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RESUMEN

Introduccion: La galactosemia clasica es el trastorno genético del metabolismo de
la galactosa mas severo y de mayor prevalencia a nivel mundial. Es causada por
mutaciones en el gen GALT, en el cual se han identificado mas de 300 variantes
alélicas. En Cuba no se han realizado estudios moleculares para identificar las
mutaciones presentes en los pacientes.

Objetivo: Identificar variantes alélicas del gen GALT en pacientes cubanos con
galactosemia clasica.

Métodos: Se aislo el ADN genémico de 29 pacientes por el método de precipitacion
salina. Se realizo la deteccion de seis mutaciones mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa-digestion enzimatica-electroforesis. La secuenciacién del gen
GALT se efectud en diez muestras.
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Resultados: Por medio de la reacciéon en cadena de la polimerasa-digestion
enzimatica-electroforesis se detectaron las mutaciones p.Q188R, p.L195P, p.S135L,
p.N314D y p.L218L. Ademas, se identificaron seis mutaciones mediante la
secuenciacion, tres en la region exonica: p.F171S, p.T292T y p.H315H; y tres en |la
intrénica: ¢.378-27G>C, ¢.507+62G>Ay ¢.508-24G>A.

Conclusiones: Las mutaciones halladas evidencian la heterogeneidad genética
alélica de la galactosemia clasica en la poblacion cubana. Este conocimiento puede
contribuir a perfeccionar el diagndstico molecular prenatal y posnatal, el estudio de
portadores, y el asesoramiento genético de pacientes y familiares.

Palabras clave: enfermedad por deficiencia de galactosa-1-fosfato
uridiltransferasa; frecuencia alélica; heterogeneidad genética; mutacion.

ABSTRACT

Introduction: Classical galactosemia is the most severe and prevalent genetic
disorder of galactose metabolism worldwide. It is caused by mutations in GALT
gene, in which more than 300 allelic variants have been identified. No molecular
studies have been performed in Cuba to identify the mutations present in patients.

Objective: To identify allelic variants of GALT gene in Cuban patients with classical
galactosemia.

Methods: Genomic DNA was isolated from 29 patients by the salt precipitation
method. Six mutations were detected by polymerase chain reaction-enzymatic
digestion-electrophoresis. GALT gene sequencing was performed on ten samples.

Results: The mutations p.Q188R, p.L195P, p.S135L, p.N314D and p.L218L were
detected by polymerase chain reaction-enzymatic digestion-electrophoresis. In
addition, six mutations were identified by sequencing, three in the exonic region:
p.F171S, p.T292T and p.H315H; and three in the intronic region: ¢.378-27G>C,
¢.507+62G>A and c¢.508-24G>A.

Conclusions: The mutations found show the allelic genetic heterogeneity of
classical galactosemia in the Cuban population. This knowledge can contribute to
improving prenatal and postnatal molecular diagnosis, the study of carriers, and
genetic counseling of patients and family members.

Keywords: galactose-1-phosphate uridyltransferase deficiency disease; allele
frequency; genetic heterogeneity; mutation.
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Introduccion

La galactosemia clasica (OMIM 230400) es un trastorno genético del metabolismo
de la galactosa, incluido dentro de las enfermedades genéticas raras, con un patrén
de herencia autosémico recesivo. Entre los distintos tipos, la galactosemia clasica
constituye la mas severa y de mayor prevalencia a nivel mundial.

La mayoria de los individuos presenta la enfermedad en el periodo neonatal,
después de ingerir leche materna o férmulas que contengan lactosa, afectacién
multiorganica potencialmente letal, debido a una insuficiencia hepatica, renal o por
la sepsis.

Los sintomas y signos caracteristicos son: pérdida de peso corporal, rechazo de la
alimentacién, voémitos, diarreas, ictericia, letargia, hepatomegalia, cataratas,
hipotonia, diatesis hemorréagica y fontanela anterior abultada.('?

A pesar de cumplir con el tratamiento adecuado, es decir, una dieta con restriccidon
de lactosa, los pacientes muestran complicaciones a largo plazo como trastornos
cognitivos, deficiencia motora, insuficiencia ovarica primaria y disminucion de la
densidad 6sea.3456)

La enfermedad es causada por mutaciones en el gen GALT (OMIM 606999: gen
galactosa-1-fosfato uridiltransferasa), que codifica para la enzima galactosa-1-
fosfato uridiltransferasa. Se han identificado mas de 350 variantes alélicas de este
gen, clasificadas, en su mayoria, como patogénicas.(:8)

La mayor parte de estas mutaciones son raras, aunque existen algunas frecuentes
en determinadas poblaciones. Las mutaciones p.Q188R, p.L195P y p.K285N,
asociadas a un fenotipo severo, permiten identificar el 76,5 % de los alelos mutados
y el 60,8 % del genotipo de pacientes espafioles.®

En cambio, la mutacién p.S135L, relacionada con un fenotipo menos severo, se
encontro en el 48 % de los cromosomas de pacientes afroamericanos.('0

En muchas poblaciones es frecuente la mutacion p.N314D, que integra los alelos
Duarte y Los Angeles, asociados a los fenotipos leve y normal,
respectivamente.(11.1213)
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Segun los datos del programa de tamizaje neonatal nacional, obtenidos entre los
afios 2005 y 2015, en Cuba la incidencia de las galactosemias es de 1:101 065.('4
La pesquisa neonatal se realiza mediante el sistema ultramicroanalitico (SUMA),
que permite la cuantificacion de galactosa total en sangre seca sobre papel de filtro.
Los casos con resultados positivos se corroboran en el Departamento de Genética
Bioquimica del Centro Nacional de Genética Médica —centro de referencia
nacional-, donde, ademas, se determina la actividad enzimatica de la galactosa-1-
fosfato uridiltransferasa.

Aunque estas acciones resultan de vital importancia, no se han realizado estudios
moleculares para identificar las mutaciones presentes en los pacientes cubanos, a
pesar de que la variacién alélica del gen GALT es importante en la definicién del
fenotipo clinico y bioquimico a corto y largo plazo.

La caracterizacion del gen en cada poblacion permite establecer estrategias de
diagndstico molecular eficaces y garantizar el diagnostico prenatal en las familias
afectadas.

El objetivo de este estudio fue identificar variantes alélicas del gen GALT en
pacientes cubanos con galactosemia clasica.

Métodos

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo y de corte transversal. El universo
de estudio abarcé a los individuos con diagnéstico de galactosemia clasica
atendidos en las consultas de asesoramiento genético de la Red Nacional de
Genética Médica. La muestra estuvo conformada por 29 pacientes, no
emparentados, que asistieron a las consultas entre 2008 e inicios de 2020.

Se utilizaron variables cualitativas nominales politdmicas como la provincia de
residencia, la variante alélica hallada y el genotipo de los pacientes.

Se excluyeron aquellos pacientes que no dieron su consentimiento informado ni
tampoco sus representantes legales.

Las muestras de los pacientes se recibieron en el Departamento de Biologia
Molecular del Centro Nacional de Genética Médica. El ADN gendémico fue aislado
por el método de precipitacion salina o por perlas magnéticas con el sistema
automatico QIAsymphony SP (Qiagen).
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Posteriormente, se realizd la deteccion de seis mutaciones (p.Q188R, p.L195P,
p.K285N, p.S135L, p.N314D y p.L218L) mediante el método de reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR)-digestion enzimatica-electroforesis, de acuerdo con
procedimientos descritos por otros autores,(1%19) obtenidos por comunicacion
personal de Laura Gort (Instituto de Bioquimica Clinica, Servicio de Bioquimica y
Genética Molecular, Hospital Clinico, Barcelona, Espafa, 2008).

De las 29 muestras, se escogieron diez para secuenciar bidireccionalmente el gen
GALT por el método de Sanger. Se eligieron cuatro muestras en las que se habia
identificado alguna de las seis mutaciones estudiadas y otras seis que no tenian las
mutaciones detectadas.

Cada muestra fue amplificada en cinco reacciones de PCR separadas, que
abarcaron todos los exones y las regiones intronicas adyacentes. Solo no incluyeron
la region 5’"UTR Yy la region profunda de los intrones 2, 6 y 10.

La secuencia de los oligonucledtidos empleados también se obtuvo por
comunicacion personal de Laura Gort.

En otras tres muestras solo se secuenciaron las regiones donde se detectaron
mutaciones mediante PCR-digestion enzimatica-electroforesis para confirmacion.

La electroforesis de la reacciéon de secuenciacion se ejecuté en el sistema de
analisis genético GenomelLab GeXP (Beckman Coulter). Los datos obtenidos se
procesaron con el programa informatico del equipo y se compararon, mediante la
herramienta de alineamiento de secuencias en linea BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool, por sus siglas en inglés), con el genoma humano de referencia,
GRCh38.p12 (GenBank: GCF_000001405.38).

Las muestras en las que se detectaron variantes alélicas fueron nuevamente
secuenciadas y analizadas para descartar falsos positivos. Se utilizé la estadistica
descriptiva para calcular el porcentaje de las variantes alélicas.

El consentimiento informado fue obtenido de los participantes o de sus
representantes legales, en el caso de los menores de edad, y siguié el protocolo
aprobado por el Comité de Etica del Centro Nacional de Genética Médica.
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Resultados

En los 29 pacientes estudiados se detectaron cinco de las seis mutaciones
analizadas mediante PCR-digestién enzimatica-electroforesis. Estas fueron:
p.Q188R, p.L195P, p.S135L, p.N314D y p.L218L. La variante patogénica p.K285N no
fue encontrada.

La mutacion p.Q188R se hallé en estado homocigdtico en un paciente y, en estado
heterocigético, en tres, lo cual constituy6é el 8,6 % (5/58) de los cromosomas
examinados. Las variantes alélicas p.L195P, p.S135L y p.L218L se detectaron en el
1,7 % (1/58); mientras que la mutacioén p.N314D, presente en estado heterocigético
en cuatro pacientes, represento el 6,9 % (4/58).

La combinacion de las mutaciones p.Q188R, p.L195P, p.S135L y las incluidas en los
alelos Duarte (p.N314D) y Los Angeles (p.N314D y p.L218L) se identificé en el 19 %
(11/58). Ademds, se determin6é el genotipo de un paciente, heterocigético
compuesto para las mutaciones p.Q188Ry p.L195P (tabla 1).

Tabla 1 - Genotipos identificados en pacientes con diagndstico de galactosemia clasica

Genotipo Cantidad de pacientes Provincia
p.Q188R/p.Q188R* 1 Holguin
p.Q188R/p.L195P* 1 Matanzas
p.Q188R/p.F171S, p.T292T, p.H315H 1 Camagiiey
p.N314D, ¢.378-27G>C, ¢.507+62G>A, 2 Granma
¢.508-24G>A/ND ] La Habana
p.Q188R/ND* 1 Granma
p.N314D, p.L218L*/ND 1 Las Tunas
p.S135L"/ND 1 Pinar del Rio

Leyenda: "muestra no secuenciada; “muestra en la que solo fue secuenciada la regién donde se detecté una mutacion
mediante PCR-digestion enzimatica-electroforesis; ND: no determinado.

Las mutaciones p.Q188R, p.L195P, p.S135L, p.N314D y p.L218L halladas con el
método de PCR-digestidon enzimatica-electroforesis se confirmaron mediante la
secuenciacién de ADN.
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Identificacion de variantes alélicas mediante secuenciacion de ADN

Se identificaron seis mutaciones, tres en la regiéon exonica (p.F171S, p.T292T,
p.H315H) y tres en la intronica (c.378-27G>C, ¢.507+62G>A, ¢.508-24G>A). La
mutacion de cambio de sentido p.F171S y las dos mutaciones silentes p.H315H y
p.T292T se encontraron en estado heterocigético compuesto en un paciente, en el
cual, inicialmente, se habia detectado la mutacion p.Q188R por PCR-digestion
enzimatica-electroforesis.

En tres de los cuatro pacientes donde se identificé la mutacién p.N314D, también
se hallaron las variantes intrénicas ¢.378-27G>C, c.507+62G>A y ¢.508-24G>A en
estado heterocigético, lo cual corrobora la presencia del alelo Duarte en estos
individuos.

En los seis pacientes restantes, de los diez en los cuales se secuenciaron los cinco
fragmentos del gen GALT, no se identificd ningin cambio en las secuencias de
nucleétidos analizadas.

Discusion
En estudios del gen GALT en pacientes de Espafa, Portugal, Brasil, Argentina y
Polonia, se sefiala una elevada heterogeneidad genética alélica.(®617.18) | g causa

podrian ser los movimientos poblacionales ocurridos en esos paises a lo largo de la
historia, pues las poblaciones heterogéneas tienen una base genética mas diversa.

En Cuba, debido a las multiples inmigraciones que tuvieron lugar durante siglos,
fundamentalmente de Espafia y Africa Centro-Occidental, y al mestizaje
subsiguiente, no sorprende que, a pesar de |la baja tasa de deteccién lograda en este
estudio, se identificaran 11 mutaciones en los pacientes, aunque varias de ellas
forman parte de alelos complejos.

Todas las mutaciones encontradas aparecen en otras poblaciones, pero no habian
sido descritas en la poblacién cubana, dada la ausencia de estudios previos.
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Mutaciones y genotipos identificados

De acuerdo con los reportes de frecuencia a nivel mundial, se esperaba que la
mutacion p.Q188R, relacionada con un fenotipo severo, tuviera una mayor
representacion en los pacientes cubanos, pero solo estuvo presente en el 8,6 % de
los cromosomas. Este valor resulta inferior al descrito en pacientes afroamericanos,
brasilefios y espafioles, con frecuencias de 12-20 %, 22 % y 49 %,
respectivamente.(9.1016.19)

En Europa este constituye el alelo mas comun. Aunque su frecuencia varia entre las
distintas poblaciones, los valores oscilan entre 45y 93,6 %.29 En Asia, en cambio,
esta variante es rara. En estudios realizados en pacientes de Filipinas y Japén con
galactosemia clasica, no ha sido hallada.(2'22)

La mutacién p.N314D, presente en el 6,9 % de los cromosomas analizados, fue
identificada en el 5,2 % de los alelos, junto con tres de los otros cuatro cambios de
secuencia nucleotidica que conforman el alelo Duarte (¢c.378-27G>C, ¢.508-24G>Ay
c.507+62G>A).

La cuarta mutacién (c.-119_-116delGTCA) debe estar presente en estos pacientes
por el desequilibrio de ligamiento descrito entre estas cinco variantes. Sin embargo,
no fue posible comprobarlo en este estudio debido a que los oligonucledtidos
utilizados no abarcaban la region del promotor, donde se localizaba esta delecién.

La variante Los Angeles, que incluye p.N314D y p.L218L, se detect6 en el 1,7 % de
los cromosomas. Estos resultados se acercan a lo descrito en hispanos, con una
frecuencia de 4,5 % para la variante Duarte y 2,7 % para la variante Los Angeles.(")

En otro estudio, especificamente con pacientes brasilefios, la frecuencia de la
variante Duarte fue de un 8 %, y no se encontré la variante Los Angeles.(1®)

Al menos 15 mutaciones distintas a las que conforman los alelos Duarte y Los
Angeles han sido descritas en configuracion cis con p.N314D.(3 Por esa razén, se
recomienda la secuenciacion del gen completo y no solo la detecciéon de las
variantes mas comunes, ya que la frecuente mutacion p.N314D puede estar en
configuracion cis con variantes raras, las cuales, entonces, quedan sin identificar e
influyen significativamente en el fenotipo del paciente.

Otra mutacion detectada con una menor frecuencia de la esperada fue p.L195P.
Esta constituye la segunda variante mas comun en pacientes espafioles (15,7%).©)
No obstante, solo se identificé en estado heterocigético en uno de los pacientes.
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La mutacion p.K285N, relacionada con un fenotipo severo, representa la tercera
variante mds comun en Espafa (12,7 %). A pesar de ello, no fue hallada en los
pacientes cubanos. En pacientes mexicanos no se ha identificado, mientras que en
pacientes brasilefios tiene una frecuencia del 3 %.(19)

Las mutaciones p.S135L y p.F171S solo se han encontrado en africanos o en sus
descendientes. En un estudio realizado en pacientes afroamericanos, las tres
mutaciones mas frecuentes fueron p.S135L (45 %), p.Q188R (20 %) y p.F171S
(3,6 %).(19) En Brasil, en cambio, las frecuencias de p.S135L y p.F171S fueron de 12
y 1 %, respectivamente.(0)

Los valores descritos para p.S135L en estos grupos de pacientes resultan mayores
que el obtenido en pacientes cubanos (1,7 %). Sin embargo, la mutacién p.F171S fue
identificada en un solo alelo, tanto en pacientes brasilefios como cubanos.

En este estudio se logré determinar el genotipo de tres pacientes. Uno de ellos fue
el clasico p.Q188R/p.Q188R y los restantes, heterocigoticos compuestos:
p.L195P/p.Q188Ry p.Q188R/p.F171S, p.T292T, p.H315H.

La combinacion de las mutaciones p.L195P y p.Q188R ha sido relacionada con un
peor prondstico para el paciente. En un individuo con igual genotipo, la actividad de
la enzima galactosa-1-fosfato uridiltransferasa no fue detectable y desarrolld
complicaciones a largo plazo.?%

El otro genotipo heterocigético compuesto hallado (p.Q188R/p.F171S, p.T292T,
p.H315H) esta descrito en la base de datos de mutaciones del gen GALT (ARUP
GALT Database), en un paciente de ancestros asiaticos y caucésicos.”) En ese
individuo no se detectdé la actividad de la enzima galactosa-1-fosfato
uridiltransferasa.

En la base de datos mencionada, las mutaciones silentes p.T292T y p.H315H estan
descritas en pacientes afroamericanos junto con p.S135L, en cuatro casos, y
p.F171S, en uno. De acuerdo con la base de datos ClinVar,® las variantes silentes
se consideran como probablemente benignas o benignas, asi que no deben influir
en el fenotipo del paciente.

En los individuos heterocigéticos compuestos p.Q188R/p.F171S, tampoco se ha
detectado la actividad de la enzima galactosa-1-fosfato uridiltransferasa.('?)
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Cromosomas no caracterizados

En la mayor parte de los cromosomas analizados mediante secuenciacion de ADN
(15/20) no se identificaron mutaciones. Esto puede deberse a la presencia de
mutaciones en la region del promotor, que disminuyan la eficiencia de Ia
transcripcion, o en la regidon no abarcada de los intrones 2, 6 y 10, que afecten el
mecanismo de empalme, o a grandes reordenamientos.

Estos tipos de alteraciones ya han sido descritos en el gen GALT.(® Por ejemplo,
en la poblacion grecochipriota, se encontr6 una nueva delecion de 8,5 kb en la
mayoria de los alelos relacionados con la enfermedad (55 %), mientras que la
delecion de 5,5 kb, comun en personas de origen judio Ashkenazi,?® también ha
sido identificada en pacientes mexicanos con una frecuencia de 5,5 %.27)

Otra causa probable de la no identificacion de la segunda variante alélica, como en
el caso de los tres pacientes que tienen la variante Duarte, es la presencia de
mutaciones en otros genes relacionados con las galactosemias, como GALK1,
GALE o GALM.

Se han descrito pacientes con mutaciones en GALT y GALE, o en GALK1 y GALE.(2829)
Los investigadores sugieren que, ante la presencia de una baja actividad de la
enzima galactosa-1-fosfato uridiltransferasa, se deberia realizar un analisis
molecular de todos los genes implicados en el metabolismo de la galactosa.
Ademas, resulta altamente probable que, en los cromosomas donde no se encontré
ninguna de las seis mutaciones mediante el método de PCR-digestion enzimatica-
electroforesis, y que no fueron secuenciados, existan variantes patogénicas en la
region codificante.

Por ultimo, para que el diagndstico molecular sea costo-efectivo, es necesario que
el protocolo del Programa de Deteccion Precoz de Galactosemia se cumpla como
esta establecido, ya que la correcta deteccidon de la actividad de la galactosa-1-
fosfato uridiltransferasa constituye un filtro imprescindible.

Las mutaciones halladas en los pacientes evidencian la heterogeneidad genética
alélica de la galactosemia clasica en la poblacion cubana. Este conocimiento puede
contribuir a perfeccionar el diagndstico molecular prenatal y postnatal, el estudio de
portadores, y el asesoramiento genético de pacientes y familiares.
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