes. En un informe reciente, G6PD
deficiencia fue considerado como la causa de la hiperbilirrubinemia en 19 de 61 (31.5%) nifios
gue desarrollaron kernicterus. (8)

La deficiencia de la G6PD pertenece al grupo de anemias hemoliticas hereditarias y su
prevalencia varia entre poblaciones, a la fecha se conocen mas de 400 variantes, es una
enfermedad cuyo mecanismo de herencia esta ligado al cromosoma X y del cual se
conocen cerca de 140 mutaciones de un solo nucledtido o SNP (del inglés, single nucleotide
polymorphisms) (9-10).

La deficiencia de G6PD tiene una amplia variabilidad en su expresidén clinica, desde
asintomatica hasta aquellos casos con anemia hemolitica e hiperbilirrubinemia neonatal severa.
Las diferentes mutaciones generan diferentes concentraciones de la enzima eritrocitaria, sin
tener una relacion proporcional de mayor severidad y de expresion clinica4. La mayor parte
de los sujetos afectados por esta deficiencia son asintomaticos y solamente cuando ocurre
la exposicidn a sustancias oxidantes como algunos alimentos, medicamentos o eventos
infecciosos pueden desencadenar crisis de hemalisis.

La prevalencia global de la deficiencia de G6PD, varia ampliamente de acuerdo a la regién
geografica y el método analitico empleado; La mayor prevalencia ocurre en regiones
subsaharianas que afectan entre el 23-39 % de la poblaciéon. En Latinoamérica varia de
acuerdo al mestizaje africano poblacional4; para México se reporta del 0.39-4.09% de acuerdo
a la zona geogréfica 6-7, mientras que en grupos indigenas se presenta del 0.28 al 6.22
%7 de la poblacion estudiada. Existen informes sobre la asociacién de hiperbilirrubinemia
neonatal y la deficiencia de G6PD; para neonatos de origen y que regresan al hospital por
hiperbilirrubinemia, hasta el 47% de ellos presentan deficiencia de G6PD8. En nuestro medio
hay reportes aislados de la ocurrencia en la deficiencia de G6PD, que varia del 0.43-0.66 %
en neonatos de término sin ictericia9, hasta el 1.57 % en los casos con hiperbilirrubinemia
neonatall0.

Uridin-difosfato-glucoronil-transferasa 1A1 (UGT1A1).

Las UDP-glucoronosil transferasas (GGTs) son enzimas importantes involucradas en la
glucoronidacion de varios compuestos exogenos y enddgenos. La glucoronidacion convierte
los compuestos insolubles en agua a formas mas solubles que pueden por tanto ser excretadas
fuera del cuerpo.

La glucoronidaciéon se lleva a cabo por una familia de enzimas que se encuentra
predominantemente en el higado.

Estafamilia porlo general se divide en 2 distintas subfamilias, UGT1y UGT2, que posteriormente
se subdividen en isoformas. Una de estas isoformas, codificada por el gen UGT1A1 (familia
UDP glucuronosil transferasa 1 polipéptido A1), es una enzima que conjuga la bilirrubina con
acido glucoronico en el higado, haciendo que la bilirrubina sea mas soluble al agua.(11,12)

Forma parte de una superfamilia de enzimas que conjugan y ayudan a la excrecién de diversas
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moléculas transfiriendo un acido glucorénico a los sustratos, convirtiéndolos en sustancias
mas hidrofilicas permitiendo asi su eliminacién por la bilis y/o la orina[15]. Esta superfamilia
consiste en dos familias (UGT1, UGT2) y tres subfamilias (UGT1A, UGT2A, UGT2B). La familia
UGT1A comprende nueve proteinas codificadas por el gen UGT1A localizado en el cromosoma
2g37; este locus contiene el exdn 1 de cada isoforma y los exones comunes 2-5, presentes en
todas las transcripciones[16]. Algunas isoformas de la UGT son especificas de tejidos. Existe
evidencia de solapamiento de sustratos, sin embargo algunos sustratos son especificos de una
isoforma en particular, como la conjugacion de bilirrubina la cual esta catalizada principalmente
por la UGT1Al, a la cual nos referiremos a continuacion. A la fecha se han descrito mas de
150 polimorfismos funcionales en el locus de UGTA1 y 113 variaciones funcionales especificas
en el UGT1A1[15, 17]. Estas variaciones alélicas se encuentran tanto en la secuencia exénica
como en la promotora. El polimorfismo mas ampliamente estudiado es el UGT1A1*28, en
donde se presentan siete repeticiones de timina — adenina (TA) en la region promotora de
UGTA1AL. Individuos con esta variante tiene una repeticion extra de TA en esta secuencia,
mientras que el tipo silvestre comprende seis repeticiones y se expresa UGTA1A1*1[15, 16, 18].
El tamafio de la secuencia de repeticion de TA estéa relacionada inversamente con la actividad
de la enzima. Cuando el alelo *28 en solo un cromosoma, la actividad enzimatica se reduce
en un 25%, mientras que cuando se encuentra en ambos cromosomas la actividad se reduce
hasta un 70%[15-18]; ademas el polimorfismo *28 se asocia con el sindrome de Gilbert, una
forma hereditaria leve de hiperbilirrubinemia no conjugada, la cual no produce dafio hepatico.

Se conocen estos 3 sindromes como causa de hiperbilirrubinemia no hemolitica asociada a la
deficiencia de enzima UGT1A1 los cuales varian de acuerdo a su expresion.

Sindromes congénitos de hiperbilirrubinemia no conjugada No hemoliticas.

MARACADA MODERADA MEDIA
Crigler Najjal Tipo 1 Crigler Najjal Tipo 2 Sindrome de Gilbert
&  Estado estable de bilirrubinaensuero  >20 mg/dL 20 mg/dl <5mg / dl
&=  Rango de valor de bilirrubina 14-50 mg / dL 5,3 a 37,6 mg/dl 02al0mg/dl
Bilirrubina total <10 mg/ dL{aumento con 50-100 mg / dL Nomal
fototerapia)
C én de bilirrub bilis Ausente Presente (sdlo monoglucurdnido) Presente (50% monoglucurdnido)
&  Aclaramiento de Bilirrubina i d 20-30% de lo normal
&  Captacién de bilirrubina hepdtica Mormal MNormal Reducido
=  Actividad UGT1A1 No detectada No detectada Disminucion
= Génetica Autosomico Recesivo Lah dad de defecto posible rfis

1. timina-adenina (TA) 7y (TA} 8 en [a regidn UGT1AL.
2. G211A secuencia de codificacion (Gly71Arg) UGT1A1

variante identificada en poblaciones asidticas.

3. Vinculacion desequilibrio entre [TA) 7/ (TA}7

y T-3279G PBREM promotor UGT1A1 polimorfismos.

4. Otras variantes; generalmente no polimérfica.

Existen diferencias poblacionales en la ocurrencia de los polimorfismos del gen UGT1A1 , asi
como de su asociacion con la hiperbilirrubinemia neonatal. La mayor parte de los reportes que
estudian tal asociacion se han concentrado geograficamente en grupos asiaticos.



Cuadro. Polimorfismos del gen UGT1A Gly71Arg e hiperbilirrubinemia neonatal
Frecuencias alélicas del gen UGT1A1 en el promotor TATA. Estudios de casos y controles

Reference Country Noonatal hyperhilicubrinesnis (x) Control (n)

L o7 "y wo o 2
Axisn studics
LA et af, 2010 China 2 6 0 " 0 0
Pu et . 2000 China 4 10 0 ) . 0
Chang et @l 2000 Talwan 2 ) 5 15
Hwang of ol 2002 Talwan 1o 12 | In 6 ]
Hwang er ol 2004 Talwan L2 ) 0 L I 0
Kansl ot af. 2008 Juprom ™ 0 0 un 20 0
Maruo or f. 199 Tapran 2 2 0 " " 3
Alabu ot wl, 1un™ Japon ‘2 0 0 al " |
Yosol¥ et il 2010 Maluysin bl 4 | M In |
Youirl¥ or il 000" Malnysia 4 10 ‘ a) " |
Agtwwal ot af. XN Inlin . a 12 25 2 4
Caucusian studies

Brgin or . 2010 Tarkey 10 AR 6 EL] o 0
Muslu er d. 2007 Turey vs 12 0 a 7 1
Kille o al, J007 Tursey 17 A 2 12 3 b
Bataogiu er od. 2000 Turkey “ 25 L ) I8 " )
Ulgenalp er al, 2003™ Turkey AS 12 L] 14 v s
Watchko er af. 2009 USA o o2 2 129 127 pL
Soco e @l 2002 Spaim U I ) 6l 46 .

Chang or of. provided & aliele frequescy of 1/77+057
UVGTIAL unidine diphosphate-glecuronosy ltransfernse 1A )

Polimorfismos SLCO1B1

La evidencia reciente sugiere que la bilirrubina no conjugada puede ser un sustrato para el
portador de soluto transportador de aniones organicos SLCO1B1, un transportador sinusoidal
gue facilita la captacion hepatica de una amplia gama de sustratos endégenos y xenobioticos
en un ATP independiente. Ello se deduce que la expresion del desarrollo de SLCO1B187 y
variantes genéticas SLCO1B1 no sinénimos puede afectar la cinética de absorcién de bilirrubina
hepatica y metabolismo de la bilirrubina en neonatos. Como se ha detallado anteriormente, el
SLCO1B1 * alelo variante 1b se asocia con el riesgo de hiperbilirrubinemia neonatal en recién
nacidos taiwanés y el acoplamiento de UGT1A1 con alelos SLCO1B1 aumenta el riesgo.
Por el contrario, la homocigosis para SLCO1B1 * 1b no se observé con mayor frecuencia en
neonatos con TSB> 95% en un cohorte en Estados Unidos, mientras que SLCO1B1 * 1b co-
expresion con G6PD A-. Estos hallazgos subrayan ain mas la importancia de la co-expresion
de variantes de genes del metabolismo de bilirrubina en la génesis de riesgo hiperbilirrubinemia
y sugieren que diferentes origenes genéticos pueden llevar a diferente predisposiciéon de
hiperbilirrubinemia en la poblacion. (19-20)

Alteraciones de la Hemoxigenasa:
* La hemoxigensasa es la enzima que convierte el grupo hemo a biliverdina.
» La variacion de la longitud del dinucléotido (GT)n y las repeticiones del polimorfismo.

» La presencia de menos de 27 repeticiones de GT se han asociado con incremento en
el riesgo de en los niveles de BST.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que la presencia de ictericia en recién nacidos a terminé es un fendémeno fisioldgico
que ocurre en la mayoria de los neonatos sanos, sin factores de riesgo significativos la causa
de su presencia se considera en la mayor parte de los casos de etiologia multifactorial sin
riesgo de severidad. Sin embargo en algunos casos los pacientes son egresados de los ser
vicios de alojamiento conjunto y UCIREN Il desarrollando hiperbilirrubinemia posterior al alta
requiriendo y en algunas ocasiones requiriendo una nueva hospitalizacion para su tratamiento.
Es por eso que se busca determinar la presencia de las mutaciones genéticas mas frecuente-
mente, asociadas a hiperbilirrubinemia, ya documentados en otras poblaciones que interfieren
en la sintesis de enzimas encargadas del metabolismo y excrecion de la bilirrubina como lo
son las mutaciones de la Glucosa 6-, enzima UGTA1 y transportador SCLO1B1. Ya que se ha
encontrado que son un factor determinante de la severidad de hiperbilirrubinemia, pudiendo
interferir con estos resultados en las recomendaciones para los recién nacidos antes del alta
del paciente y disminuir asi el riesgo de incidencia de Hiperbilirrubinemia severa o Kernicterus.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Cual es la prevalencia de la mutaciones mas frecuentemente asociadas a hiperbilirru-
binemia deficiencia de glucosa 6-P y deficiencia de la enzima UGT1A1?

JUSTIFICACION:

La hiperbilirrubinemia es una de las principales causas de reingreso hospitalario en el grupo de
pacientes de término y pretérmino tardio sanos; existen factores ambientales y sociales que fa-
vorecen del desarrollo de hiperbilirrubinemia como el nivel socioeconémico, cultural, creencias,
mala técnica en la alimentacion, etc. Sin embargo en los ultimos afios se ha puesto especial
atencion a los factores genéticos que en conjunto con los sociales y culturales incrementan el
desarrollo de hiperbilirrubinemia, entre estos se encuentran polimorfismos en los genes que
favorecen la produccion, el metabolismo y transporte de la bilirrubina.

Se pretende realizar este estudio con el objetivo de poder determinar la prevalencia en la po-
blacion de recién nacidos, las mutaciones o polimorfismos mas frecuentemente asociados a
hiperbilirrubinemia, para asi brindar asesoramiento genético a los familiares, antes del egreso
del paciente, asi también prevenir el riesgo de posibles complicaciones y rehospitalizaciones.
Evitando un pequefio grupo de pacientes llega a desarrollar hiperbilirrubinemia a niveles pe-
ligrosos que pueden causar dafio neuroldgico y discapacidad a largo plazo; por tal motivo es
necesario implementar nuevas estrategias para poder identificar a los neonatos que tienen
mayor riesgo de desarrollar hiperbilirrubinemia grave para implementar medidas terapéuticas
preventivas.
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL:

Determinar la prevalencia de las principales mutaciones asociadas a ictericia en recién naci-
dos a termind de un hospital de tercer nivel.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» Evaluar cual es la prevalencia de los principales polimorfismos asociados a la deficien-
cia de la enzima glucoroniltransferansa A1 (UGT1A1).

» Determinar cual es la prevalencia de los principales polimorfismos asociados a la defi-
ciencia de la enzima glucosa 6-Fosfato

» Encontrar la asociacion de estas mutaciones con el riesgo de hiperbilirrubinemia.

METODOS

1. Se realizara un estudio prospectivo, transversal y observacional, el cual se llevara a cabo
la toma de muestras durante los meses de Julio y Agosto para identificar la presencia de las
mutaciones de la glucosa G6PD , enzima UGT1ALl.

2. Se debe de identificar a las mujeres con gestacion a término en el servicio de consulta ex-
terna del INPER, 6 las mujeres que se encuentren hospitalizadas con los recién nacidos en su
puerperio inmediato en los pisos de alojamiento conjunto y UCIREN Il

3. Otorgar la informacion completa acerca del protocolo de investigacion los beneficios de la
participacion de los neonatos en este estudio, como por ejemplo (conocer mutaciones en las
enzimas glucoroniltranferansa de sus hijos, la heredabilidad y las precauciones con el uso de
algunos medicamentos de acuerdo a los resultados)

4. Firmar un consentimiento informado para aceptar la toma de muestras a los recién nacidos
asi como el uso de informacion de su expediente clinico.

5. Se tomaran los datos demograficos del expediente del recién nacido los cuales se muestra
en el Apendice 1: Formato de recoleccién de datos.

6. Se tomara una muestra de sangre del talon por el método de capilaridad, la cual consiste
en realizar una puncién con lanceta en talon y llenar capilar con aproximadamente 0.1ml de
sangre el cual sera procesado en los gasémetros con marca Cobas b 221 que se encuen-
tran en los servicio de UCIN y UCIREN del encuentra estandarizado y calibrados. La muestra
sera tomada a las 24 y 72h de vida considerando que los pacientes que nacen por cesarea
permanecen 72h en el servicio y los de parto fisiolégico solo 24h, regresan a las 72h para la
toma de tamiz neonatal.
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7. Se tomara una muestra mediante el raspado de la mucosa oral con un hisopo de Dacron po-
liéster, obteniendo material celular de descamacion para la extraccion del DNA. Determinacion
de la concentracion, pureza e integridad del DNA se realizara mediante espectrofotometria en
el equipo ACTGene ASP-3700 con absorbancia a 260 nm se determinara la concentracion, a
280nm y 230nm se determinara la concentracion de proteina y sales contaminantes. La pure-
za se obtendra a partir de la relacion entre la absorbancia a 260 y 280 nm (A260/A280) cuyo
valor debe oscilar entre 1.6 y 2.0. Si la relacion es menor indicara contaminacion con proteinas.
Para conocer la integridad del DNA se verificara por medio de la separacion y visualizacion de
los acidos nucleicos por electroforesis horizontal utilizando geles de agarosa al 2% con Midore
Green Advanced DNA Stain.

8.Debido al gran numero de polimorfismos asociados a las mutaciones de G6PD y enzima
UGT1A1; se establecio una estrategia para el estudio molecular. Considerando los catorce
polimorfismos reportados con mayor frecuencia en nuestro pais para G6PD5-6. Para este re-
porte se selecciond un primer bloque de cuatro polimorfismos: dos de origen africano (G202A
y A376G) y dos de origen europeo (C563T y T968C), con mayor prevalencia nacionall3-14.
Para el procesamiento de los polimorfismos asociados a UGT1A1 se han documentado los 3
mas frecuentes estudiados en la poblacion (TA7) UGT1A1*28, (TA)8 (UGTA1A1*37 y los hete-
rocigotos para UGT1A1 (TA6)

Se buscaran los siguientes polimorfismos:

GEN Localizacion | Polimorfismo

G6PD Xq28 G202A, A376G, C563T, G680A, T968C, C1159T

UGT1AT 2q37 6TA, 7TA, 8TA, G49C, T3279G, G211A, T674G, C686A,
C1091T, T1456G, C1459T

Los resultados seran analizados en 2 grandes grupos los pacientes que desarrollan ictericia
y los que no las presentan las muestras sanguineas de determinacion de bilirrubinas seran
tomadas a todos los pacientes asi como la secuenciacién de ADN.
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PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Se realizara una estadistica descriptiva de todas las variables de estudio y posteriormente se
realizara una correlacion usando tablas de contingencia de cada una de las variables corres-
pondientes a factores de riesgo asociados el desarrollo de hiperbilirrubinemia obteniendo con
estas la determinacion de Chi cuadrada y para determinar la presencia de hiperbilirrubinemia
asociada a otras variables.

CRITERIOS DE INCLUSION
» Pacientes recién nacidos que hayan nacido en el Hospital de perinatologia, se encuen-
tren hospitalizados en los servicios de alojamiento conjunto y UCIREN lll, del Instituto
Nacional de perinatologia.
» Edad gestacional de 34SDG- 42 SDG
+ Contar con consentimiento informado para toma de muestra de raspado bucal y toma

de bilirrubina capilar firmado por los padres.
* Nacionalidad mexicana determinado por la madre.
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CRITERIOS DE EXCLUSION:
+ Pacientes que durante la realizacién del protocolo se nieguen a continuar en el o a la
toma de alguna de las muestras requeridas para el analisis de datos.
+ Extranjeros determinados por la nacionalidad de madre.

CRITERIOS DE ELIMINACION:
* Aquellos que no cuenten con consentimiento informado.
* Que no se cuente con el total de resultados para su interpretacion.

TAMANO DE MUESTRA

UNIVERSO O POBLACION:

Muestras biologicas de DNA obtenidas de células descamadas de mucosa oral de pacientes
en la etapa neonatal con edad gestacional comprendida entre las 34 y 42 semanas de gesta-
cion calculada por el método de Capurro.

ESTIMACION DEL TAMANO DE LA MUESTRA:

Considerando los siguientes supuestos: error del 4 %, con nivel de confianza del 95 % y apro-
ximadamente1000 neonatos que ingresa al alojamiento conjunto o a UCIREN Il en un periodo
definido, se estima un tamafio muestral de 375 recién nacidos en mas de 1000 neonatos, mas
pérdida aproximada de casos menor al 7 %, en total 400 recién nacidos.
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CALCULO DEL TAMARO DE UNA MUESTRA
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DESCRIPCION DE VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES:

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE DE
MEDICION
EDAD Tiempo transcurrido a Se tomara este dato de la | Cuantitativa En dias
partir del nacimiento de un | historia clinica. o Discreta
individuo
GENERO Propiedad segun la cual Se tomara este dato de la | Cualitativa Nominal
pueden clasificarse los informacion concentrada
organismos de acuerdo en el expediente clinico
con sus funciones
reproductivas.
EDAD El periodo de tiempo Se tomara la anotada en cuantitativa semanas
GESTACIONAL | comprendido entre la el expediente clinico
concepcion y el medida por Capurro o
nacimiento. Fecha de ultima
menstruacion.
VIA DE Método por el cual es Determinada por el Cualitativa Nominal
NACIMIENTO obtenido el producto de la | médico: Parto, Cesarea,
gestacion Forceps
PESO AL Cantidad en gramos peso | Se toma el peso del Cuantitativa En gramos
NACIMIENTO al nacimiento expediente al nacimiento
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VARIABLES DEPENDIENTES

variacion en la
secuencia en lugar
determinado de un

gen.

DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE MEDICION
ICTERICIA La Ictericia es la Se realizara | medicion | CUALITATIVA Estadios de
coloracién amarilla | con la técnica de Kramer LILIIl y
de la piel, escleras | kramer. A%
y mucosas debida
a un incremento de
la bilirrubina
HIPERBILIRRUBINEMIA Acumulacion de Medicion a través de CUANTITATIVA Medicion en
bilirrubina en técnica capilar Milimol
sangre mayor a procesada en
5mgdl en gasometro.
neonatos.
POLIMORFISMOS Véase cuadro-3 CUALITATIVA Expresion del

polimorfismo

Cuadro-3 Polimorfismos identificados asociados a hiperbilirrubinemia severa

GEN Localizacién Polimorfismo
G6PD Xq28 G202A, A3T6G, C563T, GB80A, T968C, C1159T
UGT1A1 | 2q37 6TA, 7TTA, 8TA, G49C, T3279G, G211A, T674G, C686A, C1091T, T1456G, C1459T
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RESULTADOS:

Se cuentan hasta el momento con un total de 24 neonatos del total de la muestra que se re-
quiere las caracteristicas demograficas con las que se describen en el cuadro 1 encontrando
gue contamos con pacientes.

Resultados

Total de pacientes: 24

Promedio de edad gestacional | 37.2 (34-425DG)

Peso al nacimiento 2700grs (1900-3800grs)

Sexo: Femenino: 14 (58%)

Masculino: 10 (41.6%)

Via nacimiento: Cesarea: 13 (54.1%)
Parto: 9 (37.5%)

Forceps: 2 (8.3%)

En estos momentos se cuenta solo con la secuenciacion y datos de 24 pacientes. Alas muestras
tomadas solo se ha realizado los polimorfismos y mutaciones asociadas del gen de la glucosa
6PD. La variante de la deficiencia de GPD6 G202A encontrada en estas 2 el cual corresponde
al 8.3% de los pacientes. El resto de los pacientes no muestran alteraciones en este gen, el
cual corresponde al 91.6% sin presentar mutaciones.

En la evolucion neonatal, de los 24 casos tomados hasta el momento la primera evaluacion
realizada a las 24h de vida de los pacientes solo 8 pacientes (33%) presentaron ictericia,
el resto 16 pacientes (66%) sin presentar ictericia de los cuales 5 estadio | y 3 estadio Il, El
promedio de bilirrubina total capilar en las primeras 24h fue de 4.2mgdl+1.2 para el grupo con
ictericia, y para el grupo sin ictericia 3.9mg/dl£1.3 sin requerir manejo de fototerapia en las
primeras 24h en ninguno de los casos. La segunda evaluacién realizada a las 72h 19 pacientes
presentaron ictericia (79.1%) y solo 5 pacientes 20.8% sin ictericia, fue evaluada clinicamente
con la técnica de kramer de los cuales 3 estadio I, 13 estadio lll, 2 estadio IV. Alas 72h el
=promedio de bilirrubina en el grupo control fue de 12.2 + 4.4 mg/dL, en el grupo sin ictericia
el promedio de bilirrubina total capilar es de 11.6 £+ 3.3 mg/dL solo 2 pacientes requirieron

fototerapia a las 72h de vida los, uno de ellos fue el que presento la mutacién para G6PD.
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DISCUSION

Los alelos de origen ancestral africano, son predominantes en los resultados observados,
G202A, el cual se reportd en los 2 pacientes con los que contamos. En nuestro medio se han
identificado alrededor de 14 variantes genotipicas para la G6PD16-17, los datos que presen-
tamos no difieren significativamente de los reportes nacionales donde se tiene documentado
el origen africano de las variantes alélicas de la G6PD con elevada prevalencia. En el estudio
de Gonzalez y colaboradores la variante B o mediterranea de la G6PD, se reportd en neonatos
originarios del Noreste de la Republica Mexicana, y la variante A- de origen africano, prove-
nientes de la region del golfo de México10.

La presencia de ictericia fue observada en su mayoria a las 72h lo cual es esperado debido
a que la mayoria de los pacientes son recién nacidos a término los cuales presentan su pico
maximo a las 72h. La presencia de hiperbilirrubinemia en una de las paciente que presento la
mutacion nos habla de asociacion con severidad en la hiperbilirrubinemia sin embargo por el
momento debido al escaso nimero de pacientes no podemos evaluar esta asociacion.

Hasta el momento no se cuenta con los resultados de la secuenciacion de estos pacientes
para la prueba de enzima UGT1A1 y sus polimorfimos nos encontramos pendientes de pre-
sentar estos resultados. Se pretende terminar la recoleccion de muestras en las siguientes 6
semanas para terminar el tamafio de muestra y poder realizar el andlisis de variables y deter-
minar la prevalencia de estas mutaciones y la asociacion con hiperbilirrubinemia.

CONCLUSION

La prevalencia de la mutacion para la glucosa G6PD en los recién nacidos a término del Instituto
Nacional de Perinatologia se reporta en un 8.3% de los cuales la variante encontrada es el
polimorfismo G202A. La presencia de asociacién en la hiperbilirrubinemia correlacionada con
la presencia de esta mutacién aun no pude determinar debido al escaso numero de muestras
positivas.

Pendiente los resultados al concluir el nimero de muestras por recolectar.

20



CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

N® TAREA ACTIVIDADES
ENE |FEB | MAR |ABR |MAY |JUN |JUL |AGO |SEP
Revisar en buscadores
Recoleccion PUBMED, OVID el tema
1 Informacién hiperbilirrubinemia y b ¢ X
bibliografica mutaciones genéticas
asociadas
Escritura del N
2 Descripcién método X X
protocolo
Estandarizacién
método
3 i X
secuenciacién
DNA
Promocidn del
protocolo y
; Acudir a consulta
solicitar
3 e externa de Ginecologia X
autorizacion en
informar protocolo
los servicios a
realizarse
Tomar muestra de
Toma de raspado bucal
4 muestras y Realizar PCR de las x x
recoleccion de muestras tomadas
datos Toma muestra de
bilirrubina capilar
Recoleccién base datos
5 Base de datos X X
del pacient
Interpretacion de
6 resultados y X

conclusiones
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CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL
PROTOCOLO DE INVESTIGACION

“PREVALENCIA DE LAS MUTACIONES DE GLUCOSA-6-FOSFATO-
DESHIDROGENASA (G6PD), LA ENZIMA URIDINADIFOSFATO
GLUCORONOSILTRAFERASA UGT1A1 Y ASOCIACIACION CON
HIPERBILIRRUBINEMIA EN RECIEN NACIDOS A TERMINO”

Propodsito y procedimientos:

Por medio de esta pagina se me comunica que de la realizacién del protocolo de investigacion
gue lleva por titulo “PREVALENCIA DE LAS MUTACIONES DE GLUCOSA-6-FOSFATO-
DESHIDROGENASA(G6PD),LAENZIMAURIDINADIFOSFATOGLUCORONOSILTRAFERASA
(UGT1A1) Y ASOCIACIACION CON HIPERBILIRRUBINEMIA EN RECIEN NACIDOS
A TERMINO”. En este estudio el prop6sito de la investigacion es detectar las mutaciones
que presentan en sus genes los recién nacidos mexicanos que los pueden predisponer a
incremento en la coloraciéon amarilla de la piel (ictericia o hiperbilirrubinemia) lo cual es el
origen de algunas enfermedades como sindrome de Gilbert o Cligler Najjar. Este proyecto
esta siendo realizado por la Dra. Blanca Jessica Arteaga Delgado Residente del 20 afio de la
Subespecialidad de Neonatologia del Instituto Nacional de Perinatologia, bajo la supervision
del Dr. Héctor BaptistaHematdlogo-Pediatra y Jefe del Servicio de Investigacion del Instituto
Nacional de Perinatologia (IMPER).

 La participacion consiste en la toma de informacion del expediente clinico que se realiza
al recién nacido al ingresar al Servicio de Alojamiento Conjunto o Unidad de Cuidados
Intermedios del Recién Nacido I

 La informacién obtenida del expediente clinico sera usada de manera
confidencialutilizandocomo identificador un numero asignado por el investigador.

+ La informacion incluida puede ser por ejemplo: edad y sexo, raza, niveles de bilirrubina
en sangre, entre otras.

» Posterior a contar con la informacion del paciente sera tomada una muestra de la mucosa
oral con un cepillo de finas cerdas lo cual no provocara dafio o lesion en la zona, este
instrumento es estéril utilizado unicamente para la toma de muestra de cada paciente.

+ Se tomara muestra de sangre por técnica de capilaridad del talén del recién para
determinacioén de bilirrubinas a las 24 y 72h de vida

» Las muestras tomadas seran analizadas por el servicio de Hematologia del Intituto para
leer las mutaciones en sus genes correspondientes.

» El proceso de las muestras es un procedimiento que conlleva tiempo por lo que para
obtener resultados se esperara de 1 a 2 semanas.

* Los resultados se le podran ser otorgados si asi lo desea.
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Riesgos del estudio:
* No hay ningun riesgo fisico asociado con la toma de muestra, ni durante los procesos
de la investigacion.

Beneficios del estudio:

Como resultado de su participacion se podra otorgar una copia completa del informe y ademas
tendrd la oportunidad de discutir alguna duda de los resultados con el investigador. No hay
compensacion monetaria por la participacion en este estudio.

La participacion voluntaria

Se me ha comunicado que mi participacion en el estudio es completamente voluntaria y que
tengo el derecho de retirar mi consentimiento en cualquier punto antes que el informe esté
finalizado, sin ningun tipo de penalizacién. Lo mismo se aplica por mi negativa inicial a la
participacion en este proyecto.

Preguntas e informacion:
Se me ha comunicado que si tengo cualquier pregunta acerca de mi consentimiento o acerca
del estudio puedo comunicarme con:

DATOS DEL INVESTIGADOR:

Dra. Blanca Jessica Arteaga Delgado

(Residente de 20 afio de la Especialidad de Neonatologia)

Direccidn: Instituto Nacional de Perinatologia. Montes Urales 800, colonia Lomas de Virreyes
E-mail: blanquis85@gmail.com

Teléfono: 5523976507

Nombre del Asesor: Dr. Héctor Baptista Gonzalez

Direccidn: Instituto Nacional de Perinatologia. Montes Urales 800, colonia Lomas de Virreyes
Teléfono: Tel 55209900 ext 160

E-mail:baptistagh@gmail.com

He leido el consentimiento y he oido las explicaciones orales del investigador. Mis preguntas
concernientes al estudio han sido respondidas satisfactoriamente.
Como prueba de consentimiento voluntario para participar en este estudio, firmo a continuacion.

Firma del participante y fecha

Firma del investigador y fecha
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FORMATO DE RECOLECCION DE DATOS:

PREVALENCIA DE LAS MUTACIONES DE GLUCOSA-6-FOSFATO-
DESHIDROGENASA (G6PD), LA ENZIMA URIDINADIFOSFATO
GLUCORONOSILTRAFERASA UGT1A1 Y ASOCIACIACION CON
HIPERBILIRRUBINEMIA EN RECIEN NACIDOS A TERMINO

Nombre/Numero

Fecha de
nacimiento

Sexo:

Peso al nacer

Edad gestacional:

Grupo sanguineo

Ictericia Ictericia Bilis tota- | Bilis total | Requirio Dias de
ler dia 72h les 24h 72h fototerapia | fototerapia
Reporte de

mutaciones

G6PD

UGT1A1
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