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I-JUSTIFICACION
Y
OBJETIVOS



Las talasemias constituyen un grupo heterogéneo de
enfermedades hereditarias en las que existe un dé&ficit de
sintesis en una o mas de las cadenas polipeptidicas gque
forman la hemoglobina.

Los genes encargades de la sintesis de las cadenas de
globina humana se agrupan en dos conjuntos denominados
famillia de genes «, siltuada en el brazo corto del cromosoma
16, y la familia de genes no a localizada en el brazo corto
del cromosoma 11,

La pB-Talasemia estd causada por el déficit o ausencia
de sintesis de la cadena B; clinicamente se pueden
prasentar como un cuadro severo, transfusién dependiente
denominado A-Talasemia mayor; come una condicién cuyas
manifestaciones clinlcas son menos graves, conocida como B~
Taiasemia intermedim, o bien como un estado de portador
heteroclgético, generalmente asintomético, llamado rasge
talagémico o S~Talasemia minor,

Fatos cuadros talasémlicos, homocigéticos Y
heterocigéticos, pueden expresar una gran variabilidad de
manifestaciones clinicas que obedecen, no solo a las
interacclones de diferentes tipos de B~Talasemlas (B°y A™),
sino al elevado polimorfismo genético que interviene en la
génesls de la pB-Talasemia.

A diferencla de lo que sucede en la ao-Talasemia, en la
f~Talasemia son extraordinariamente raras las deleciones
genéticas. Sin embargo, son frecuentes las mutaclones gue
implican a los procesos necesarios para que el flujo de la
informacidén llegue desde el gen (ADN) a las cadenas de
globina. Com@inmente se origina por mutaciones puntuales, en
las cuales existe sustitucién, insercién o delecidn de



nucleétidos, que son dificiles de poner de manifiesto
mediante la técnica de Southern,

Un gran avance en al estudio de las mutaciones
moleculares de la B-Talasemia se abrié a partir de 1987 con
la posibilidad de amplificar fragmentos de ADN mediante la
técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que
ha revolucionado, no s6lo el estudio de la MA-Talasemlia,
gino el mundo de la blologia molecular.

Recientemente, una modificaciédn de la PCR denominada
"Amplification Refractory Mutation System' (ARMS) o PCR con
oliginucleétidos mutados, permite el estudio directo de B~

Talasemia.

Un mejor conocimiento de la bage molecular de las
talasemias ha permitido una prevencién y consejo genético

de los pacliantes.

Fl objetivo de este trabajo ha sido la puesta a punto
de la técnica ARMS, o PCR con oligonucleétidos mutados, con
la cual es pogible detactar en un corto espacio de tiempo
una posible lesién molecular.

Fsta técnica ha sido posteriormente aplicada para la
amplificacién del ADN en sujetos normales Yy en pacientes
con MA-Talapemia con el fin de determinar el defecto

concreto causante de la p-Talasemlia en la regién centro de

Espafa.
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RECUERDO HISTORICO



Los conocimientos que actualmente poseeemos sobre la
hemoglobina y su patologia es el resultado de un gran
nimero de investigaciones a lo largo de estos siglos.

La unién del 0, a la sangre fue un tépico gue suscitd
el interés de todos los clentificos del siglo XIX. HOPPE-
SEYLER (1862), establecid por métodos espectroscdpicos el
papel central del pigmento rojo de la sangre para unirse al
0, Y fue el primero en utilizar el término HEMOGLOBINA, para
describir éste pigmento.

Datactd los cambios espectrales que se producian,

cuando el 0, era eliminado por reduccidédn quimica con sulfato

ferroso,

En el s.XX es donde, m&s avances se han producido y
con un crecimiento exponencial de los conocimientos segln

nos acercamos a su final.

Aun sablendo quae todos los descubrimientos no se
producen aislados sino que en muchas ocasiones unos han
servido de base para otros, podemos considerar una mitad de
siglo, hasta el afioc 1949 en que PAULING y sus colaboradores
descubren que la anemia de células falciformes estaba

causada por una hemoglobina anormal.

Este perlodo se caracterizé, de una parte, por la
existencia de clentificos dedicados a conocer la estructura

y funcién de la hemoglobina y por otra, médicos clinicos,
que comenzaban a ldentificar determinadas anemias, cuyas

caracteristicas clinicas y hereditarias fueron establecien-

do progresivamente (Dacie, 1988).



Estos dos grupos, podriamos decir que se fuslonaron
con el descubrimiento de Pauling, pues a partir de enton-
ces, las descripclones clinicas tenfian una base molecular
y las alteraciones moleculares tenian su representacidén en
clinica,

Abordamos los sigulentes puntos por separado!
1) Establecimiento de la estructura de la hemoglobina.
2) Conocimiento de la funcién de la hemoglobina.
1) Descripclones clinicas y descubrimiento de variantes de
hemoglobina.

4) Control genético.

Al inicio del s.XX, el avance de la gquimica orgénica
atrajo el interés sobre loe grupos prostéticos que conte-

nian hierro.

En 1912 KUSTER establecidé la estructura del Hemo,
gintetiz&ndose en 1919 por HANS FISCHER. Pronto se eviden-~
cl6 que esta porfirina era el grupo prostético, no sola-
mente de la hemoglobina sino también de otras proteinas
respliratorias como mioglobina y otros citocromos.

El daesarrollo de los espactrofotimetros, permitid la
determinacién detallada de las propledades aespactrales de
la hemoglobina. La oxidacién a metahemoglobina y la unién
de la hemoglobina con otros ligantes del Hemo, como el CO,
produjeron alteraciones caracteristicas en el espectro

visible de absorcién.

E1 desarrollo de una nueva rama de la cilencia, la
Bioguimica, permitid hacia 1920 que ge lograran técnicas
para medir el tamafio de 1a molécula de hemoglobina.



Fué ADAIR, guien desarrolld membranas coloidales, gque
eran libremente permeables al agua y sal pero no a la
hemoglobina, logrando determinar su peso molecular valoran-~
do la presiédn osmética, estableciendo en 67.000 daltons, lo
que fue comprobado afios después por SVEDBERG medlante
centrifugacié4n analitica, con una diferencia tan s6lo de
1.000 daltons (Pm = &8.000).

Un punto clave en el conocimiento de la estructura de
la hemoglobina ocurrié en 1956 cuando INGRAM separd los
péptidos producidos despuds de que la globina fuese hidro-
lizada con tripsina, la cual rompe los enlaces peptidicos
solamente a nivel de residuos lisina-~arginina,

Del nOmero de residuos obtenidos dedujeron que la
hemoglobina estaba constituida por dos mitades identicas.
Ademis comprobd tres afios después las diferenclas entre los
péptidos de la hemoglobina A y de la hemoglokina S. '
(Ingram, 1959)

En 1957 RHINESMITH, SCHROEDER y PAULING por una parte
y BRAUNITZER por otra, indicaron que la hemoglobina era un
tetrémero, compuesto de dos pares de cadenas polipeptidicas
distintas, las cuales fueron denominadas alfa y bheta y
asumieron gue cada cadena astaba pegada a un grupo hemo.

A principios de la década de los 60, con el desarrollo
de nuevos métodos para determinar la estructura de las
proteinas, se hicleron rédpidos progresos en dos frentes:

a) El establecimiento de las gecuencias de aminoAcidos en
las cadenag de globina humanas normales.

b) Determinacién de la estructura tridimensional de la oxi
y desoxihemoglobina, que fue lograda por MAX PERUTZ y cols,
mediante difraccién con rayos X, demostrando como la unién
con el 0, alteraba la conformacién de la hemoglobina, lo
quele valié el premio Nobel de Quimica en 1962,




Esto permitid® a PERUTZ en afios sucesivos, explicar
propledades funcionales de la hemoglobina, tales como el
efaecto Bohr, interaccién con los fosfatos org&nicos y la
unién cooperativa con el 0,, asl como informacién sobre la
estructura de variantes anormales, reaponsables de diversos
trastornos clinicos,

Esta investigacidén ha progresado tanto en 35 afios, que
lag coordenadas tridimensionales de los 4.600 Atomos no
hidrégeno de la hemoglobina, estdn establecidos con un alto

grado de certeza.

El acGmulo gradual de informacién sobre la estructura
de la hemoglobina, permitié incrementar los datos sobre el
papel fisiolégico en el transporte de O, y CO,, asi como sus
mecanismos de accién molecular.

En 1904 CHRISTIAN BOHR, demostré la forma sigmoide de
la curva de disociacién de la hemoglobina y que la posicién
de la curva era sensible a los cambios en la presidn del
CO,, Esta curva fue definitivamente establecida por BARCROFT

an 1928,

En 1936 PAULING predijo la naturaleza de la unién de
0, al hemo, conslderando el comportamiento cooperativo de la
hemoglobina como un problema quimico. Razoné que la unién
del 0, a uno de los grupos hemo en el tetrdmero, ocasionaba
una alteracién estructural en la proteina, gue hacla al
resto de los hemo més &vidos por el O, lo que puede
considerarse como el primer modelo alostérico de la funcién

de la hemoglobina.



El aumento de datos CO,-CO,H, como buffer y sistema de
excrecliédn de 6&cldos, permitid a BOHR-HASSELBALCH inter-
pretar que, el mayor afecto del CO, sobre la afinidad de la
hemoglobina por el 0, era a través del cambio que provoca en

sl pH, de tal forma que la dependencia, que el pH tiene la
curva de disoclacién de la hemoglobina, se ha conocido como
EFECTO BOCHR.

paralelamente a estas investigaciones puramente
cientificas, se estaban describliendo un conjunto de enfer-
medades, que en principio no se relacionaban con hemoglobi-
nas anormales, hasta 1948 en Jue HORLEIN y WEBER descri-
brieron una hemoglobina con propiedades espectrales anorma-
les responsable de una clanosis familiar.

En 1922, MASON introdujo el término de anemia de
células falciformes (sickle-cell anemia), y sugirid que
podria ser una enfermedad de la raza negra. Posteriormente
se comprobé que es una enfermedad heredada, no ligada al
sexo y que afecta tamblén a la raza blanca.

En 1925 COOLEY, describe en Detroit cuatro nifies con
una apariencia mongoloide peculiar con anemia y hepatoes-
plenomegalia. En afios posteriores se le dascribié a esta
enfermedad como Talasemia y se localizé preferentemente en

el mediterraneo.

Fn 1949 PAULING, ITALO, SINGER Y WELLS demostraron
mediante electroforesis, que los eritrocitos falcliformes
contenian moleculas de hemoglobina defectuosa, denominando-
la hemoglobina de la enfermedad de células falciformes
(Pauling y cols., 1949). Este descubrimiento fue el pié
para la aparlcién de toda una serie de hemoglobinopatias

estructurales.
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Cada afio se describen un ndmero cada vez mayor de
éstas por lo que en 1975 se establece el Centro Internacio-
nal de Informacién sobre la Hemoglobina para proporcionar
mayor comunicacién entre los investigadores, editando un
listado anual con los nuevos descubrimientos y los vya

axistentes,.

El conocimiento del control genético de las hemoglobi-
nas humanas ha tenido dos fases, una primera derivada de la
obgsaervaclién del patrén de herencia y de los tipos de
hemoglobinas descubiertos y otra a partir de la utilizacién
de la tecnologia del DNA recombinante.

El gran ndmero de estudios realizados y los conoci-
mientos a los que se ha llegado en los Gltimos 20 afilos en
genédtica molecular, se deben a la denominada tecnologia de
ADN recombinante, con una fecha clave, la del descubrimien~
to en 1970 del enzima TRANSCRIPTASA REVERSA, capaz de
sintetizar una copia de ADN (ADN complementario) a partir
de una molécula de ARN obtenida del citoplasma de una
célula eucariota. (Baltimore, 1970; Temin, 1970; High,

1985)

Pronto se vid que en condlciones adecuadas éste DNA se
hibridaba de una manera altamente especifica al DNA o RNA
complementario, lo que permitié demostrar la presencia de
esa secuencia complementaria y de esta forma DEISSEROTH y
cols. establecieron con técnicas de hibridacién en solu-
cién, que los genes de globina alfa y beta residian sobre
cromosomas diferentes, localizando el gen alfa sobre el

cromosoma 16 y el beta sobre el 11.
otro descubrimiento clave, fueron las ENDONUCLEASAS de

RESTRICCION las cuales cortan el ADN cuando encuentran
determinadas secuencias de nucleétidos. (Nathans, 1975)

11



En 1975 SOUTHERN introdujo un método de hibridacién,
que permitia inmovilizar uno de los componentes de la
reaccién, el DNA objeto de estudio, al transferirlo sobre
nitrocelulosa, después de haber sido separado segln =su
tamafio mediante electroforesis en agarosa previa digestioén
con endonucleasas. (Southern, 1975; Orkin, 1984)

El progreso sobre todo en los Gltimos 10 afios ha
permitido, gque muchos transtornos monogénicos puedan ser
examinados, 1o que supone un mejor conocimiento de la base
molecular de los mismos y la posibilidad de detecciédn
prenatal de portadores (Antonarakis, 1989).

La fabricacién por bacterias del producto de un gen
determinado (vacunas, hormonas, etc) abre un campo a las
posibilidades de la reparacién de los genes anormales o
frenados en su expresioén.

12



ESTRUCTURA
DE LA
HEMOGLOBINA



Cuando Perutz se propuso en 1937 escoger la hemoglobi-
na como proteina cuya estructura queria resolver, no contd
con la complejidad de ésta, por lo que tuvo gue esperar 20
afios para resolver dicho problema, pero sin duda é&ste ha
sldo uno de los grandes triunfos de la moderna biologila
molecular y por tanto el primer paso para el conocimiento
de las hemoglobinas anormales (Bunn, 1986; Weatherall,
1981; Lehmann, 1976).

La hemoglobina es la proteina vital que transporta O,
desde los pulmones a los tejidos y facilita la vuelta del
CO, deade los tejidos a los pulmones. Se localiza en el
interior de los hematles. En un hematie hay alrededor de
280 millones de moléculas de Hb, cada una con un peso
molacular de 64.458 daltons, forma elipsoide y dimensiones
64x55%x60 A.

Como todas las proteinas consta de aminodcidos, unidos
unos a otros en una sacuencia lineal llamada cadena poli-
peptidica, Los aminoécidos son de 20 clases diferentes y su
secuencla en la cadena est& determinada genéticamenta.

Una molécula de hemoglobina esté& compuesta por cuatro
cadenas polipeptidicas, dos cadenas alfa de 141 restos de
aminodcido cada una y las cadenas beta de 146 restos cada
una. Las cadenas a y B tlenen diferentes secuencias de
amino&cidos, pero se entremezclan para formar astructuras
tridimensionales similares,

cads cadena contiene un grupo HEMO, gue consiste en un
anillo de atomos de carbono, nitrégeno e hidrdgeno, denomi-
nado protoporfirina IX, con un dtomo de hierro ferroso en
el centro. Una dnica cadena polipeptidica combinada con un
s6lo hemo se llama subunidad de hemoglobina & monémero de

hemoglobina.
14



En la molécula completa las cuatro subunidades estén
astrechamente entrelazadas, como un rompecabezas tridimen=
sional, formando un tetramero.

El grupo hemo se combina por si mismo con el O, tan
fuertementa gque el enlace, una vez formado, es dificil de
romper. Esto ocurre porque un &tomo de hlerro puede existir
en dos estados de valencia: hierro ferroso, que transporta
doa cargas positivas y el grupo férrico, que tranasporta
tres cargas positivas, ‘

Normalmente, @l hierro ferroso reacciona con el 0, da
modo irreversible para formar hierro férrico, perc cuando
el hlerro ferroso est8 acoplado en los pliegues de 1la
cadena de globina, queda protegido de manera que la reac-
cién con el 0O, es reversible.

Para que la globina funcione con eficacia deben

satisfacerse tres condlciones:

1*» Libre acceso del H,0 a la superficie de la globina para
mantenarla aen solucién, para elloc el exterior molecular
debe ser rico en cadenas laterales hidrofilicas polaras.

0 O 0 0

0
I I I I

*NHy~C~C~-NH~C«C~NH~C~C~ = =~NH-C~C~NH~-C-CO

R R R R R

El monémero de hemoglobina de caballo segln la imagen
generada por ordenador (Perutz, 1979} guedaria reflejado en

la figura 1.

Log reatos mas numerosos son los hidréfobos (Ala, Val,
Leu) siendo tambien muy abundante la histidina, cuyo grupo
imidazol es responsable de una parte esenclal de las
propledades funcionales de la molécula, como son: El poder

tampén y el afecto Bhor,

15



F10. 1

SUBUNIDAD D8
HEMOOLOBINA

La oadena alfa: consta de 141 aminodcidos en secuencila
lineal. El hierro del grupo hemo estd unido por un enlace
covalente a)l imidazol de un residuo histidina en la posi-
cién 87, es la llamada histidina proximal.

L.a oadena beta: es llgeramente més larga que la alfa,
consta de 146 amino&cldos. ElL hemo se une a la histidina

92,

Las oadenas delta, gamma, epsilon y 3zeta: hay una
homologia estructural aentre delta, gamma, apsilon y la
cadena B, no en vano son productos de un grupo de genes
localizados an el cromosoma 11 y tienen también 146 aa.

De 1a misma forma la cadena zeta es homdloga con la «,
posee 141 aa y as, como la «, producto de los genes situa-

dos en el cromosoma 16.

16



2% El interior de la molécula debe sequir siendo hidrofébi-
co, resultado de su alto contenldo en aminoécidos lipofili-
coB.

3% La molécula de globina debe mantenerse razonablemente
rigida, lo que logra con una proporcién extraordinariamente
alta de aminodcidos en disposicidn helicoidal.

Se rafiere al esqueleto de la cadena polipeptidica de
globina y establece de modo eapecifico la secuencia de sus
aminoAcidos,

Las proteinas estdn compuastas por a-aminodcidos
unidos por un fuerte enlace covalente llamado enlace
pept{dico, gue se aestablece entre los grupos carboxilo y
amino de los aminoAcidos.

Los aminodcidos tienen un grupo amino cargado positi-
vamente Yy un grupo carboxilo cargado negativamente, neutra-
liz&ndose estas cargas al establecerse el enlace peptidico,
permanecliaendo sélo cargados sus reaiduos N-terminal y C-
terminal. Quedan también cargadas las cadenas laterales
{(grupos R), pudiendose dividir los aminodcidos s=seglin la
naturaleza de estos grupos laterales en hidrofilicos o
polares, gue se dlsponen an la superficie de la molécula o
tapizando la cavidad central de la misma; e hidroféficos,
situados en el interior molecular.
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0 2 BYTRURA PRIMARIA DR LA CADINA ALPA. Lov segmenton hellooidales so scllalad con lotras mayUsculas, 3o indics la relacidn
el Hemo con la histidion prozsnal y disal

Se rafiere a la relacidn aspacial entre residuos que
estdn proximos el uno del otro en la secuencia lineal.

Lag subunidades de hemoglobina son un buen patrén de
a hélice dextrégira, contenlendo aproximadamente 3,6 restos
aminoAcidos por vuelta, manteniendose estables al formarse
enlaces dea hidrégeno intracatenarios entre el carboxilo de
cada residuo y el grupo amino de otros aminodcidos.

En su estado nativo, alrededor del 75% de la molécula
de hemoglobina es una a-hélice, pero hay tramos que adoptan
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una posicién lineal, los cuales estan situados entre las
hélices, por donde la cadena suele angularse. Ademis hay
dos pequefics segmentos helicoidales en los extremos.

Los segmentos helicoldales se denominan con letras que
van desde la A a la H, comenzando por al axtremo N-terminal
de la molécula y los no helicoidales reciben su denomina-
cién a partir de las hélices entre las que estan situados,
ea decir: NA, AB, CD, EF y asi{ hasta GH (los segmentos
tedéricos BC y DE no exlsten como secuencias no helicoida-
les) . Los dos pequefos segmentos lineales situados an los
extremos se denominan NA y HC,

Debido a que el nUmero de aminodcidos en las cadenas
es diferente, 14) en a y 146 en B, y con objeto de lograr
una mdxima homologia entre las subunidades, cada amino&cido
es numerado de acuerdo con su posiclién en la cadena lineal
y con el lugar que ocupa en cada segmento, asi por ejemplo
la histidina F8 ps la a-87 y N=92,

Hace referencia a cémo estd plegada tridimensionalmen-
te la cadena polipeptldica, refiriéndose a la situaclidn en
ol espacio de los residuos aminodcidos que forman parte de
la estructura lineal, lo gue facilita la comprensidén de las

propiedades funclenales de la proteina.

L.a mecuencia primaria de los aminodcidos esa la due

determina fundamentalmente los plegamentos de la protelina
en o)l espaclo tridimensional Yy golamente la secuencia
primaria de aminodcidos o8 determinada genéticamente,

produciendose posteriormente las gatructuras secundaria y
tarciaria por uniones entre los radicales de los aminodci-

dos que forman la misma.
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Los plegamentos hacen que dentro de la forma esferoi-
dea que adopta la molécula, se cree una cavidad donde se
alojard el hemo, denominada "bolsillo", limitada por las
hélices B, G ¥ H en el fondo, por las E y F en sus paredes
y con una abertura, préxima a la superficie, tapada en
parte por la hélice C y D. Esta cavidad estd esencialmente
taplizada por residuos cuyas cadenas laterales, fuertes
hidréfobas, evitan la presencia de H,0 y por tanto la
oxigenacidn del Atomo de 0,.

FIG. 3 DIAORAMA DB LA BSTRUCTURA TRRCIARIA DB LA CADENA BETA

Se refiere a la forma como &e articulan las cuatro
subunidades, lo cual se realiza no por fuertes enlaces
covalentes, sino por uniones ma&s débiles como son los
enlaces lénicos y fuerzas no covalentes tipo Van der Waals.
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La unidad funcilonal de la hemoglobina es un tetramero
de forma elipsolde, pero puede considerarse como dos
dimeros colocados uno encima de otro.

Las diferencias fisicas y quimicas que se producen
entre la forma OXI y DESOXI se manifiestan por cambios en
la estructura cuaternaria de la molécula.

Al observar un tetrdmero de hemoglobina se apracia que
cada cadena alfa contacta con las dos cadenas B a lo largo
de dos diferentes superficies, de agqui que si las unidades
son designadas Alfa 1, Alfa 2, Beta 1 y Beta 2, pueden
definirse dos interfames entre distintas subunidades: « B,
y a, B, que son astructuralmente idénticas a las a; B, ¥ @,
B, .

La interfase a, B, y o B, permanecen relativamente
fijas durante la oxigenaclén. La unién entre estos dimeros
es muy estrecha debido a los 40 contactos entre residuos
que en esta lnterfase se producen, incluyendo 9 puentes de
hidrégeno, por lo que no hay diferencias entre la forma oxi
y la desoxihemoglobina, permitiendose movimientos sélo de

1A,

El contacto en la interfase « f; Y a; By son menos
rigidos y permiten una mayor movilidad durante la oxigena~-

cidn (7MY .

£n la desoxihemoglobina (también llamada forma Tensa

wpH) hay alrededor da 40 contactos, incluyendo 19 puentes

de hidrégeno. Cuando la hemoglobina se oxigena {(oxihemoglo-

bina 6 forma Relajada "R") el numero de contactos desciende
a 22, incluyendo 12 puentes de hidrogeno.

Durante la transicién de la estructura T a la R

existe, por tanto una reestructuracién de las subunidades

con respecto al otro par.
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Cada columna a estd fuertemente unida a la cadena B8 y
el dimero asi formado se muave como un cuerpo rigido., Si un
dimero se mantiene fijo, el otro gira 15 grados alrededor
de un eje y se desplaza un tanto a lo largo de éste. La
simatria doble de la molécula se mantiene , si blen el eje
de simetria ha glrado 7,5 grados. (Perutz, 1979).

£J0 DF SIMETRIA o™

n'rr‘

| y
b § -ARADOS

P10 4 RIEPETRUCTURACION DI LAS SUBUNIDADES dursnto la tranaisldn s & estructura T & la ostructura R

Los contactos entre cadenas similares son muy escasos,
asi entre las cadenas al a2 solamente se producen en la
forma desoxl, aungue desempefian un importante papel en la
interaccién Hemo-Hemo, efacto Bohr y el transporte de CO,

cadenas Bl y #2 al estar mds separadas
gque entre ellas

En cuanto a las
que las alfa permiten sn la forma desoxi,
se aloje una molécula de 2,3 DPG, lo que contribuye a

aumentar la establlidad de esta conformaclén.
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Q. § MOLBCULA COMPLETA DR HEMOOLOBINA

Lags cadenas de hamoglobina humana han sldo denominadas
de acuerdo con las letras del alfabeto griego, Alfa, Beta,

Gamma,Delta, Epsilon y Zeta.

Las HEMOGLOBINAS EMBRIONARIAS fueron descublertas en
1961 por Huehns Yy colaboradores (Huehns y cols, 1961) en la
sangre de embriones humanos. Se denominaron Gower 1 Y
Gowwer 2, posteriormente Capp Y colaboradores denominaron
Hb Portland a una nueva hemoglobina, con propiedades
electroforéticas semejantes a la Hemoglobina A a pH alcali-

no, pero gque migra mas radpidamente que ésta a pH acido.
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Son trés hemoglobinas transitorias, con una elevada
afinidad por el 0,.

GOWER 1: es un tetrémero compuesto por subunidades
denominacdas (Zeta 2 Epsilon 2).

GOWER 2! es un tetrdmero compuesto por subunidades
denominadaa (Alfa 2 Epsilon 2). Las cadenas épsilon estén
codliflcadas por un gen del complejo de genes de la cadena
beta, situado por tanto sobre el cromosoma 11.

PORTLAND: tiene (Gamma 2 Zeta 2). La cadena Zeta
muestra una fuerte homologla estructural con la cadena Alfa
(Kamuzorra y cols.,1974), y cuyo gen se sitfla en el cromo-

aoma 16,

L] & ar By

Lugmqglgbmul Lo g .GOA o &

|nu qowofll [H6 Portiend] [HoGower 2] [For]  [Hea]  [+wal |
T . ‘
&a |

|

1. 6 HEBMOOLORINAS

Durante la vida fetal, la hemoglobina predominante es

la Hemoglobina FETAL (Hb F) que es una( Alfa 2 Gamma 2) Y
aunque esta presente en grandes cantidades al nacer (65 a

95%), en la vida adulta solo se producen trazas (menos del

1%) (Pataryas,1972}.
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La hemoglobina F es una proteina heterogénea, su
cadena Gamma, que diflere de la Beta en 39 de los 146
aminodcidos, puedes contener un residuo alanina & glicina en
la posicitn 136, siendo deslgnadas como A gamma & G gamma
respectivamente,

En el recien nacido al 75% as G gamma y el 25% A gamma
(relacidén 3/1), por el contrario en el adulto, la pequefa
cantidad de Hb F que poseen contiene 40% de G gamma y 60%
de A gamma. La transicién a este patrén de adulto tiene
lugar durante el primer afio da vida.

Otra importante heterogeneidad de la cadena gamma ha
sido documentada, sae trata de una sustitucién de la Treoni-
na por Isoleucina en la posicién 75, esta sustitucién se
produce exclusivamente sobre la cadena Gamma A por lo que
se le designa Gamma AT. Esta cadena gamma es la gue forma
la variante de la Hb F denominada SARDINIA cuya presencia
se ha visto en el 30% de los recien nacidos blancos y en el
20% de la raza negra (Trecartin y cols.,1981; Pirastu y
cols.,1984).,

La Hb F puede estar aumentada en trastornos heredita-
rios tales como A-Talasemias, Parsistencia Hereditaria de
la Hemoglobina Fetal, Anemia Drepanocitica y en trastornos
adquiridos tales como Anemia Megaloblastica, Aplasia
Medular y @n algunas Leucemias.

Los nivelas de Hpb F pueden tambien verse afectados por
diferenclias en la atraccién para el ensamblaje de unas
cadenas con otras, sugiriendose que las subunidadea alfa se
combinan menos facilmente con las gamma, que con las beta,
habiendose observade por tanto, Hb F mas baja en recien
nacidos con a-Talasemia, gue en aguellos que tienen los
cuatro genes hormales (Bunn,1987), lo mismo gue en casos de
deficiencia de hierro (Adams y cols.,1983).
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La hemoglobina adulta normal (Hb A) es un tetramero de
globinas que consta de dos cadenas alfa y dos cadenas beta
(a; B;), como ya se ha comentado la cadena a contiene 141
restos de aminodclidos, mientras que la cadena B la consti-
tuyen 146 aminodcidos. En el adulto normal, el 97% de la
hemoglobina es A , mientras que en el reclen nacido su
cuantia @s del 20 al 40 % y solamente una pequefia cantidad
as Hb A, (a; 6;).

La Hb A, en el adulto representa el 2,5 % del total de
hemoglobina, mlientras que en el neonato no suele superar el
0,5 %. En cuanto a la estructura hay una marcada homologia
entre la cadena B y la delta(éd), difieren solamente en 10
de los 146 aminodcidos.

El significadeo fisiolégico de la Hb A, no se conoce, su
funcién es probablemente la misma que la de la Hb A. Puede
encontrarse aumentada en A~Talasemia, en algunas variantes
de hemoglobinas inestables, hemoglobina A/S , Anemia
Megalobldstica y en hipertiroidismo. Por otra parte esta
disminuida & normal en estados de carencia de hilerro,
Anemia Slderobldstica y en Talasemias «, §, &8, Hb Lepore
y PHHF (Bunn y cols., 1977),

Las hemoglobinas que predominan en el embrién son la
Gower 1, Gower 2 y Portland; la proporcién de las dos
primeras fué del 42% y 24% del total respectivamente, el
resto fud Hb Fetal. En las etapas posteriores la proporcidn
de hemoglobinas Gower desciende hasta ser casl indetecta-
bles en la 10% a 128 semana de gestaclén,

El tiempo de aparicién vy desaparicién de la Hb Port-
land ha sido m&s dificil de determinar.
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La hemoglobina Fetal aparace precozmente durante la
gestaclén, 10 % del total de la Hamoglobina de embriones se
incrementa posterlormente hasta un 90 % del total hacia la
g a 10% semana, permaneciendo asi hasta poco antes del
parto,

A los sels meses de vida extrauterina la cantidad de
Hbo F es el 1 % & inferior, aunque pueda encontrarse normal-
mente en niveles de 2 a 5 % en niflos normales, para poste-
riormente al afio, situarse en los valores que mantendréa
durante toda la vida.

La hemoglobina A, en cantidades del 5 al 10 % es
detectada en fatos normales desde la 68 semana en adelan-
te, aungue electroforéticamente no sea demostrable hasta la
12% memana {Pataryas y cols., 1972).

PaqueRas cantidades de cadena beta pueden comprobarse
por sintesis de globinas antes de la 63 semana, Posterior-
mente, auncue se obsarva un ligero incremento en la sinte~
sis de cadena beta (hacia la 124 a 208 semana) la propor-
cién permanece constante hasta iniclarse la sintesls de
hemoglobina del adulto.

La hemoglobina A, es la 0ltima en aparecer, comenzando
su produccién en el tercer trimestre de vida intrauterina,
detactandose solo trazas de Hb A, en la sangre de corddn
umbilical. Su sintesls va incrementandose a lo largo de los
seis a doce primeros meses de vida hasta alcanzar el nivel
definltivo.

gl déflcit &6 anomallia de la cadena alfa se manifiesta
mejor en el periodo neonatal. En esta etapa de desarrollo,
la cadena B va aumentando progresivamente con respecto a la
cadena gamma y puesto que la apetencia de la cadena a es
mayor por la B, se detectan mejor las pequefias cantidades
de Hb Bart (4 gammas).

Ademds, como la cadena Alfa se combina secuencialmente

con la Epsilon, Gamma, Bata y Delta, para formar las

hamoglobinas Gower 2, F, A Y A respectivamente, las

alteraciones de la misma pueden afactar a todas las etapas

del desarrollo.
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I~RECUBRDO HIBTORICO

El siglo XXI ser& la época del gen. En los laborato-
rios e institutos de investigacién de todo el mundo,
aquipos de clentificos est&n tratando de obtener el secreto
da la herencla humana, el objetivo final se conoce como
GENOMA HUMANO, esto es, al conjunto de unos 100.000 genes
que contienen todas las instrucciones para que la naturale-
za cree un ser humano. Por tanto, para principios del siglo
XXI, los clentificos esperan haber desenredado, disecciona-
do y comprendido las instrucciones escritas en cada gen.

Las congecuenclias seran enormes, el conocimlento del
genoma humano no es un fin en si mismo, més bien abrira un
camino hacla una meta superior, volver a escribir la
herenclia y ®i as!{ lo decidimos nos podremos liberar de
enfermedades como la flbrosls quistica o el cancer (Spritz
y cola,, 1980; Eaton, 1980).

Este viaje se Lnicié en 1983, en la universidad de
Cambridge, cuando James Wataon y Francis Crick, descubrie-
ron que el mensaje de nuestra herencla estaba escrito en
forma quimica, codificado en las egpirales de la molécula

de doble hélice del ADN.
£l ADN se localiza en al ndcleo formando parte,

junto con nucleoproteinas e histonas, de los cromosomas.
Estd constituldo por un azucar, la desoxiribosa, al que se
unen unas estructuras anulares cicllcas nitrogenadas, las
bases que pueden ser de dos tipos: pftiricas (Adenina vy
Guanina) o pirimidicas (Citosina y Timina).
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El compuesto quimico formado por la unién de una base
a la desoxiribosa se denomina nucledsido, é&stos se unen
entre 8i mediante residucse fosfato originando una estructu-
ra denominada NUCLEOTIDO. E1 ADN est& formado por cadenas
de nucledtidos conectados entre si por puentes fosfato gue
unen el extremo 5‘'de un azucar con el 3’ del siguiente.
Paralelamente a la cadena de ADN se coloca otra igual vy
complementaria, de manera que frente a una guanina (G)
siempre se coloca una citosina (C) y frente a una timina
(T) siempre se coloca una adenina (A), ver figura 7.
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La doble hélice asi formada tiene un eje central,
constituido por las bases apiladas, y un esqueleto perifé-
rico constlituido por los azucares unidos mediante grupos
fosfato.

Mientras que la informacién heraditaria ests escrita
en la secuencia de nucleétidos del ADN, la estructura de
cada proteina va a depender de la secuencia de sus amino&-
cldos. La diferencia esencial radica en que el ADN contiene
cuatro nucleétidos distintos mientras gque las proteinas
contienen 20 aminodcldos diferentes.

La clave genética o cédigo genético, va a ser el
diccionario que relaciona los lenguajes del ADN y las
protelinag. El texto nucleico se lee en una direccién
prefijada y contiene seflales de iniciacién y terminacién
del mensaje; los nucledtidos comprendidos entre una y otra
ge leen aucesivamente en grupos de tres (codones).

Cada triplete de nucledtidos significa un amino&cido
determinado. Hay 64 tripletes posibles, tres de ellos no
significan ningdn aminocdclido y se usan como sefiales de
terminacién. Los otros 61 tripletes significan aminoécido;
come s86lo hay 20 aminodcidos distintos, varios tripletes
pueden determinar un mismo aminocdcido. Un triplete, el que
determina el aminodcldo metionina, se usa como seflal de

iniclacién.
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El genoma humano est& constituldo por alrededor de
1%x10] pares de bases [la unidad habitual de medida del ADN
e el kilobase (Kb), de tal manara que podemos decir que el
genoma humano mide tres millones de kilobases] agrupados en
secuencias denominadas genes que codifican entre 30.000 Y
100.000 proteinas diferentes. De todo el genoma humano,

solo el 10 ¥ de sus secuencias estd&n encargadas de codifi-
car proteinas,

El ADN no pasa al citoplasma, lugar donde tiene lugar
la sintesis de proteinas por lo que debe transmitir su
informacién a una molécula intermediaria, el ARN.

Un gen no es sino un fragmente de ADN que contiene la
informacién necesaria para sintetizar una cadena polipepti-
dica.

No toda la secuencia de nucledtidos que constituyen
los genes estd implicada en la sintesis proteica, podemos
precisar que los genes estdn formados por dos tipos de
segmentos: los encargados de codificar las proteinas,
EXONEB vy otros, utllizados en la regulacién de la expresidn
gendémica, los INTRONES., Ademds de estos segmentos, en el
axtremo 5'de los genes, se localizan secusncias que no se
transcriben pero son de gran importancia para regular el
inicio de la transcrlpelién (promotores) y la intensidad de
los mismos (potencladores).

La informacién se transmite desde el gen hasta la
proteina siguiendo la secusncia:

S— TRADUCCIO!
TRANKCRIPCION ARN— a2 ON e >PROTEINA

REPLICACHIN
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El primer flujo de informacién necesita de 1la presen-
cia de una enzima, la ARN polimerasa encargada de pasar la
informacidn <del ADN a una molécula de ARN, ésta dltima tras
sufrir una serie de modificaciones en el nicleo por las que
plerde las secuencias correspondientes a los intrones, pasa
al citoplasma denomindndose ARN mensajero (ARNm). Una vez
en el citoplasma, el ARNm se une a los ribosomas, estructu-
ras que contienen otro tipo de ARN, el ARN ribosémico
(ARNr) . Un tercer tipo lo constituye el ARN de transferen-
cia (ARNt) que actla raconociendo los dos céddigos en juego
(el de bases y el de aminodcidos), existiendo al menos un
ARNt especifico para cada aminodcido. Estas moléculas
transportan una secuencia de bases codificadas por sus
aminodcidos que son complementarias al codon del ARNm y que
se denomina anticodon del ARNt, El apareamiento codon-
anticodon es el proceso responsable de la incorporacién del
aminodcido a la cadena proteica en sintesis (Watson vy
cols., 1986).
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11 ~«HEMOGLOBINA

El numero y la estructura de las diferentes hemoglobi-
nas humanas normales recgueria que hublese al menos un gen
distinto para cada una de las cadenas de globina.

Del esatudlio de las varianteas de hemoglobina y del
andlisle de la heterogeneldad biloquimica de las cadenas
gamma y alfa eataban duplicados. Sin embargo, la conexién
de los distintos genes no a se establecid al estudiar las
variantes de hemoglobina que contenlian cadenas fuslonadas,
presumiblemente resultantes del entrecruzamiento no homolo-
go entre locus de genes de globina no a«. Asi pues la Hb
Lepore con su fusién delta-beta, astablecid que el gen de
globina delta estaba localizadc sobre el lado 5/( o N-
terminal) del gen de globina beta, mientras que en la Hb
Kenia con su cadena fusionada gamma-A~beta proporciond
datos para la posicién del gen gamma A sobre el lado 5/de
los genes delta y beta.

Delsseroth y colaboradores establecieron claramente
que los genes de la glokbina humana alfa y beta rasidian
sobre cromosomas diferentes (Daisseroth y cols.,1976), ¥
que los genes alfa se localizaban sobre el brazo corto
(banda p 13.3) del cromosoma 16 (Gonzalez~Radondo y cols.,
1988), mientras que el grupo de los genes beta se situaban
en el cromomoma 11 sobre el tercio distal del brazo corto
més alld de la banda p 14 (Deisseroth y cols,., 1978).

Los genes de la globina humana se agrupan en dos
conjuntos dencminados familia Alfa 6 grupo npalfa~Like" y

familia Beta 6 grupo "Bata-Like" distribuidos en el

cromosoma desde el N-terminal (57) al c-terminal (3') en el

mismo orden en el que se expresan durante el desarrollo.
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Incluye por tanto trés genes funcionales, trés pseudo-
genes Y un gen descrito reclentemente ¢l, todavia con
funciones no definidas (Grosveld y cols.,1981),

El grupo de genes beta se localliza en el tercio distal
dael brazo corto del cromosoma 11 mds alld de la banda p 14,
en el siguiente orden:

8/ «gpallon-Gamma G-Gamma A-Pseudo B~Delta- /-3

Al principio se detectaron dos pseudogenes en el grupo
de genes no alfa, uno entre los genes Gamma A y Delta
(Pseudo B 1) y otro 5’an el gen Epsilon que le llamarocn
pseudo B 2, confirmandose posterlormente que éste Gltimo no
era un verdadero pseudogan.

Los pseudogenes son estructuras genéticas con alta
homologia con los auténticos genes, pero que no correspon—
den a cadenas polipeptidicas conocidas y en los que se han
ancontrado anomalias estructurales, que pueden prevenir su
expresién normal. Se especula que su aparicidén se deba a
fenémenos de duplicacién ganética, seguldos por mutaclones
que le confleren alteraciones gue impiden su expresitn.

81 se realiza un BETUDIO DE LOS GENEB, vemos que estén
separados entre sl por una cantidad variable de pares de
bases, conocidas como "distanclas intergénicas", observan-
dose gque los genas qgue han apareaido en una duplicacién
relativamente recliente, estdn asltuados m4s proximos gue los
evolutivamente mAs antiguos, tal como sucede con los dos
genes alfa, delta, beta y los dos gamma, mientras que las

distancias son mayores con los genes epsilon y zeta.
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Asi mlentras que sélo 4 Kb separan los dos genes alfa,
més de 20 Kb les separan del gen embrionarioc zeta, ocu-
rriendo lo miamo con el grupo beta donde s6lo 5 a 6 Kb
median entre el par de genes delta, beta y los dos gamma
slendo las distanclas mucho mayores, da 15 a 16 Kb las que
le separan del gen epsilon.

En este ADN intergénice existen "secuancias repetiti-
vas" del mismo denominadas Alu 1 o Kpnl cuyo papel preciso
se desconocae.

En el extremc 5/ de los genes de globina hay tres
grupos de secuencias que son comunes a todos ellos, que se
sitdan a una distancia relativamente similar del lugar de
iniciacién de la transcripcién (el lugar 5/CAP del ARNm)
gue Be conocen como "cajas promotoras" y que presumiblemen~
te constituyen lugares de unlédn u otras sefiales reguladoras
para la ARN polimerasa II.

Estas cajas promotoras son la ATAA, situada 30 nucleb-
tidos del lugar CAP, la CCAAT situada a 75 del CAP y la
tercera més variable que se sitda a unos 100 nucledtidos
del CAP y es la GGGGGCG. (Michelson, 1983)

Fatas secuenclas son fundamentales para la expresidn
normal de genes de globina, de tal forma que en ocaslones
una expreslién disminuida de los genes beta de la globina,
en ciertas formas de B~talasemia, son debidas a sustituciodn
de bases en esas secuencias. En el extremo 3’ todos tienen
la secuencia AAUAAA la cual se considera una seflal para la
adiccién del poll A al ARN transcrito.
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Los genes tienen dos secuencias de bases que se
transcriben a ARNm, pero se prenden antes de que &ste
liegue al citoplasma, denominadas secuancias no codificado-
ras & INTRONES, que separan a tres fragmentos de secuencias
denominadaa codiflcantes o EXONES cuya transcripcién, si
produce ARN detaectable en el citoplasma y por tanto inter~
viniendo en la sintesis de la proteina (Lawn y cols, 1980).

Loa exones de los genes a tlenen una longitud de 93,
204 y 126 pares de bases que codifican los amincAcldos que
van del 1 al 31, del 212 al 99 y del 100 al 141 en la
estructura primaria y sus intrones tienen una longitud de
127 y 134 bases da longitud.

Loa genes A también tienen tres exones, que codifican
los residuce aminodcidos del 1 al 30, del 31 al 104 y del
105 al 146 respectivamente, separados por dos intrones de
122 al 130 bases el primero y de 850 a 914 bases el segun-
do.
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Por tanto el exdén central de los diferentes genes de
globina codifican la regién de uniédn con el Hemo y la
mayoria de los contactos entre subunidades Alfa 1- Beta 2,

mientras que los dos genes laterales codifican las regiones
que no se unen al Hemo (High, 198%),

En al estudio de las secuencias codificantes de los
axones, 81 blen parece que todos los posibles codones para
un aminodcido dado se utilizan de una manera aparentemente
al azar sin predileccidn estadisticamente significativa, se
ha observado una marcada tendencia al uso de ciertos
codones de entre los posibles para algunos aminodcidos,
como es el caso de la valina con el codon CUG y la leucina
con al CUG,
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Las etapas incluldas en la expresidn genética Yy en la
sintesis protelca #e ilustran esquendticamente en la Fig.13
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Stguiendo al aesquema anterior podemos considerar dos

etapas en la sintesis protalca:
1. Transoripaidn

Fendmeno bAslco mendiante el cual una parte del ADN es

coplado al ARN,

Todo ¢gen es transcrito, sufriendo posteriormente una

serie de modificaciones como son, la adicién en la regidén
5/ de la estructura CAP y en el 3/ una cadena de residuos

poliadentilicos, el Poll A, proceso que se conhoce cCONO

"CAPPING",
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Sequidamente es separada la parte del ARN que corres-
ponde & los intrones y aproximados y unidos los extremos
finales de las secuenclas codiflicantes para formar ARNm
maduro. Efte proceso 48 lo que se conoce como "BPLICING" o
Empalme., En aste empalme parece ger lmportanta la uniédn del
fragmento con un ARN de bajo peso molecular (RNA Ul), el
cual forma parte de una pequefia particula ribonucleinica
nuclear y la presencla de secuencias de nuclebétidos especi~
ficas en las uniones entre exones e intrones.

Algunos tipos de A-Talasemlas pueden produclrse por
una anomalia de éste fendmeno, Daspues de este procesamien-
to en el nucleo, este ARN madur¢ es transportado al cito-
plasma.
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2.Traduocoldn

Comprende sl conjunto da procesos que me raealizan en
el citoplasma del eritroblasto para producir las cadenas de
globina. EL ARNm es el molde sobre el que secuancialmente

los residuos de aminodcidos se unirdn uncs a otrog siguien~
do varias fasea:

* Activacién: el ARNt sa encuentra doblado en su mitad
dejando en eata doblez un triplete de bases sin aparear
(anticodon), que debe compementarse con los codones de
ARNm. A cada molécula se le une por estarificacién un
amincAcido espaecifico, catalizindose este proceso por una
aminoacil-ARNt~sintetasa en presencia de ATP y magnésio,
originando un aminocacil~ARNt,
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# Iniclacién: en esta etapa se produce la unién del ARNm al
ribosoma, con reacclones enzimAticas complejas que aproxi-
man hasta juntar el ARNm, la subunidad ribosémica 405, un
ARNt iniciador especial, el cual lleva el amino&cido
metionina y la subunidad robosémica 608, La reaccidn
requiere un numero de factores proteicos afladidos GPT Yy

ATP,
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El codon iniclador AUG del ARNm (complementario del
UAC del ARNt) aefala el punto de arranque para la tradue-
clén del ARNm, constituye tamblen el Gnico codon para CJ.
aminodcido metionlna, siaendo posteriormente escindido. )

* Elongacion: cuando van llegando nueves ARNt con su
aminodcido (aminoacil ARNt) al ribosoma, se unen a éste
mediante la intervencién de un factor de elongacién EF-1
en presencia del cofactor GPT, '

Se va unlendo al codon complementario del anticodon
transfirliendose el aminodcldo tranaportado a la cadena en
formaclion, abandonando el ribosoma y avanzando un puesto el
aminodcido reclen llegado, con lo que queda libre un nuevo
punto aceptor, repitiendose asi el proceso.

El ribosoma se desmplaza como a través de un rail
reallizando la lectura del ARNm desde el extremo 5’ hasta el
3’ de una forma {ninterrumplda y eln saltos, hasta encon-
trar la sefal da finalizacidn,
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» Flnalizacion: la cadena peptidica crece hasta gque el
ribosoma encuentra alguno de los trés codones de finaliza-
cién ( UAA, UAG, UGA) que le indlcan que la sintesis de 1la
cadena cdebe cesar. Separédndose a) polipéptido del ARNt por
accién de la Peptldil~Transferasa, que en presencia de un
factor de liberacién actda como una hidrolasa, disgregindo~
se an{ miemo las dos partes del ribosoma que participarén
posteriormente en la sintesls de otras cadenas,

Los factores eapeciflicos que activan la expresién del
gen de globina en las celulas eritroldes y la suprimen en
las no erltroldes, no se conocen, aungua algunos datos
caracterizan y diferencian los genes activos de los inacti-
vos y proporcionan alguna informacidn sobre los prerrequi-
pitos para la expresiédn del gen de globina, asi:

- El estado de metilaclén del ADN de un gen, influencia
su capacidad para ser expresado. En general los genes que
estan siendo actlvamente transcritos esté&n casi slempre
hipometilades. En los tejidos no eritroides los genes de
globina estdn generalmante metilados extensamente como
puede esperarse de genes lnactivos,

Aungue la hipometilaclén del ADN en el lado 5’ pueda
ser un prarrequlsito para la expreslon del gen, es probable
que no sea el suceso primario y sean otros factores respon-
sables dal inicle, una vez que el gen astd en situacién de
ser expresado (Proudfoot Y cols.,1980), Ademds otros
factores deben ser regueridos para causar su metilacidn en
regiones especificas de un gen determinado en un tejido y

tiempo especifico del desarrollo.

@)l ADN se encuentra en la
mar la

- Fstructura de la cromatinai
calula asociado con dlstintas proteinas para for
cromatina. La estructura fisica de la cromatina puede
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varlar en regiones donde el ADN eat4 transcribiendose
activamente, slendo mds senalbles en esta situacién a la
digestion por nucleasas, por lo que en algunos aspectos, la
geneiblilidad de un gan dado a la nucleasa, parece ser otro
prerrequimito para la expresién del mismo,

- Asociaci6on con la matriz nuclear es otro dato de los
genes activaments transcritos, es decir que tienden a estar
agoclados preferencialmente con una estructura filamentosa
reticular, llamada matriz nuclear,

Ya an el citoplasma, a nivel de la etapa de inicliacién
de la cadena, parece tener lugar una regulacién menor de su
sinteals por el grupo Hemo, dado que la presencia de Hemo
o de hierro estimula la misma y en situaciones de deficit,
se origina un freno en la sintesis principalmente de la
cadena a, produclendose una situacién de seudo a-talasenmia.
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EMO._(Moore, 1980)

El Hemo conalate en un ién divalente da hierro rodeado

por un anlllo de Protoporfirina IX, cuando el hierro se
oxida forma el Hemo,

La sintesis del hemo comienza con la condensacién de
Glicocola y 8uccinil~CoA, y consta de varias etapas
fundamentalesn, dos de ellas mitocondriales, (Ver fig. 17).

En la primera de ellas se sintetiza el precursor:
dcido delta amino levullinico ([Delta~ALA], mnediante 1la
acciébn enzimdtica de la delta amino levulinato sintetasa
(Delta-Ala-8intetasa} cuyo cofactor es el piridoxal fosfato
(Vit. B,) y el ié6n ferroso.
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En la segunda etapa, con intervencién de una cadena
enzimdtica donde destaca la ALA-Deshidrasa, se produce la
condensacién de dos moléculas de ALA para formar Porfobili-
ndgeno (PBG).

En sucesivas etapas, y a través de varias reacciones
de isomerizacién, con condensacién de cuatro moléculas de
PBG, se forma un tetrapirrol, la Protoporfirina IX al que
finalmente se incorpora el hierro (Fe++), wmediante una
reaccidén enzimatica catalizada por una Hemosintetasa
obteniendose asi el grupo Hemo (Gidari,1977).

La sintesis del hemo es en gran parte controlada por
el proceso de represidn del producto final y feedback
negativo (inhibitorio) de 1la enzima ALA-Sintetasa. El
propio grupo hemo tiene dos efectos sobre esta enzima, el
primero, interacciona directamente con la enzima Yy la
inactiva (represién del producto final),< Yy en segundo
lugar, la ALA-Sintetasa tiene una vida media corta, sus
niveles celulares descienden rapidamente despues gque su
sintesis es suprimida debido a una inhibicidn feedback
(Tenhunen,1972). Similares mecanismos afectan la actividad
de la hemosintetasa pudiendo limitar la formacién del hemo
desde la Protoporfirina (Lebo y c¢ols.,1879).

La sintesis del hemo es tambien controlada hasta
cierto punto por la sintesis de globina; la inhibicidén esté
probablemente mediada por la via del hierro libre, el cual
se acumula en ausencia de sintesis de globina.

La reduccidn anormal de la sintesis del hemo observada
en la talasemia presumiblemente resulta de un mecanismo
similar debido al inicial descenso en la sintesis de

globina que ocurre en este desorden.

48



3.4. ENS JE DE 8

Las propiedades fisioldgicas de la hemoglobina depen-
den del ensamblaje ordenado de subunidades en las celulas

eritropoyéticas.

Una biosintesis eficiente de hemoglobina requiere la
produccién balanceada de cadenas polipeptidicas a y B8,
permitiendose un ligero desajuste en la biosintesis, debido
a los eficaces mecanismos proteoliticos de los precursores
eritroides (Jelinek,1982).

Una vez que cantidades equivalentes de subunidades a
y B han sido traducidas de sus respectivos polirribosomas
Yy que el Hemo ha sido insertado, las subunidades de hemo-
globina formaran dimeros a~B facilitados por la atraccidn
electrostatica de la subunidad a cargada positivamenfe con
la subunidad B negativamente cargada. Estos dimeros se
disocian muy lentamente, al contrario que el tetramero el
cual facilmente se disocia en dimeros (Anfinsen, 1973 ;
Perutz,1970).

Este modelo de ensamblaje de la hemoglobina explica
los diferentes niveles de mutantes de hemoglobina con
cargas positivas y negativas gque pueden encontrarse en
heterozigotos, asi como el efecto qgue las a-Talasemias Yy
los estados de deficiencia de Hemo ejercen en la modifica-~
cién del nivel de las variantes de hemoglobina.

Como podria esperarse del patrén de herencia, ya que
un gen es heredado de cada padre, un individuo heterozigoto
para una variante de cadena B deberia tener aproximadamente
niveles iguales de hemoglcbina normal y anormal, sin
embargo diversos factores independientes influencian la
formacién de hemoglobina normal y de mutantes.
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Asi, algunas variantes se sintetizan en una cuantia
significativamente mds baja gue su contrapartida normal,
tal es el caso de la Hb E, Hb Lepore y Hb Knosos (Orkin y
cols.,1984), en las cuales la mutacidn conduce a un defecto
en el procesamiento del ARNm y por tanto a una sintesis
reducida de la proteina y en consecuencia un fenotipo

talasémico.

En contraste, la gran mayoria de las variantes tienen
unos Iindices de transcripcién y traduccién normales,
existiendo otros factores gque influencian la cuantia de
esta hemoglobina en los hematies, asi:

1) la estabilidad de la subunidad anémala. La mayoria de
las variantes inestables de la cadena B, representan menos
de 30 % del total de hemoglobina, debido a un aumento en el
catabolismo de la variante tanto en el precursor eritroide
como en la circulacidén periférica.

2) la diferencia en la velocidad del ensamblaje de las
subunidades, lo que puede explicar las desigualdades en los
niveles de la mayor parte de las variantes estables.

En este dltimo caso, si1 la variante B es producida con
velocidad, estabilidad y solubilidad normal, los heteroczi-
gotos deberian tener igual cantidad de hemoglobina normal
que anormal, sin embargo en muchas ocasiones no ocurre asi,
encontrandose variantes B en cantidades significativamente
mAs bajas que la hemoglobina A.

Esto suele producirse con las hemoglobinas anormales,
que poseen cadenas cargadas positivamente en las que ademas
al asociarse con a-Talasemia, la cantidad de variante
cargada positivamente disminuye en proporcién al numerc de
genes a delecionados. En contraste, las variantes cargadas
negativamente estdn a menudo presentes en cantidades
mayores que la hemoglobina A en los heterozigotos, cuando

se asocian con a-Talasemia (Beale,1965).
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HEMOGLOBINOPATIAS



4, HEMOGILOB ATIA
CONCEPTO Y CLASIFICACION

Las hemoglobinopatias son alteraciones cualitativas o
cuantitativas de la globina, sin embargo el término de
hemoglobinopatia se emplea para las alteraciones de la
estructura y sintesis de la proteina (Weatherall, 1981;
Bunn, 1986).

Se originan como alteraciones secundarias a mutaciones
genéticas, cuya consecuencia puede ser una modificacidn
estructural (hemoglobinopatias estructurales) o una dismi-
nucién, mas o menos intensa, de la sintesis de una cadena
globinica estructuralmente normal {(talasemias). Finalmente
hay un tercer grupo caracterizado por un fallo genético del
cambio en la produccién de hemoglobina fetal a hemoglobina
adulto, producido normalmente durante el proceso neonatal,
denominado persistencia hereditaria de 1la hemoglobina
fetal; no tiene significado clinico y su sintesis se centra

en el estudio de la regulacién de genes.

Aunque el presente trabajo se dedica especialmente a
las B-talasemias, comentaremos brevemente los conceptos y
clasificacién de los demdAs transtornos, puesto que en
poblaciones donde las talasemias son comunes, a menudo
existen individuos dobles heterozigotos para ambos trans-

tornos.
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4.1 TALASEMIAS (Villegas y cols., 1988; Bank y cols., 1968;
Nathan, 1972)

Son alteraciones genéticas cuyo resultado es 1la
ausencia, o produccién disminuida de una © mas de las
cadenas de globina normales. El término talasemia procede
del griego (Thalassa y Haima) y significa '"mar y sangre",
refirendose a la elevada frecuencia de esta enfermedad en
cierta poblacién cercana al mar, que en un principio era el
Mar Negro, aunque posteriormente se ha hecho extensiva al
Mediterraneo, en cuyo litoral también es frecuente esta

enfermedad.

La secuencia de aminodcidos es normal, por lo que las
talasemias se consideran defectos cuantitatives, ya que
estructuralmente la globina es generalmente normal (Ramoct

y cols., 1973).

Se clasifican segin la cadena afectada en Alfa, Beta,
Delta, Gamma, Delta-Beta , Gamma-~Delta-Beta y Epsilon-
Gamma-Delta-Beta o seglin sus manifestaciones clinicas en
formas mayores, intermedias y menores, dependiendo de la

gravedad de cada una de ellas.

Las alfa y Beta talasemias son ademds subdivididas en
formas Alfa®° y Beta® en las cuales no se produce cadena
afectada y formas Alfa® y Beta® en las que algo de cadena

se sintetiza pero en cantidad reducida.

El defecto de sintesis ocasiona un desequilibrio en la
produccién de ambas cadenas, precipitdndose en la médula
ésea o posteriormente en el eritrocito maduro la que se
produce en exceso, con el consiguiente transtorno en la

maduracién y supervivencia de la célula.
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GENETICA Y BASE MOLECULAR

La herencia en la talasemia sigue las leyes de Mendel,
siendo autosédmica codominante. Las mutaciones que originan
las talasemias pueden afectar al propio gen de la globina
¢ a cualquiera de los procesos necesarios para que el flujo
de informacidn lleque desde 2] gen a la cadena de globina.
Las mutaciones causantes de talasemlia mas comunes son
(Kazazian, 1985; Nienhuis, 1984):

Delecidén del gen: Como consecuencia de un entrecruzamiento
no homdélogo durante la meiosis, un cromosoma puede resultar
con grandes pérdidas de material genético gue incluya uno
o varios genes de globina o fragmentos de un gen. La mayor
parte de las mutaciones causantes de a-talasemias son de
este tipo. Sin embargo, en la B~-talasemia este mecanismo

causal es muy poco comin.

Mutaciones que afectan al promotor: El promotor del gen lo
forman unas secuencias situadas unos 150 nucledtidos
"corriente arriba" del primer exén del gen de globina.
Estas secuencias son esenciales para una correcta inicia-
cidn de la transcripcién. Las mutaciones gque afectan al

promotor pueden ser de dos tipos:

a) Mutaciones en las secuencias del promotor que

actGan sobre la expresién del gen.

b) Mutaciones en secuencias alejadas del promotor que
influyen en su funcién. Se han descrito casos de gamma-
delta-beta-talasemia originada por una deleccién de los
genes gamma y delta quedando intacto el gen 8, sorprenden-
temente no funcionante (Chebloune y cols., 1984; Wood ¥y

cols., 1978).
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Mutaciones que afectan al procesamiento del ARN.
Se distinguen:

a} Alteraciones en el Splicing. Algunas mutaciones que
afectan sin sentido a las regiones fronterizas exén-intrén,
pueden alterar la correcta expulsidén de las secuencias de
los intrones de la molécula de pre-ARNm, dando lugar a un
ARN andémalec. Se han descrito varios casos de RB-talasemia
producidos por estas mutaciones (Nienhuis, 1987).

b) Alteracidén de la sefial de poliadenilacién. En el
extremo 3/ del ARNm existe una secuencia de nucledtidos que
acta como una sefial que permite la adicién de un tracto de
residuos de adenosoma (poliA). Se han descrito a-talasemas
"no delecién" por anomallas de nucledtidos a este nivel
(Bunn, 1987).

Mutaciones gque alteran la traduccién. En el proceso de
traduccidén del ARNm a cadena de globina pueden darse
mutaciones que afectan al codon que indica la terminacién
de la sintesis de la cadena de globina, dando lugar a la
aparicidén de cadenas de globina acortadas o elongadas
(Orkin y cols., 1981; Piratsu y cols., 1984).

a) Sintesis de cadenas de glcbina acortadas. La
aparicién prematura en el ARNm de un codon de terminacidn
(UAA, UAG 6 UGA) puede deberse a substitucidn de un nucled-
tido por otro o a deleccidédn de un nucledtido con altera-
cién en el marco de lectura del cédigo genétice. Se han
descrito varias mutaciones de este tipo causantes de la B~

talasemia (Baglioni y cols., 1969),.

b) Produccién de cadenas de globinas elongadas. El
codon de terminacién de la sintesis de cadena de globina es
UAA y el o y B-ARNm. La substitucién de un nucledtido en
este codon hace que la cadena se elongue hasta encontrar un

nuevo codon de terminacidn.
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La primera descripcidn de una de estas cadenas elonga-
das fue la hemoglobina Constant Spring (CS) producida por
un ARNm que codifica 172 aminodcidos en lugar de los 141 de
la cadena normal. El a-ARNm CS se encuentra cuantitativa-
mente deficitario quizas debido a su inestabilidad.

En las tablas I y II se detallan las alteraciones

moleculares mas importantes encontradas en « y B talase-
mias.

TABLA [. Base molecular de las betataiasemias

ff -talasemia f+-talasemia Localizacién de 1a slteracidn
Delecién ADN (secuencias codificadoras)
Alteraciones que afectan Promotor (transcripeidn)
al promotor .
Aiteraciones en el splicing Alteraciones en ¢l splicing Splicing (procesamiento)
(adenas acortadas Traduccién

TABLA 1. Base molecular
de la alfatalasemis

Delacién

Talasemia alfa-2 - o/
Talasemia aifa-1 "cis” --/ag
Talasemia alfa-1 “trans” ‘ -gf~a
Enfermedad de la HbH .=
Hidropesia fetal por Hb Bart --f=-
No delecidn )

Cadenas o elongadas: Hb Constant Spring, etc.
(tras mutacicnes
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Talasemias Alfa (Wise, 1970; Wasi y cols., 1973)

Hay dos formas clinicas importantes de talasemia alfa,
el Hidrops Fetal por hemocglobina Bart y la enfermedad de la
hemoglobina H, las cuales resultan de la interaccién de dos
determinantes genéticos talasémicos alfa (alfa’ y alfa*).

TALASEMIA ALFA? resulta de la pérdida (delecién) de
ambos genes de globina alfa del cromosoma 16, cuyo haploti-

po seria (~-/).

TALASEMIA ALFA' resulta bien por la delecién solamente
de uno de los genes de cada par, o0 en otros casos denomina-
dos no delecidén en los que el gen estd intacto, pero tiene
mutaciones que le hacen inactivo parcial o completamente.

Se clasifican en:
1. Tipo delecién cuyo haplotipo es (-alfa/) (-~a/-a)

2. Tipe no delecién: se han caracterizado diversos
tipos cuyo haplotipo seria (alfa alfa T/) o (alfa * alfa).

3. Hemoglobina Constant Spring, se considera otro
grupo de no delecidén, se origina por la mutacién de una
tinica base en el codon de terminacién de la cadena alfa2
continuando la lectura del ADN cuando deberia finalizar y
por tanto sintetizandose una cadena alfa con 31 aminocdcidos
mads en el extremo C terminal, pero en cantidad reducida
dado que el ARN alargado es inestable. El1 haplotipo es
(alfa CS/) y se comporta como a* talasemia (- «).

Considerando gue la sintesis de la cadena alfa esta
regida por cuatro locus, de la interaccién de los determi-
nantes genéticos citados anteriormente podemos esperar 1los

siguientes fenotipos:
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1. Estado de portador silente o a'heterocigética

Son los heterozigotos para el determinante alfa*, es
la forma mas leve de enfermedad y su genotipo puede ser:
(-alfa/alfa alfa),(alfa alfa T/alfa alfa) & (alfa alfa
CS/alfa alfa). Hematologicamente son normales y algunos de
ellos tienen un 1-2% de hemoglobina Bart al nacer.

2. Rasqgo talasamicc alfa
Que resulta del estado heterocigético para el determi-

nante alfa’ (--/alfa alfa) o del homocigético para el
determinante alfa*(-alfa/-alfa) o (alfa alfa CS/alfa alfa
CS). Se manifiesta por una seduccidén marcada del VCM y HCM
con una hemoglobina A2 normal ¢ disminuida, asi como un 3
a 10 % de hemoglobina Bart al nacer.

3. Enfermedad de la hemoglobina H (Clegg, 1967)

Es el resultado del estado doble heterocigético para
el determinante alfa’ y alfa*. Su genotipo puede ser (- -/-
alfa), (--/alfa alfa T), (--/alfa alfa CS).

Los pacientes presentan anemia microcitica de intensi-
dad variable con acentuada dismorfia eritrocitaria, reticu-
locitosis, signos biloguimicos de hemdélisis y esplenomega-
lia. La confirmacién electroforética y la sintesis in vitro
de cadenas de globina, asi como el estudio familiar ¥y
genético confirman el diagnostico (Kan y cols., 1975; o0ld
y cols., 1977; Kirchsmann y cols., 1978).

4. Hidropesia fetal por hemoglobina Bart

Es el resultado de) estado homocigético para el
determinante talasémico alfa’, cuyo genotipc es (--/--).

Es incompatible con la vida, constituye una causa de
aborto hacia la 30 semana del embarazo © de muerte fetal
poco después del nacimiento; mostrando la electroforesis un
80% de hemoglobina Bart y 20% de hemoglebina Portland con
ausencia total de hamoglobina A y F {Weatherall y cols.,

1970) .

58



Talasemia Beta

La intensidad del déficit de cadenas depende del gradoc
de alteracidn genética y puede variar desde una ausencia
completa de sintesis (#°) hasta una sintesis parcial pero
siempre deficiente (8%). La diferente expresividad clinica
de la pA-talasemia resulta de la combinacién de ambas
posibilidades (B° y 8*) o de cada una de ellas con el gen B*
normal (Kantor y cols., 1980; Wasi y cols., 1973).

La participacidén de un mismo par cromosémico de ambas
formas se traduce en diferentes genotipos (B*/8*,B8*/8% vy
R%/ 8% cuya expresividad clinica o fenotipo seria la 8-
Talasemia homocigética, mientras que la combinacién del gen
B* o B® con el gen B* normal daria lugar a dos posibles
fenotipos (B*/B* y B8%/8*) cuya expresividad clinica seria la
B~Talasemia heterocigdético. La BA-talasemia homocigética
incluye lo que se conoce con el nombre de Talasemia Mayor
o Intermedia en algunos casos y la B-talasemia heterocigé-
tica el rasgo talasémico o la Talasemia Menor. (Braverman,

1981; Testa y cols., 1981).

La variabilidad clinica del sindrome talasémico puede
obedecer, no sélo a una interaccién exclusiva de los genes
B* y R® entre si, con el gen A* normal, sino también a la de
cada uno de ellos con otros genes talasémicos, tales como
la PHHF, delta-beta-talasemia, hemoglobina Lepore, etc.

Debido al elevado polimorfismo genético y a la exis-
tencia de diversos mecanismos fisiopatolégicos en el
desarrollo de la anemia, la expresividad clinica de la B-
talasemia puede variar considerablemente (Comi y cols.,
1977).

Weatherall ha establecido una clasificacién clinica de
la fA-talasemia heterocigota y homocigota, de acuerdo con
que el gen B afectado presente una reduccidn (R*) o ausencia

(#°) de sintesis de cadenas glcbinicas.
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Tipo - Expresividad ematologica

Weralasenig hereroe fyota

3" talasemia
§ talasemia Anemia microcitiva
B talasemia HbA.=3.3-6 %

tvariedad moderada)
B talasemia
von HbA, normal
tpo | tatasemia silenter  Hb v HBA, normaies
npo 2 Anemia migrocitica
HbA,=33 %

B-tetlasemia humocigolg

i talasemia Anemia intensa
con requerimiento
transfusional periddico
HbF=70-95 %

B talasemia Anemia muy intensa
con requerimiento
transfusional periédico
HbF=98 % HbA,=2 %

B~ talasemia
ivariedad moderada) Talasemia intermedia
(Hb=90-1 11t g/)
HbF=20-40 <t HbA,=2-3 %
#° talasemia
con HbA, normal
tipo | Talasemia intermedia
(Hb % 90-11{ g/}
tipo 2 HbF=10-30 % HbA,=3-4 %

Tabla I Clasificacion do tas formas mda frecucotes
de B-talasemia

La B-talasemia heterocigética es la forma mas frecuen-
te en nuestro medio y se caracteriza por una pseudopoliglo-
bulia microcitica con discreta anemia, rara vez se observa
esplenomegalia (Villegas y cols.; 1990). Esta forma clini-
camente asintomatica de B-talasemia heterocigota se conoce
también como "rasgo talasémico". Su diagndstico suele
realizarse con motivo de un examen hematoldgico practicado
en el curso de un estudio familiar. Muy frecuentemente
suele confundirse con anemia ferropénica, por ello es
importante el diagnéstico diferencial con el fin de evitar
al paciente una prolongada, inutil y nociva terapeutica
marcial. (Benz y cols., 1984; Schwartz, 1970).
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El procedimiento mds asequible en la pratica para el
diagnéstico de B-talasemia heterocigota es la electrofore-
sis de hemoglobinas, donde se observa un aumento caracte-
ristico de la fraccién de hemoglobina A, (mayor o igual al
3,5%). Existe una forma "silente" con hemoglobina A, y F
normales, en la cual es necesario recurrir a técnicas mas
especificas que serdn tratadas en otro capitulo con mayor
amplitud.

En paises como Espafia, en los que existe una moderada
incidencia de A-talasemia heterocigota se considera muy
necesario tanto el escrutinio sistemdtico del déficit como
la realizacidén de un consejo genético a los individuos
afectos, con el fin de prevenir la talasemia homocigdtica.

La B-Talasemia homocigota o anemia de Cooley, =se
caracteriza por una expresividad clinica variable, pero
generalmente intensa. Esta se inicia a partir de los seis
meses del nacimiento y se caracteriza por una intensa
anemia que obliga a instaurar un régimen transfusional
periéddico, con objeto de mantener el nivel minimo de
hemoglobina. La anemia se acompafia de esplenomegalia, que
aparece casi siempre a partir del primer afio de vida y de
hepatomegalia variable; se produce también un retraso del
desarrollo 6seo y del crecimiento corporal. (Forget vy
cols., 1974; Chang, 1979).

El cuadro clinico de la talasemia mayor suele agravar-
se por las complicaciones debidas al exceso de hierro del
organismo, o hematocromatosis secundaria a la mayor absor-
cién de hierro a nivel intestinal y efecto del regimen
transfusional. Entre tales complicaciones destacan cirrosis
hepatica, diabetes mellitus y miocardiopatia que en general
constituyen la causa de muerte de estos pacientes, casi
siempre antes de los veinticince afios de edad. (Bank, 1966)

El diagnéstico de la B-talasemia homocigota se basa en
la observacién morfolégica de sangre periférica y en la
practica de estudio de hemoglobinas.
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La B-talasemia intermedia constituye un cuadro hemato-
16gico muy heterogéneo con un curso mds benigno que el de
la A-talasemia mayor. En general, la sintomatologia no es
tan grave, con menor requerimiento transfusional. El curso
clinico es muy variable, sobreviviendo los pacientes largos
periodos con relativa buena salud o presentando serias
complicaciones, con malformaciones &seas, infecciones de
repeticién y sobrecarga férrica. {(Thein y cols., 1984)

Considerada a nivel molecular, la B-talasemia interme-
dia es sumamente compleja con una larga serie de interac-
ciones entre diferentes tipos de talasemias, tales como B*
talasemia/ delta-beta-talasemia, asociaciones de a y B3~-
talasemia, o de talasemias con hemoglobinopatias estructu-
rales, etc.,(Villegas y cols.,1992).
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Talasemia Delta B (Ottolenghi y cols.,1976; Bernards y
cols., 1979)

Se debe a un defacto en la sintesis de las cadenas
delta y beta. Se caracteriza en su forma heterocigbtica por
un cuadro talasémico menor con hemoglobina A, normal vy
niveles relativamente altos de hemoglobina fetal, asi como
ausenclia de hemoglobina A y A, en el estado homocigédtico con
clinica de talasemia intermedia. La hemoglobina fetal se
encusntra heterogeneamente distribuida en los hematies.

Talasemia Gamma~Delta-Bata (Orkin y cols., 1979; Orkin vy
cola,, 1981)

Se han observado solamente en portadores heterocigdti-
cos. Se caracterizan por hemélisls neonatal y canmbios
hematolégicos de talasemia beta, con un nivel normal de
hemoglobina A; en el adulto.

Otras variantes menos frecuentes serfan:

-~ Talasemia gamma

- Talasemlia delta

- otC,
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cole., 1972)

(White y cols., 1972; ¢ill y

Se origina por la sintesis ineficaz de una cadena no
alfa hibrida, estructuralmente anormal, formada por una
porcion N-terminal ldéntica a la cadena delta y por una C
terminal idéntica a la beta. Son productos de un gen nuevo,
fusionado durante el entrecruzamiento en la meiosis de los
genes delta y beta y transmitido posteriormente de forma
mendeliana aimple.

El punto de fuslén es variable habiendose detectado
tres tipos de entre los posibles: Boston, Baltimore vy
Hollandia con propledades similares. (Clegy y cols., 1965)

La sintesls de la cadena Delta Beta de la hemoglobina
Lepore sigue un patrén casl ldéntico al de la cadena delta
de la hemoglobina A;, por ello no se detecta en la electro-
foresis alcalina de la sangre de cordén en el periodo
neonatal. (Ottolenghl y cols., 1979)

Su movilldad aelectroforética a pH alcalino la sitda
antre la hemoglobina A, y la hemoglobina A, ligeramente mas
anédica que la hemoglobina 8, no separéndose de la hemoglo-
bina A a pH acldo.

En el estado homoclgbtico las manifestaciones clinicas
varian entre una forma intermedia y mayor, no se sintetiza
hemoglobina A ni hemoglobina A,, apareciendo solamente
Fetal y Lepore en una cuantfa media del 15% del total, no
muy diferente a la que se cuantifica en estado heterocigd-
tico, que sin embargo cursa con cifras mucho més bajas de

Hb F.
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Se denomina asl a aquellas condiciones en las cuales
la produccién de hemoglobina fetal en el adulto excede el
nivel normal en ausencia de cualquier cambio hematolégico
mayor (Tate y cols., 1986; Bernards, 1980).

Son fenotipicamente heterogéneos tanto en la cantidad
de hemoglobina fatal producida como en relacién de las
cadenas gamma G/ gamma A gue contlienen.

Segln la patologla molecular pueden agruparse en:

Tipo deleccién, son la mayorfia, se debe a la pérdida de

cantidad variable de material genético, que incluye gene-
ralmente los genes delta y beta.

Tipo no delacclon, se han descrito muchas variantes, en las

que la mutacién de la Gnica base dentro o fuera del grupo
de genes ¢gamma-delta~beta origina el transtorno.

En estos casos la produccién de cadena gamma deriva
casl completamente de uno de los dos genes gamma. El gen
beta mobre el cromosoma afacto se expresa correctamente.
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Las hemoglobinopatias se caracterizan por presentar
una cadena de globina astructuralmente anémala, debida
generalmente a la substitucién de un aminoAcido por otro
siendo su sintesis normal en la mayorfa de los casos
(Winter, 1986},

En 1949 nace el concepto de patologia molecular al
descubrir Pauling y colaboradores la hemoglobina S en un
paciente con anemia de células falciformes.

Las mutantes de hemoglobina son un excelente ejemplo
de cétmo el cambio en la estructura de una proteina puede
modiflcar su funcidn y ser causa de enfermedad.

Actualmente existen més de 140 variantes de hemoglobi-
na que afectan a la cadena alfa, 240 a la beta, 17 a la
delta y 48 a la gamma, (Falrbanks, 1980; 0l1d y cols., 1982)

Las variantes de hemoglobina se denominaron inicial-
mente segdn las suceaslvas letras del alfabeto, Actualmente
para identificacién se hace referencia en primer lugar a la
cadena donde se ha producido la mutacién, seguido de la
posicién gque ocupa la mutacién en la hélice o interhélice,
resefando posteriormente el aminodcido sustituido o dele-
cionado. Asi an la hemoglobina complutense que se origina
por la substitucién de glutamina por &cide glutdmico en la
poaicién 127 de la cadena B (posicién Hde la hélice), la
identificacién es [B127(H5)Gln~Glu] o por ejemplo 1la
hemoglobina $ que se designa Alfa2 p2i Gw-vat 5 simplemente
Alfa2 B2°Y", en ambos casos indicando la naturaleza de la
sustitucién en el 692 residuo aminodcido numerado desde el

extremo N al C.
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Aunque se recomienda que los supraindices sean evita-
dos, no 8e ponga la cadena de globina no afectada y se
indique rutinariamente la posicién helicoidal. BAsi la
hemoglobina 8 se designard por B6(A3)Glu-val.

La designacidon de la "porcién helicoidal" tiene la
ventaja de aportar informacién automdticamente de la regién
funcional y de la posible homologia con variantes que
afecten a regiones similares en otras cadenas de globina .
Asi las hemoglobinas Chesapeake y Wood tienen ambas la
sustitucioén FGAGU, la primera en la cadena ¢ y la segunda
en la A, puesto qua es una funcién importante para el
control de la afinidad por el 0,, no sorprende que anmbas
variantes tengan una expresién clinica similar. (Rieder,
1974)
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Las hemoglobinopatias se haredan con caricter autoséd-
mico dominante siguiendo las leyes de Mendel. Si ambos
padres son portadores heterocigédticos de la variante {AS)
la mitad de su descendencia serén portadores (AS), la
cuarta parte serdn normales (AA) y la otra cuarta parte
padecer&n de anemla de células falciformes (SS).

En una proporcién no despreciable de casos, las hemo-
globinas inestables pueden originarse por mutaciones
esponténeas, no estando afectado ninglin otro miembro de la
familia.

Lesién molecular. Diversas mutaciones en el ADN del gen de
globina causan alteraciones en la estructura de la cadena
de globina. Asi por fusién de genes tenemos la hemoglobina
Lepore (fusién delta-beta) y la hemoglobina Kenya (fusidn
gamma-beta). (Ramirez, 1979)

gustituoién de un aminodoldo. El 95% de las hemoglobinopa-
tias estructurales se originan por sustitucién de una de
las basaes del triplete gque forman cada codon. Esto da lugar
al cambio de un aminodcido por otro. La hemoglobina § se
produce por una mutacién puntual del codon 86, que en lugar
de ser GAC que codifica al glutémico, se convierte en GUC
que codifica Valina.

Se han descrito clnco variantes de hemoglobina origi-
nadas por la substituclién conjunta de dos aminodcidos, por
ej. hamoglobina C Harlem (Bunn, 1987; Weatherall, 1981).

Elongacién de la oadena, Se produce por mutaclones puntua-

les en los codon de terminacién de cadena.
El ejemplo més cldsico 1o constituye la hemoglobina

C$, originada por la mutacidn del codon UAA de terminacidn

per CAA.
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Las variantes de la cadena « producen un cuadro de a-
talasemia, mientras que las hemoglobinopatias con cadena 8
elongada pueden producir anemia hemolitica o ser asinto-
méticos en su estado heterocigdtico. (IHIC, 1988).

Acortamiento de la cadena. Se origina por la pérdida de uno
o varios aminodcidos (hasta 5 residuos) como consecuencia
de la delecién de uno o més codones. En general, se produ-
cen cadenas acortadas muy inestables dando lugar a un
cuadro de hemoglobinopatia inestable con cuerpos de Heinz.

Hemoglobinopatias con cadenas hibridas. Se producen por un
entrecruzamiento no homélogo durante la meiosis.

En cuanto a la herencia de las hemoglobinopatias
estructurales, como se comenté anteriormente, se considera
como caracteres codominantes de acuerdo con la herencia
mendeliana clésica, ‘

Algunas variantes solamente muestran manifestaciones
clinicas cuando est&n en estado homocigdtico, en contraste,
las hemoglobinas inestables y aquellas con anomallias en la
afinidad por el 0; suelen causar morbilidad en estado

heterocligoto.

Los homocigoticos se han encontrado principalmente
entre varliantes con alta frecuencia genética tales como S,
¢ 6 E, y entre algunas da moderada frecuencia (D-Punjab, O-
Arab) e incluso entre variantes raras , fruto estas Gltimas
de matrimonios consanguineos (Casals y cols., 1986).

En ocasiones las variantes de hemoglobina son el
rasultado de mutaclones espontdneas, dado que la mutacidn
es a nivel de célula germinal, sélo serd padecida por la
persona afectada, los padres y hermanos serin normales. A
este grupo también se les llama como mutaciones de "NOVO",
fenémeno que se encuentra més frecuentemente entre aquellas
hemoglobinopatias que cursan con manifestaciones clinicas.
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Clasificacidn

Para su mejor comprensién, las hemoglobinopatias
estructurales se han clasificado en cinco grupos, de
acuerdo con sus manifestaciones clinicas como se ve en la
tabla IV de la p&gina siguiente. (Myers y cols., 1985)

Sin embargo no todas las variantes de hemoglobinopatia
producen sintomatologia clinica, existiendo un gran namero
de ellas que son totalmente asintomadticas en el estado
heterocigético.

Las manifestaciones clinicas de las hemoglobinopatias
pueden llegar a comprenderse mejor relacionandolas en lo
posible, con el lugar que ocupa el amino&cido sustituido
(Mercola, 1980).

Segin sea el lugar que ocupe y el tipo de amino&cido
camblado en la molécula, asi serd la alteracién gue cause
en la estructura y funcién de la misma. Si se produce en
una parte critica que altere sus propiedades fisicas,
podria originar un transtorno clinico de severidad varia-
ble.

Por tanto seglin la patologia molecular se pueden
considerar tres grandes grupos:

i~ Bustitucién de un aminokcido externo (polar) en la
superficie de la moléoula.

Solamente en algunos casos da lugar a anemia hemoliti-
ca, cuando estin en su forma homocigética.

Hemoglobinas 8, C, D y E son las mas frecuentes.

2- Sustituciédn de un aminodcido interno (no polar)
Siempre va a resultar de ella una anomalia severa,
tanto en la estructura como en la funcién.
Pueden hacerse tres grandes subgrupos:
Hemoglobinas inestables

Metahemoglobinas
Hemoglobinas con afinidad alterada por el O,
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La sustituclén puede ser de un aminodcido hidrofébico
por otro hidrofébico, en cuyo caso es menos grave que si la
sustitucién es de un hidrofébico por otro hidrofilico cuyo
cuadro hemolitico es mids intenso

3- Cambioa en las sonas de contacto entre subunidades (alfa
1 beta 1) y (alfa 1 heta 2)

Estos cambios pueden debilitar la hemoglobina hacien-
dola inestable y en otros casos puede alterar la colabora-
ci6én hemo-~hamo y aumentar o disminuir la afinidad de 1la
molécula por el 0,.

Asi pues, las variantes estructurales mds frecuentes
en la poblacién mundial son hemoglobina S, ¢, D y E. Las
tres primeras sdlo producen sintomatologia en el paciente
homocigdtico. La mayoria de las variantes ocasionan hemo-
globinopatias inestables, otras producen aumento de la
afinidad de la hemoglobina por el O, y algunas originan
metahemoglobinemia congénita. No es raro encontrar varian-
tes que dan lugar a transtornos mixtos, asociandose inesta-
bilidad molecular con alteracién de la afinidad por el O,
junto con maetahemoglobinemia (Winter, 1986).
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I=ASINTOMATICAS (Son 14 mayor(s)

Portadores ds :: g (on condiclones muy especisles pueden dar sintomas)

Ho 0
Hb €

1= ANEMIA HEMOLITICA

A~ SINDROME DE FALCIFORMACION
{Enfermodad da células fal¢itormen)
1+ 5§

2~ 5¢

3~ 50 Los Angeles
4- 50 Arab

5- S Bola Lalasamia

B HEMOGLOBINAS INESTABLES
Hi- POLIGLOBULIA

Hemoglobinas con ALTA AFINIDAD por el 02
Erilrocilosts famtiar(™ 40 familias)

V= CIANOSIS FAMILIAR
Hemogiobinas con BAJA AFINIDAD por o] 02
Hb Kansas
Hb Belh Israel
Hb SL. Mangé

Hemoglobinas H
METAHEMOGLOBINAS

M-Boston
M-Saskstoon
M-tiwaukee- !
M-lvate
M-Hyda-Park
M-FM Osake

V-VARIANTES ESTRUCTURALES QUE SE EXPRESAN
CON FENOTIPQ TALASEMICO

A« Fonotipo do TALASEMIA B
I~ Hemogloblnas Lepors
2+ Procesamiento anormal de RNAm : Hb €, Hb Knossos
J= Inestabilidad extrema : Hb indiardpolis
B~ Fenalino de TALASEMIA ALFA
1-tylantas de TERMINACION O CADENA
Hb Conatant Spring
Hb learis
Hb Seal Rock
Hb Koya Oora
2-INESTAPILIDAD EXTREMA
Hb Quong Sze

Tabla IV Clasifioacidn clinica do les Hemoglobinopatias ostruchirales
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TECNICAS UTILIZADAS



Los medios de que disponen los investigadores para
analizar el genoma humano han evolucionado considerablemen-
te. Asil, hace veinte afios se descifré el cédigo con el que
estd escrito el mensaje genético; hace diez afios, el
aislamiento de un gen y la lectura de un mensaje de alguncs
miles de nucledtidos eran el maximo exponente de la técnica
del momento.

Ahora puede ya iniciarse la batalla asaltando al
propio gen defectuoso. El territoric a explorar es amplio:
los cromosomas humanos estan formados por moléculas linea-
les de ADN bicatenario de una longitud total aproximada de
tres mil millones de pares de bases. En comparacidn, un gen
tipico, esto es, una unidad completa de informacién genéti-
ca, es un sagmento muy pequefioc que abarca sélo uncs diez
mil pares de bases. A pesar de todo, sl se correlaciona la
herenclia de un segmento concreto de ADN, un "marcador", con
la herencia de una enfermedad, puede localizarse el gen
mutante hasta en una distancia de uno o dos millones de
pares de bases, esto es, menos de la milésima parte del
genoma humano. Con ese grado de precisién, el gen queda al
alcance de las herramientas moleculares, lo gque posibilita
clonarlo y examinar su actividad. La identificacién de un
marcador genético estrechamente ligado a una enfermedad
permite, ademés, segulr la herencia del gen que causa dicha
enfermedad. (Ausubel y cols.,, 1989)

Las nuevas tecnologias suponen, a menudo, un cambio
rdpido y sustancial sobre la forma de abordar los problemas

cientificos que se nos plantean. La tecnologia del ADN

recombinante (Watson y cols., 1986) ha tenido un enorme
impacto en la investigacién y diagnostico de las bases

moleculares de las enfermedades.
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Sin embargo, los métodos que se emplean en el andlisis
molecular son laboriosos y requieren una elevada especiali-
zaclén.

En los Qltimos aflos se ha desarrollado una nueva
tecnologia, basada en la amplificacién de secuencias
especificas del ADN, que se conoce como reaccién en cadena
de la polimerasa o PCR (polymerase chain reaction) (Mullis,
1987; Mullls y cols., 1988; Erlich y cols., 1989) .

La evolucion que la PCR ha supuesto en el campo de la
investigacién genética y molecular es comparable a la
producida por el descubrimiento de los enzimas de restric-
cién (Botsein y cols., 1980) o de los polimorfismos del ADN
(Antonarakis y cols., 1985), Un gran nimerc de mé&todos de
estudio molecular se han visto sustituidos, complementados
o altamente facilitados por la PCR., La aplicacién de la
nuava tecnologifa a la investigacién ha permitido importan-
tes contribucioneas sobre la varliabilidad, expresién,
racombinacién y evoluclién genética (Wrischnik y cols.,
1987; Priedman y cols., 1988; Kawasakl, 1989). Entre los
métodos més utilizados, destacan los citados a continua-

cién:
BOUTHERM~RLOTTING

Descrito originalmente por E.M. SBouthern en 1975, esta
técnica se apoya en el caracter singular de la molécula de
ADN. A lo largo de las dos cadenas del ADN, las bases se
aparean da acuerdo con clertas reglas, de manera dque la
secuencia da una cadena constituye la Gnica posibilidad de
apareamiento para la secuencia de la otra. En una muestra
de ADN "desnaturalizado", esto es, calentado o expuesto a
un pH alto para reparar sus cadenas, un fragmento de ADN de
cadena sencilla puede actuar de sonda que busque y se una

a su secuencia complementaria.
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En esta técnica, una vez separados los fragmentos de
ADN por electroforesis, se desnaturalizan y transfieren del
gel a una membrana, donde se ponen en contacto con una
sonda de ADN marcada con un isétopo radiactive. La sonda
s6lo se hibrida, sa une al fragmento o fragmentos que
complementan su sacuencia de bases. El marcaje radiactivo
permite detectar la posicién de los fragmentos y, por
tanto, sus tamafios. (Orkin y cols., 1982). .

El procedimiento requiere la purificacién del ADN, su
digestion con nucleasas de restriccién, la separaciédn de
los fragmentos generados mediante electroforesis en agaro-
sa, la desnaturalizacién y fraccionamiento de estos frag-
mentos y su transferencia a membranas de nylon o nitrocelu-
loga. Una vez fijado el ADN a la membrana, &sta es incubada
con una sonda de ADN (fragmento de ADN que contiene secuen-
cias complementarias a las que se quiere estudiar), marcada
con un isotopo radiactive o un colorante., Tras la hibrida-
c¢ién, la sonda que nho se ha fijado se retira y el lugar al
que se ha fijado se detecta mediante autorradiografia.

El proceso més detalladamente geria:

a) Purificacién del ADN. Para poder analizar el ADN es
necesario contar con ADN puro de alto peso molecular. Los
diferentes métodos de alslamiento del ADN constan, en
general, de dos etapas bien diferenciadas: una primera en
la que se rompen las células medlante un detergente y se
aislan los ndcleos por centrifugacién; y una segunda, en la
que los ndcleos son resuspendidos y tratados con un deter-
gante iénlco, como el SDS, que disocia el complejo ADN-
proteinas y desnhaturaliza las nucleasas citoplasmaticas.
Una vez separadas, las nucleoproteinas son degradadas,
mediante tratamiento con enzimas proteoliticos y retiradas
mediante extraccién con solventes orgédnicos como el fenol
y el cloroformo. El ADN as{ purificado permanece en la fase
acuosa vy, en presencia de etanol Yy una concentracidn
relativamente alta de cationes monovalentes, que provocan
un cambio estructural en las moléculas del &cido nucleico,

se agrega y precipita,
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obtenido con los procedimiantos de extraccién antes sefiala-
dos presenta un tamafio superior a 100 Kb, lo que impide su
posterior manipulacién y ans&lisis. Para poder manipular el
ADN a8 necesario digerirlo previamente con endonucleasas de
restricciédn; éstas son enzimas bacterianos que reconocen y
cortan secuenclas especi{ficas de ADN bicatenario. La
actividad de las endonucleasas de restriccién se mide en
unidades, definiendose una unidad de enzima como la canti-
dad del mismo necesaria para digerir completamente un ug de
ADN en una hora, siendo la temperatura &dptima de la reac-
cién de la mayoria de las endonucleasas de restriccién de
a7eC,

En 1978 Kan y Dozy demostraron que el tamafic del
fragmento generado por una determinada endonucleasa varia,
dando lugar a un polimorfismo en el tamafio de los fragmen-
tos generados por dicho enzima denominados RFLP: RESTRIC-
TION FRAGMENT LENGHT POLYMORFISM.

Estos RFLP reflejan el polimorfismo existente habi-
tualmente en el ADN humano y se heredan de acuerdo con las
leyes de Mendel (White, 1988). Aunque cada enzima detecta
un namero limitado de polimorfismos, el gran ndmero de
endonucleasas de restriccién disponibles y el alto grado de
heterogeneidad genética permiten detectar un ntmero casi

ilimitade de RFLP. (Ver figura 18 en la pégina siguiente).
Agqaroga. La electroforesis en

gales de agarosa permita separar las moléculas de ADN de
acuerdo con su tamafio existiendo una serie de pardmetros:
el gradiente de voltaje aplicado, la dimensién de los poros
del gal, la conformacién del &cido nucleice y su tamafio, la
concentracién de sal en al tampdén, etc. que condicionan los

resultados de la electroforesis.
La corriente aplicada a los extremos de un gel de

agarosa genera un campo eléctrico con una fuerza que esta
definida por la longitud del gel y la diferencia de poten-
cial en ambos extremos (V/cm).
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Las moléculas de ADN expuestas a este campo eléctrico
migran hacla el &nodo debido a la carga eléctrica negativa
de los fosfatos presentes en la doble hé&lice, estando
limitada la velocidad de migraci6én por la Friceién del ADN
con la matriz del gel. En general las moléculas de ADN

migran a través del gal a una velocidad proporcional a la
intensidad de la corriente aplicada.

Al

Gl 44 agisom Bl
Tuapsa
Tt 34 fufni e
Heywe tlcyode i
{<} {s) Fapanl Woutaun

Fig 19 A) Representacion de usa oubela da shectroforonis con un gel do agarosa. Bl ADN migra desds ol polo negativo al posilivo debido
& In carga negativa de los grupos foafato; 10 Traasforencia del ADN mediants ¢l mélodo dessrito por Southern, Bl paao de la solucida salina
1 uravda deb el do agaross aerastrs dl ADN que sueda fijado &l membrana de aylos,

El grado de separaclédn de las moléculas de ADN depende
del tamafio de los poros del gel, que es proporcional a la
concentracién de agarosa en al mismo., Cuanto mayor es el
tamafio de los poros (menor concentracién de agarosa), mejor
se separan los fragmentos de mayor peso molecular; mientras
que al existir menor tamafo de los poros (mayor concentra-
cién de agarosa) se separan mejor los fragmentos de bajo
peso molecular.

En general, concentraciones de agarosa entre 0,5% y 1%
permiten separar fragmentos entre 0,5 y 30 Kb (Jordan,
1989). El1 tamafio da los fragmentos generados puede determi-

narse comparando su movilidad con la de un control de

tamafio conocido, generalmente el fago lambda digerido con

la endonucleasa de restriccién Hind III.
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d) naferencid qe ADN. El estudio del ADN genémico de los
aucariotaﬁ sufridé un espectacular avance con la posibilidad
de transferir el ADN a soportes sélidos como son las
membranas de nitrocelulosa y nylon. Previamente a la
transferencia, es necesario deenaturalizar el ADN (conver-
tirle en ADN monocatenario) sumergiendo el gel en una
solucién alcalina que rompe los enlaces de hidrégeno que
unen las dos hélices de ADN, Una vez neutralizada la accién
del alcali, el ADN se puede transferir.

La transferencia se realiza pasando una solucién con
elevada concentracidn salina a través del gel. La rapide:z
de transferencia depende del tamafio de los fragmentos y de
la poroasidad del gel. En geles de agarosa al 0,8%, los
fragmentos Iinferiores a 1 Kb se transfieren en una hora,
mientras gque los mayores de 15 Kb necesitan una noche. Una
vez transferido, el ADN se flja de manera irreversible a la
membrana calentandola a 809C. o fijdndola con luz ultravio-

lata.

e) Marcaie . radiac 7. La posibilidad de encontrar una
aacuencia egpacifica de ADN an una poblacién de fragmentoes
a8 extremadamente compleja dependiendo de la disponibilidad
de sondae complementarias al ADN de interés que puedan ser

marcacdas.

Los dos métodos mds frecuentemente utilizados para
marcar las sondas de ADN son: 1) el método de marcaje en
cremallera o "Nick translation" en el que la secuencia de
nucledtidos del ADN se renuava totalmente pero no existe
sintesis de nuevo ADN y 2) el método del marcaje aleatorio
o "Random Primed" en el gue se incuba el ADN a marcar con
una mezcla de todos los hexanucleétidos posibles. En esta
reaccién, el ADN inicial sélo sirve como molde para la

sintesis del ADN marcado (ver figura 20).
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a utilizar, se debe favorecer la unién de la misma a las
secuencias del ADN gentmico ¢ue reconoce. Para ello se
utiliza una solucién denominada de prehibridacién que
acondiclona a la membrana y otra llamada de hibridacién,
que contiena la monda y favorece su unién especifica a las
secuencias complementarias. Para obtener resultados inter-
pretables es importante prevenir la unién inespecifica de
la sonda a la membrana, ya gue, de otra manera, aparecerén
dreas gue oscureceran la autoradiografia e impedirén ver
las bandas de Lnterés. Para evitarlo, se humedecen las
membranas con una solucién gque contenga la Solucién de
Denhardt’s (compuesto por BSA, PVP Y Ficoll) y 8DS (dodecil
sulfato sédico), encargados de bloquear la unién inespeci-

fica del ADN a la membrana.
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Tras la hibridacién, la sonda no hibridada especifica-
mente e8 retirada mediante lavados de la membrana con
soluciones con elevada concentracién de sal.
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Badsicamente la PCR es un método senoillo para el
clonaje "In vitro" de cualquier segmento de ADN permitiendo
disponer, de forma réplda y eficaz, de cantidades suficien-
tes cdel mismo para su posterior estudio molecular.

Esta técnica creada por Mullis (Mullis,1990), se basa
en la repetlclidédn ciclica de trés reacciones similares
modlficando exclusivamente la temperatura a la que se lleva
a cabo. Las tres reacclones se realizan en el mismo tubo y
ademds del ADN se necesitan oligonucledtidos que reconozcan
los extremos del fragmento a amplificar y acten como
CEBADORES o PRIMERS de la reaccidn y una mezcla de desoxi-
nucleétidos que permiten generar las nuevas cadenas de ADN.
Fata amplificacién es posible gracias a la enzima Tag
polimerasa del wmicroorganismo Thermus Aquaticus, que
permite la sintesis da ADN a temperaturas por encima de
70eC y resiste perfectamente 94-952C necesarios para
separar las dos hebras del ADN (Jeffeys y cols.,1988).

El primer paso de la reaccidén se lleva a cabo a una
temperatura de 94RC y tiene como finalidad la transforma-
cién del ADN bicatenario en monocatenario mediante desnatu-
ralizaclén por calor. En una seg(nda etapa los oligonucleb~
tidos se unen a las secusencias complementarias de ADN (esta
reacclén se suele llevar a cabo a una temperatura de 65RC).

finalmente, en una Qltima etapa, la enzima Tag polinme~
rasa sintetiza nuevas cadenas de ADN monocatenario a partir
de los oligonucledtidos. Una caracteristica fundamental de
la PCR es que @)l ADN asi sintetizado airve como sustrato
para la sigulente reaccién, la amplificacién se consigue al
realizar una serie de 20 a 30 ciclos con lo que la capaci-
dad de sintetizar nuevo ADN moriocatenaric se incrementa

exponencialmente.
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Luego en términos generales, la PCR se basa en la
capacidad de una enzima ADN polimerasa termoestable para ir
aponiendo bases complementarias a una determinada secuencia
da ADN acotada en extremos 5’y 3’ por dos pequefios fragmen-
tos de ADN complementarios que actuan como iniciadores de
la reacciédn (8aiki y cols.,1988).

Uno de los principales problemas de la PCR es la
posibilidad de contaminacién con material genético extrafio,
la rigurosidad en los diversos procedimientos del laborato-
rio consigue disminuir la posibilidad de contaminacién de

la PCR (Erlich,1989).
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Los productos obtenidos en la amplificacién pueden

analizarse medliante una amplia variedad de técnicas
incluyen la hibridacién mediante Dot-Blot (figura o

23),

directa del ADN amplificado.

(figura 24),

la simple visualizacién del producto en geles d
agarosa © poliacrilamida : :
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Las posibllidades de actuacién para detectar una
mutacién previamente conocida més corrientemente utilizadas
en los laboratorios de investigacién son:

1) beteccion directa de una mutacién usando oligonuclesti-
dos radiomarcados; un ollgonucledtido es una pequefia
secuencia de DNA (aproximadamente de 20 bases de exten-
sién), que ha sido aintetizada incorporando en su centro la
base complementaria con la mutacién siendo el resto de la
secuencia, en direccién 8/)/, complementaria con la secuen-
cla del ADN en torno a la mutacién,

La eventual hilbridacidn, caso de estar presente 1la
mutacién buscada se pondrd de maniflesto incorporando al
oligonucleétido fésforo radiactivo como trazador.

2) Detecciédn directa de una mutacidn usande endonucleasas
de restriccién, son capaces astas enzimas de digerir ADN a
la altura de determinadas secuencias de reconocimiento
especifico para cada enzima. Una mutacién en la secuencia
del ADN puede modiflcar la secuencla de reconocimiento de
la enzima, en el sentido de abolir ese punto de digestidn
o en al sentido de hacer reaparecer un punto de digestién
previamente lrreconocible para la enzima, en ambos casosg, el
resultado es una modlficacién en los tamafios de los frag-
mentos de ADN amplificado obtenidos cuando éste se somete
a la accién de la enzima, objetivables mediante simple

alectroforesals en gel de agarosa,

Peta técnica tiene una ventaja obvia, que es poder
prescindir del uso de oligonucleotidos radiomarcados y de
la delicada metodologia gue conlleva, El inconveniente es
que no todas las mutaciones tienen una enzima que las
reconozca, por lo ques su uso estd restringido a aquellas
mutaciones reconocibles mediante enzimas de restriccién.
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La automatizacién del proceso de la PCR supone la
posibilidad de analizar un considerable numero de muestras
sin demaslacdo esfuerzo., §in embarge, es preciso gue se
desarrollen métodos que permitan automatizar los pasos
previos Yy posteriores a la amplificacién, tales como la
preparacién de las muestram o el andlisis de las mismas.

La PCR ha simplificado y aumentado las posibilidades
diagnésticas del ADN en medicina. la nueva tecnologia
permite el diagnéatico preciso de la patologfa hereditaria,
que lncluye tanto los procescs en los gqua el defecto
molecular es conocido en detalle, como aquellos para los
que solo ha sido posible la localizacién cromosémica del
defecto en cuaeastion,

Por otra parte, ha revolucionado la tecnologia del ADN
recombinante en el campo de la investigacién genética y
molecular., Las aplicaciones médicas de la PCR son abundan-
tes, antes de 1987 el diagnéstico prenatal de enfermedades
como la anemla de células falclformes, heta-talasemia y
hemofilia e reallzaban medlante la tecnologlia de Southern
y ge tardaban varias semanas en la obtencloén de resultados

(orkin,1982).

Desde finales de 1987, el diagnéstico de estos proce-
s08 puede realizarse en menos de una semana mediante la PCR
(Salkl y colas,,b1988).

Las apllcaciones de la PCR van desde la fibrosis
quistica (Kersm y cols.,b1989), carcinomas (Bos y cols.,
1987; Shibata y cols., 1988), leucemias (Dobrovic y cols.,
1988), en medicina lagal y forense (Li y cols., 1988), en
patologfa infecciosa (Saag y cols., 1988; Thiers y cols,,
1988) etc,
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Una modificacién de la técnica de la PCR ha sido
utilizada en nuestro trabajo, originariamente descrita como
ARMS o PCR con ollgonucledtidos mutados (Newton y cols.,
1989) para la deteccién directa y diagnéstico prenatal de
las mutaciones de B-talasemia (Old, 1990), E1 procedimiento
tiene la ventaja de no ser radiactivo Y requiere menos de
5 horas para su realizacién,

Esta técnica se basa en la amplificacién enzimitica de
un fragmento de ADN acotado por dos oligonucleétidos
iniciadores o "primera", que hibridan cada uno de ellos a
secuenclias complementarias de la doble hélice de ADN; estos
oligonucleétidos se orientan de tal modo que sus extremos
3° guedan enfrentados.

Los ollgonucledtidos ARMS fueron disefiados para
detectar un ADN normal y otro mutante. El nucledtido 3’ del
iniciador mutante as complementario de la gecuencia mutante
y el inlciador normal es complementario de la secuencia de
ADN normal.

Para que un inlciador sirva de modelo a la enzima DNA
polimerasa, el nucleétldo 3’ terminal tiene que estar
perfectamente unido a la mecuencla del ADN modelo. Bajo
condiciones cuidadosamente controladas un iniciador con su
nucledtido 3¢ terminal desemparejado puede no funcionar
corractamenta y no ocurrir la amplificacidn.

Se incluye tambien para la realizacidn de esta técnica
dos iniciadores control A y B, los cuales amplifican la
regién del ADN a corta distancia de la amplificada por los
iniciadores de ARMS originando un fragmento de un tamafio
distinguible del producide por los inicladores de ARMS.

La utilizacién de esta técnica sers explicada
ampliamenta en el capitulo de material y métodos en su
apartadeo correspondiente a técnicas ampleadas.
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III-MATERIAL Y METODOS



SUJETOS ESTUDIADOS



Se ha reallzado el estudio de un total de 42 muestras
de sangre pertenecientes a enfermos portadores de B-Talase-
mia; 34 de ellos con A-Talasemia heterocigética y 7 homoci-
gética y 1 con B-Talasemia intermedia, cuya eleccién se
reallzé en los Servicios de Hematologia y Pediatria del
Hospital Clinico de San Carlos.

Los enfarmos con B-Talasemia mayor homocigota pertenecen a
s familias, en cada una de estas familias se analiza el
haplotipo de ambos padres heteroclgotos para la A-Talasemia
y su hljo homocigoto, una de estas familias presenta dos
hijos con A-Talasemia mayor.

Fl criterio de inclusién de dichos enfermos para este
estudio se reallzd en funcibn de la sintomatologla clinica
y de los pardmetros hemocitométricos, de la presencia de
normoblastos, mlcrocitosis e hipocromia en la extensidn de
sangre periférica asi como de la dosificacién de hemoglobi-
na F.
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1. TECNICAS DE DESCRIPCION CONVENCIONAL
ESTUDIOS MEMOCITOMETRICOS
ESTUDIOS DE HEMOGLOBINAS

2. TBCNICAS DR BIOLOGIA MOLEBCULAR
ESTUDIQ DEL HAPLOTIPO
EXTRACCION DEL ADN

AMPLIFICACION POR ARMS

2,1, TECNICAB DB DRBCRIPCION CONVENCIONAL

LLa recogida, manejo y congervacién de las nmuestras se
realizéd slguiendo las directrices publicadas por el "Inter-
national Commitea for Standardization in Haematology"
(ICHSH) .

" Log BOTUDIOS HEMOCITOMETRICOS se realizaron en un STKR
Counter (Coulter Electronics.Ltd USA), determinandose:
~Recuento de hematies (RBO) expresados en hematies X
10/
~Tasa de hemoglobina (HB) en g/dl

-Hematocrito (MT0) expresado en %
~-Volumen corpuscular medio (VCH) em femtolitros (10771)
~Hemoglobina corpuscular media (HCM) expresada en

picogramos (10"g)
~Concentracién de hemoglobina corpuscular media (CHCM)

91



#* La ELECTROFORESIS DE KEMOGLOBINAS se realizs en acetato
de celulosa en solucién alcalina (pH 8,8),

siguiendo las
normas de la ICSH (ICSH, 1978) .,

En la Figura 37 ge
muestra el patron de bandas obtenidag por electrofore
ais.
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FIG 2 BLRCTROPORESIS DE HEMOULOBINAS

92




*k

LR

LB

La cuantificacion de la HEMOQLOBINA A, se llevé a cabo
por cromatografia en columna de intercambio aniénico. La
Hb A, se aluye de forma especifica bajo estrictas

condiciones de pH y fuerza lénica, cuantificéndose por
lectura fotométrica a 415 nm,

Los niveles deo HEMOGLOBINA ¥ se cuantificaron por el
método de desnaturalizacién alcalina descrito por Betke
(Batke y cols., 1959; Villegas y cols., 1983),

para el estudio de reticuloocitos se ha empleado el

método de Dacle mediante la tincién con Azul Brillante
de Cresi}l (Dacle y cols., 1984).
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2.2. TECNICAS BN BIOLOGIA MOLECULAR

FX TR L LR AN
1v* Centrifugar de 10 a 20 ml de

sangre venosa recogida en
EDTA centrifugando a 3000 rpm durante 20 min a 4ec

£l plasma es culdadosamente @liminado y el leucocrito

© "buffy coat' es separado con pipeta Pasteur

Conservar a -70%C en un appendorf en caso de no

realizar la prueba inmediatamenta

Descongelar la muestra y adicionar 10 ml de solucién

NP-40 al 0,1% en reticulocite salino y depositado en

un tubo Falcon

Mezclar y agltar a 3000 rpm, 20 minutos a 42C

Eliminar el sobrenadante y adicionar 10 ml de tampén

de llsis al precipltado. Maezclar y adicionar 0,5 ml de

solucidn de 5D8 al 10%

Afadir 0,% mg de Proteinasa K. Mezclar e incubar a

179C un minimo de 4 horas (puede quedar toda la noche

en incubacién)

Adiclonar 1/9% del volumen de tampén 5 X ANAE

Adiclionar 1/2 del volumen de cloroformo~alcohol

isoamilico (24:1,v/v} y 1/2 del volumen de fenol

previamente saturado con tris«ClH IM, pH 8

Mezclar y centrifugar a 3000 rpm 20 minutos a 48C

Con culdado transferir la capa superlor acucsa a un

tubo nuevo utilizdndo una plpeta de boca ancha para

tomar la viscosa soluclén de ADN

Repetir una segdnda extraccidédn con fenol, y repetir

los pasos (9), {(10) y (1l1)

Adiclonar 1/2 del volumen de cloroformo alcohol-

iscamilico, mezeclar y centrifugar a 3000 rpm,20
minutos a 49C

Transferir la capa acuosa, como en (11), Y realizar

una nueva extracclén con cloroformo, repitiendo (12)

Yy (13)
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164

174%

18 0%

pracipitar el ADN adlecionando 1/10 del volumen con
ClNa 4M

61 el ADN preclpita como una masa gelatinosa, es
recogido por centrifugacién a 3000 rpm 20 min a 42C
81 no se observa praclpitado, la solucifn se sitda a
~-209C, al menoa una hora antes de centrifugar. El
precipitado antonces, es redisuelto en un mililitro de
agua desatilada y el ADN es de nuevo precipitado como
an (18)

ge elimina el ligquido sobrenadante por inversién y al
pracipitado de ADN se le adiciona 1 ml de agua desti-
lada

La concentraclén de ADN es medida por observacidn de
1a densidad Optica de una alicuota llevandola a 1 ml
con agua destilada, leyendo la absorbancia a 260 nn
(una lectura de 20 corresponde a 1 mg ADN/ml) frente
a agua destllada en un espectrofotémetro Bau Sch &
Lomb &pectronic.

TAMPONES Y BOLUCIONBS UTILIZADAS

~RETICULOCITE SALINO:!

0,13 M ClNa
5 mM ClK
7,4 mM Cl,Mg.6H,0

-§OLUCION NP=~40 AL 0,1%

1 ml/1l H,0 destilada

-SOLUCION DE LISIS

10 mM C1lNa
10 mM EDTA
10 mM Trias-ClH, pH 8
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-SOLUCION 8 X ANAE
0,1 M ClNa
0,01 M Acatato Na. 3H,0
1 mM EDTA
0,5% 8D8

~SOLUCION 10% SDS
10 g Lauril Sulfato 86dico/100 ml H,0

~-SOLUCION 1M TRIS pH 8

Trimtlillilll 60,5 g
ClHIIIUIGIIUl 30 ml
H,0 ¢ap ....,. 500 ml

~-30LUCION 4M ClNa
23,4 g CiNa/100 ml Hy,0

~CLOROFORMO~ALCOHOL TBOAMILICO (1/24, v/v)

100 ml alcohol lecamilico
2,% 1 cloroformo
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S estudian % famllias con B-Talasemia, ¥n cada
familia se analiza el haplotipo de ambos padres heterocigo-
tos para la A-Talasemia, y su hijo homocigoto, una de estas
familias presenta dos hijos homocigotos con B-Talasemia
mayor .

El ADN se aisld seyln el método de Poncz (Poncz vy
cols,,1982). 5 ug de ADN me digirieron con las siguientes
anzimas: Hind II, Xmn I, Hind IIX, Ava II, Hpa I o Bam HI,

Los fragmentos de ADN despues de realizar electroforé-
sis en gel de agarosa se transfirieron a un flltro de
nitrocelulosa. Dichos fragmentos se hibridaron con sondas
especificas: epsilon (£ ), gamma (7), puudobata (YB) v
beta (B), megdn técnlcas previamente descritas (Gilman y
cols.,1983).
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CONDICXONES DR AMPLIFICACYION

El ADN fué aislado de sangre periférica seqin la
técnica descrita anteriormente.La PCR se realizé en una
mezcla que conteni{a (para 4 ml);

Tampoén 10 X Cetus ........,..... 500 il

Agua esterilizada .............. 2700
1,28mM NTP ..o i i isieina s 800 ul
Eopermidina 1M ................. 4 ul

Estando constituido el tampén 10 X Cetus (para 5 ml)por:

M CLK i i cenaen 1,25 ml
IM Tris pH B,4 .. o' iveviiiiaess 0,50 ml
M CLMG o i v r e, 75 Ul
gelatina ... . iiiiiiiiiiaiaene 5 Mg
H,0 msterilizada ..........c0ovve 3,2 ml

En un Eppendorf sltuamos de 0,5 a 1 ug de ADN, siendo
adicionado a 20 ul de la mezcla de PCR hasta un volumen
total de 2% ul, contenlendo 1 ul de cada une de los cuatro
iniciadores (dos comunes, un control y el ARMS normal o
mutante), vy de 0,% a 1 ul de la enzima Tag polimerasa
(Catum. Perkin-Elmer). A esta mezcla le adicionamos 25 ul
de parafina (Slgma) para evitar la evaporacién y se intro-
dujo en el ciclador.
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CICLO TERMICO

El Eppendorf se introdujo en un ciclador térmico (DNA

Thermal Cycler. Perkin~Elmer) vy sometido a 29 ciclos segtin
al programa:

939C [ I R R R 1 minuto
559C «vvvivieees 1 minuto 28 ciclos
722C ..., 1,5 minutos

y un cleclo final con una extensién de 729C durante 3
minutos.

El proceso total de amplificacién dura aproximadamente
unas 4 horas.

REVELADO

20 4l de la muestra de ADN amplificado se mezclaron
con 5 ul de una mezcla de ficoll al 15% y azdl de bromofe-
nol al 0,05% para posterlormente ser introducidos en un gel
compuesto por agarcsa al 1,5% y agarosa "nusieve" al 1,5%
en 1 X AGB,

Se raaliza la electroforésis a 100 voltios durante 30
minutos, siendo posteriormente tefiido durante 10 min. en
una solucién de bromuro de etidio, y situado en un transi-
luminador (Chromato~VUE. Mod,TM-20) y fotografiado (Proce-
sador Mitsubishi).

SOLUCIONES
~FICOLL~BROMOFENOCL
ficoll 400 svvivesees 159
azul bromofenol ..... 0,05 g
1 X AGB GBP +ecvvvass 100 ml

~BROMURO DE ETIDIO
1 mg bromuro de etidio/l 1 X AGB

-SOLUCION DE 50 X AGB

2M Tria l!.!.!ll!lll.!ll..ll. 242’28g
1M Acetato S564ico.3H,0 +evvve 136,08 g
lOmM EDTA uaosnu-cclnuco-"" 3r72g

Adicionar 75ml de &cido acético glacial hasta pH 8,3
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pISERO DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS MUTADOS

Los olligonucledtidos fueron sintetizados por Genset
(paris) y distribuldos por Izasa, habiendo sufrido un
proceso de puriflicacién por cromatografia de alta presién
(HPLC) . Un par de inicladores control (A 'y B con 861 pb)
fueron incluidos en cada ensayo, asi como un iniciador
comdn (C).Los INICIADORES DE ARMS utilizados fueron:

IVSI nt 110 vuvivuivvinnnnas, 390 pk (n y m)
codon 39 ...iivieiiiiiiiaa,,, 436 pb (n y m
IVEL NT 1 «vvvivivvinvnviaa,, 281 pb (n y m)
IVSL NT 6 ...ovvvivivinsnas 286 pb (n y m)
IVSIT nt 1 +evvvvvuvivieness 634 pb (n y m)
IVSII nt 745 ...vvovvvieaaay 738 pb (n y m)
codon 6 ..... vesrereraseness 207 pb (m)
208 pb (n)

Como marcadores hemos utilizado @ X174 RF digerido con

Hae III (Haemophilus Aegyptus), que corta al ADN por:

GG CC

cC GG
obteniendo 11 fragmentos de un tamafio que vA de 1353 pb a
72 pb. Del mismo modo hemos utillizado el Marcador VI de
Boehringer, que proporciona 12 fragmentos con un tamafo
que v& de 2176 pb a 154 pb.
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1~RESULTADOS HEMOCITOMETRICOB

A U A A A Y e

<0t

EDAD RBC Bb Hto Ve HCM CECM RETIS. A, F
(afios) (1012/1) (g/d1) (%) (£1) (pg) (%) (2) 1 (%) 1 (3
FAMILIA 1
D.B. 22 meses 4,34 7,5 24,1 56,0 17,0 31,0 114 1,0 68
Padre 38 6,07 13,2 40,5 66,8 21,7 32,6 13 4,8 2
Madre 35 5,46 11,4 34,6 63,4 20,9 32,9 64 3,6 2
FAMILIA 2
E.R. 2 3,20 6.5 19,0 59,0 20,0 32,0 112 2,51 32
Padre 10 5,40 11,5 34,5 63,9 21,3 33,2 13 4,5 | 1,2
Madre 28 4,89 11,0 33,8 69,1 22,5 | 32,6 22 3,2 | 1,5
]’ )
FANTLIA 3
A.T*. 14 4,80 13,8 40,0 B3 28,7 34,5 58 2,11 2,4
Padre 4z 6,40 14,86 42,5 66 22,8 34,3 18 5,5 | 0,8
Madre 40 5,60 11,1 33,9 60 19,8 32,7 22 4,8 | 1,2
FANILYA 4
AT, 14 4,70 14,3 45,2 96 30,4 31,6 2 2,4 ] 3,0
Padre 3z 6,60 14,5 42,9 65 21,9 33,7 25 5,1 ] 0,6
Madre 26 5,10 12,8 3g,1 | 75 25,0 33,5 30 3,9 | o,6
FAMILIA 5
F.JY. 3 4,80 13,9 39,9 83 28,9 34,8 114 3,1 { 2,6
5.7, 1 4,10 12,4 34,1 as 30,2 36,3 80 3,1 1,5
Padre 36 5,40 12,9 38,3 71 23,8 33,6 28 4,0 | 1,2
Madre 33 5,70 12,7 36,5 54 22,2 34,7 4 4,3 1,6
*Politransfundidos

Tabla v
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2-RESULTADOS DEL HAPLOTIPO

- Xmn Avall Hpa
5 & ley A, ¥8 s 8l
1 t 1T 1t t 1
Hindll  HindBiHndil  Hindll Avall BamHl

FAMILIA 1 H C Mutacion
Al ¥ - - I <Z<Zi} T i vV B/B  IVSIntl/IVSInt
PADRE H - - - <C-<Z% T IcC WV  B/A

- |IMADRE T i - --x ric v  B/A

FAMILIA 2
AT + T3 - i *is VAV B/B  IVSInt/ivSint6
PADRE ¥ — - - =TIZxX T¥x Vi B/A
MADRE ¥ tr - r+7 i i VI B/A

FAMILIA 3
FJ - -+ + --z -+ VI/VI B/B8  IVSInt6/IVSint6
SJ Z -t r --x s ViVt BB IVSInt6 [IVSInt6
PADRE - - * ZiF =31 vi/?z  B/A
MADRE F . A il VI/V  B/A

FAMILIA 4
ER T - - - -zt paflie ol & t/1 fi/B  oodon 39/WVSIntTIO
PADRE ¥ - - <CZZti il I’V B/A
MADRE H -z = =% Tii 171 B/A

FAMILIA S ,
DB B - - - I3 3T A B/B  codon39/iVSint1
PADRE H - - - =ZZ% rrr IV B/A
MADRE T - - - <ZZ%t +rE /1 B/A




3-RESULTADOS DE AMPLIFICACION POR ARMS

La aplicacién por nuestra parte de la metodologia
correspondiente a la técnica de amplificacién con nucleéti-
dos mutados o ARMS, nos ha permitide establecer unos
resultados correspondientes "al anadlisis molecular de las
mutaciones B-Talasémicas estudiadas en el Hospital Univer-
sitario San Carlos de Madrid, que detallamos a continua-

cién.
N? de pacientes estudiados .............. 42
con PB-Talasemia heterocigota .. 34
con RB-Talasemia homocigota .... 7
con R-Talasemia intermedia .... 1
N2 de cromosomas estudiados ..... Cee e 37

Tipo de lesidn:

Mutacién sin sentido codon 39 ...... 10
IVS=1l Nt 6 vuvvervnrsonnsnnssnsnsanss B
IVS=1 Nt 1 i ivrvvrsnnsnancaanannss 11
IVS=1 nt 110 .c.vivoresnssssvososnanss 3
2 nt codon 8 i iiiivrinraretianinces 2
Mutacién desconocida*.......oev0e0ess 3

* En uno se ha realizado su secuenciacidén demostrandose en

el codon 11 delecidén de un nucledtido (-~ T).

Tabls VI
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Figura 28

Analisis de ADN con el iniciador normal {ARMS normal) para
la mutacidn del codon 39 en las columnas 2,4,6,8 y 10; las
columnas 3,5,7,9 y 11 corresponden respectivamente a los
pacientes 2,4,6,8 y 10 con el iniciador mutado (ARMS
mutado) para la mutacién del codon 39.

Se observdé la presencia de hibridacidén en las columnas
donde hemos depositado los iniciadores normales y carecen
de ella los mutados, lo que indica ausencia de mutacidn del
codon 39 en los 5 pacientes estudiados. Pudiendo suceder
que éstos pacientes presenten B-Talasemia heterocigética
debida a otra mutacién diferente del codon 39 ensayada. En
la columna 1 marcador de longitud Phix174 digerido con Hae

ITI.
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Figura 29

En las columnas 1, 4 y 5 se ha realizado el andlisis del
ADN con el iniciador normal para la delecidén nt & del IVS-
1: en las columnas 2 y 3 con el iniciador normal para la
nutacién del codon 39. Las columnas 7, 10 y 11 corresponden
respectivamente a los pacientes 1, 4 y 5 con el iniciador
mutado para la delecién nt 6 del IVS-1. Las columnas 8 y 3
pacientes nimeros 2 y 3 estudiados, con el iniciador mutado
para la lesién del codon 39. EL paciente 1 (7) con B-
ralasemia homoclgota, es homocigoto para la mutacién nt 6
del IVS-1, los pacientes 2 (8) y 3 (9), son heterocigdticos
para la mutacién del codon 39. Los pacientes 4 (10) y 5
(11) con A-Talasemia heterocigética no presentan la muta-
cién nt 6 IVs-1. La columna 6 contiene el marcader de

longitud Phi x 174 digerido con Hae III.
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Figura 30

Iniciador normal y mutante para la mutacién del
nucledtido 6 en el IVS-1l., En este casc las columnas 2 y 3
corresponden a un paciente homocigético para la mutacidn
del nt 6, en la columna 2 se situd el iniciador de ARMS
normal y en la 3 el ARMS mutante para esa mutacién. Las
columnas 4, 5 y 6 corresponden a tres pacientes heterocigd-
ticos estudiados con ARMS mutante para la mutacién nt 6 del
IVS-1. En la columna 1 se situd el marcador de longitud

Phix174 digerido con Hae III.
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Pigura 31

Las columnas 2 y 3 corresponden a un paciente homocigdtico
para la mutacién nt 6 del IVS-l, situandose en la columna
2 el iniciador ARMS mutado y en la columna 2 el ARMS
normal. En el resto de las columnas se han estudiado una
serie de pacientes para la mutacién del codon 39, incluyén-
dose en las columnas 4,6,8 y 10 los iniciadores de ARMS
normales y en las columnas 5,7,9 y 11 los iniciadores de
ARMS mutados para la mutacidn del codon 39.

Los pacientes 4(5) y 6(7) son heterocigdticos para la
mutacién del codon 39. En las columnas 8 y 9 paciente
normal gque carece de la mutacién buscada. En las columnas
10 y 11 paciente con f-Talasemia mayor doble heterocigdtico
presentando mutaciédn del codon 39 y otra mutacidn diferen-
te. Columna 1 marcador de longitud VI de Boehringer.
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Pigura 32

An&lisis de ADN con el iniciador normal (ARMS normal) para
la mutacién nt 1 del IVS~1l en la columna 3 Y ARMS mutante
para la misma mutacién en la columna 4. Resultando un
paciente homocigdtico para dicha mutacién. En las columnas
5 y 6 hemos situado el ARMS mutante en dos pacientes
diferentes para la mutacidén nt 1 del IVS-1j; resultandoc dos
pacientes normales, pudiendo ser heterocigdticos para otra
mutacién distinta a la ensayada. En la columna 1 el marca-
dor de longitud Phix174 digerido con Hae III, Yy en la
columna 7 el marcador de longitud VI de Boehringer.
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V-DISCUSION



1.COMENTARIOS A LOS RESULTADOS DEL HAPLOTIPQ

La introduccién en los Gltimos aflos de las técnicas de
biologia molecular ha contribuldo decisivamente a précisar
la base molecular de las talasemias. En el periodo que va
de 1980 a 1986 el estudio de la B-talasemia consistisé
basicamente en el estudio del haplotipo, sequido de 1la
clonacién y secuenciacidén de los fragmentos de ADN que
forman los genes.

La bGsqueda de polimorfismos con enzimas de restric-
cién permite definir los diferentes haplotipos. Se denomina
haplotipo, a la combinacidén de una serie de puntos positi-
vos, si el lugar para la enzima estad presente, o de puntos
negativos, si el lugar para la enzima estd ausente, En el
primer caso aparecen bandas de menor longitud, por la
accién especifica de la enzima sobre la secuencia de la
cadena. En el segundo -casc los fragmentos son de mayor
longitud (0ld y cols.,1984).

En el afio 1982 oOrkin y colaboradores (Orkin y cols.,
1982), identificaron nueve haplotipos en la familia de
genes de la globina 8, figura 32.

5 ¢ 6, A, (A 3 0 3
Pt P

Hndll  HinddlHndl  Hndl Avall BamHI

HARLOTIPOS
| - - + ot
I - L B v
i - + te v
v - I -t
v - - T s
Vi L -t
il + - - " -t
Vil - + -t -
X - - e v
Figura 32
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Se observa como dichos haplotipos se corresponden
generalmente con una determinada mutacién de A-Talasemia.
Por ejemplo, en la poblacién mediterranea, el haplotipo I
se asocla con la forma comGn de talasemia producida por
mutacion G--A en el intrén 1 (IVS-1) situado en la posicién
110 de la caden B. Esta asociacién entre haplotipo vy
mutacién ha sido utilizada con éxito para caracterizar
nuevas mutaciones, facilitando la clonacién y secuenciacién
postarior de las mismas,

Determinamos el haplotipo, mediante el empleo de
enzimas de restriccién, de 10 puntos polimdérficos en la
familia del gen de globina B. Estudiando 16 enfermos con -
Talasemia pertenaecientes a 5 familias, 6 de ellos presentan
A-Talasemia mayor,

Los puntos polimérficos eatudiados han sido los siete
descritos por Orkin, a los que se afiade el pﬁnto polimérfi~
co para la enzima de restriccién Ava II, gen pseudobeta(-
Walnacoat y cols.,1984), el punto 3 del gen beta, para la
enzima Hpa I (Kan y Dozy,1978) y el punto situado 5
respecto al gen gamma, para la enzima Xmn I (Gilman y
Huisman, 1985).

Fn la poblacién mediterranea el haplotipo mds comln es
el I (+=~=-++) y se asocla generalmente con la mutacidn

causada por la sustitucién G--A en la regién del primer
intrén B, posicién 110 (IVs-1, 110 p*) (Kazazian y cols.,-
1984).

conociendo los haplotipos de un paciente con B-Talase-
mia se puede predecir con bastante seguridad la mutacién
especifica de B-Talasemia que presenta dicho individuo.
Ahora bien, el mismo haplotipo puede, asimismo, estar
ligado a cromosomas normales no talasémicos o a otras
diferentes mutaciones gue producen talasemia.
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El haplotipo I ademads de estar ligado a la mutacién
del primer intrdn, posicién 110, puede observarse en la
mutacién C~-T en el codon 39 de la cadena B, (8°39), en la
mutacién CAG--G~G en el codon 6, (B°6), en la sustitucién de
la base T--G en la posicién 116 del intrén 1, (8° 116) y en
la sustitucidn en el codon 27 GCC~-TCC, produciende la
hemoglobina de Knosos (Weatheral,1986)}.

En nuestros ¢asos, los 20 cromosomas estudiados
pertenecen a 10 enfermos con B3-Talasemia heterocigota y por
tanto de sus hijos enfermos con B-Talasemia mayor.

Se observa en 8 de ellos el haplotipo V (3 B™ y 5 8*);
en 8 el haplotipo I (4 A" y 4 B*; en 2 el haplotipo VI
(B*)}, y en 1 el haplotipo IV (A%). Todos los cromosomas
pertenecen a los previamente descritos por Orkin, excepto
uno ( B*; haplotipo ==-=—+-4),

Los cromosomas f[-Talasémicos corresponden a los
haplotipos V (3 cromosomas), VI (2 cromosomas), I (4
cromosomas) y IV (1 cromosoma). Aunque no es posible hablar
de frecuencia con tan escasoc numero de pacientes, =si
podemos decir que estos resultados difieren parcialmente
del Gnico estudio realizado en la poblacidn espafiola, en la
que se estudian 21 pacientes con R-~Talasemia mayor. En este
trabajo los haplotipos talasémicos méAs frecuentemente
hallados son el II en 22 cromosomas, el I en 11 cromosomas
y el IV en 6 cromosomas (Estivill y cols.,1986).

El punto pelimérfico para la enzima aAva II, en el B
estd presente en todos los cromosomas estudiados. Este
punto polimdérfico esté ausente generalmente en los cromoso-
mas de BR~Talasemia con el haplotipo I y la mutacidn G--3,
en la posicién 110 del primer intrédén B. Sin embargo, esta
casl siempre presente en los cromosomas normales o en los
cromosomas talasémicos con otro tipo de talasemia (Thein y

cols. ,1985).
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Los fragmentos polimérficos del ADN pueden utilizarse
como marcadores genéticos para el diagnéstico prenatal de

la A-Talasemia.

Los puntos polimérficos mas Gtiles son aquellos que
raramente se encuentran en los cromosomas normales. El
diagnéstico prenatal basédndose en los puntos polimdrficos,
utilizando enzimas de restriccién, pueden realizarse en
otras enfermedades congénitas como: Hemofilia A, Fenilceto-
nuria, Enfermedad poliquistica renal, Corea de Huntington
y Distrofia muscular de Duchenne (0ld, 1986).

El diagndstico prenatal de B-Talasemia no hubiera sido
posible establecerlo con la enzima Ava II, en ninguna de
las familias estudiadas. Tampoco hubiera sido posible en la
primera familia con ninguna de las enzimas de restriccién
empleadas, ya que tanto los cromosomas normales como los H-
Talasémicos poseen un mismo haplotipo V (+-———+¥).Sin
embargo, este diagnéstico es facil de obtener en la seginda
familia, ya que los genes f-Talasémicos corresponden a los
haplotipos IV y V, siendo en ambos progenitores el haploti-

po I el que corresponde al cromosoma normal.

En la tercera familia, el diagnéstico prenatal tambien
es posible, ya que el lugar polimérfico para la enzima Hind
III esti presente (++) en el gen A-Talasémico en los dos
hermanos homocigotos, mientras que ambos lugares estéan
ausentes (~-—) en el cromosoma normal (8*) de ambos padres.

114



2, COMENTARIOS A LA TECNICA DE AMPLIFICACION POR ARMS
(PCR_CON OLIGONUCLEOTIDOS MUTADOS)

A partir de 1987 la posibilidad de poder amplificar
fragmentos de ADN mediante 1la técnica de la reaccidn en
cadena de la polimerasa (PCR) ha revolucionado el mundo de
la biologia molecular y el estudio de la B-Talasemia, entre

otras enfermedades (Saiki y cols.,1987).

Una modificacién de la PCR denominada namplification
Refractory Mutation System" o PCR con oligonucledtidos
mutados, ha sido desarrollado por nosotros en este trabajo.

Esta técnica se basa en la amplificacidn enzimatica de
un fragmento de ADN acotado por dos oligonucledétidos
iniciadores o "primers", que hibridan cada uno de elles a
secuencias complementarias de la doble hélice de ADN; estos
oligonucleétidos se orientan de tal modo gque sus extremos

3° quedan enfrentados.

para diagnosticar una mutacién especifica, la técnica
requiere dos oligonucleétidos iniciadores de igual secuen-
cia excepto en el nucleétido 3’ terminal, uno de los cuales
es complementario de la secuencia de ADN normal y el otro
cambiado un nucleétido en el ADN mutante.

para que un iniciadeor sirva de modelo para la ADN
polimerasa, el nucledtido 3’ terminal ha de estar perfecta-

mente unido a la secuencia del ADN diana.
Bajo condiciones cuidadosamente contreocladas, un

nucledtido con su 3  terminal desemparejado puede no
funcionar correctamente y no producirse la amplificacién.

La amplificacién de la secuencia diana resulta de

sucesivos ciclos de desnaturalizacién, alineamiento Yy

polimerizacién enzimdtica por extensién de iniciadores.
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Los oligonucleétidos de ARMS fueron disefiados para
detectar un ADN normal y mutante. El nucleétido 3’ del
iniciador mutante es complementario de la secuencia mutan-
te, y el iniciador normal es complementarioc de la secuencia
de ADN normal, INICIADOR COMUN C, emparejado a cualgquiera
de los Iniciadores de ARMS normal o mutante, facilitando la
deteccidén de la mutacién o la ausencia de ella.

Las mnmuestras de ADN fueron estudiadas para estas
mutaciones usando diferentes reacciones, cada una conte-
niendo los dos INICIADORES CONTROL A y B (amplifican la
reglédn del ADN a corta distancia de la amplificada por los
oligonucledtidos de ARMS y deben producir un fragmento de
un tamafio distinguible del producido por los iniciadores de
ARMS) ,ambos A y B amplifican un fragmento de 861 pb del 3°
final del gen de B globina; y uno de los INICIADORES NORMAL
o MUTANTE de ARMS para cad& una de las mutaciones.

Despues de la amplificacién y la electroforésis,la
presencia de una banda amplificada ademds de la control a
861 pb, en una de las reacciones significa una mutacidn
particular de B-Talasemia. Si solo aparece la banda control
en las reacciones, se puede decir gque ninguna de las
mutaciones comunes estid presente, y la muestra de ADN se
debe ensayar con las mutaciones menos frecuentes.

A continuacién pasamos a exponer los problemas deriva-
dos del montaje de esta técnica, puesto que para la reali-
zacién de esta técnica las condicliones de trabajo han de
estar prefectamente controladas en lo que se refiere:

En primer lugar, al laboratorio, dentro del cual se debe
evitar la manipulacién de otras muestras de ADN pues con
facilidad se podrian originar resultados errdneos por

contaminacién con dicho material.
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Muy recientemente se ha puesto a punto un sistema
biclégico para suprimir las contaminaciones. Consiste en
utilizar, para la produccién de las copias a partir de la
molécula inicial, un elemento que normalmente no entra en
la composicién del ADN, el uracilo. El ADN amplificado
contiene por tanto, uracilo (en vez de timidinas), lo que,
en la mayor parte de los andlisis, no tiene importancia

alguna.

Este ingeniocso procedimiento permite, a continuacidn
y antes de una nueva amplificacién, liberar los fragmentos
de ADN producidos. Para ello basta tratar las muestras de
material genético con un enzima bacteriano que destruye las
moléculas de ADN que contienen uracilos. De este modo,
cualquier ADN contaminante procedente de una amplificacién
anterior gqueda destruido. Como el enzima es sensible al
calor, queda inactivado en la PCR siguiente, por lo gue no
ataca el ADN que se desea amplificar. '

En segindo lugar, se han de cuidar al médximo las
condiciones de trabajo puesto que al utilizar tan pequefias
cantidades de muestra (0,5 a 1 pl) y reactivos, cualquier
pequefio error en la manipulacién seria reflejado en los

resultados.

En este sentido, aunque la técnica ARMS tiene la
ventaja de ser simple, répida y no radiactiva, hay que
mantener un control exahustivo en todos y cada uno de los
pasos, que comprenden desde la extraccidn del ADN, evitando
la degradacién del mismo en el momento de su utilizacidn,
hasta la adicién de una concentracién exactamente controla-
da al eppendorf donde vamos a realizar la amplificacién.

Los problemas de ésta técnica no sélo son los inheren-

tes al ADN, tambien nos vamos a encontrar con los corres-
pondientes a los reactivos utilizados, asi, todos los
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iniciadores -"primers"- han de ser adicionados en idéntica
concentracién (picomoles), necesitando alguno de ellos una
previa dilucién y otros tal y como son servidos por las
casas comerciales; adicionando el iniciador exacto que
corresponda con la mutacién buscada, asl como la adicién de
un iniciador control evitando con ello la amplificacién de
otro fragmento distinto. Sin olvidar la introduccién de un
marcador de longitud, ya que cada mutacidn se corresponde
con una banda a una determinada longitud.

De igual modo, los desoxinucledtidos trifosfatados,
mezcla PCR y los iniciadores adicionados han de estar
conservados a =-20°C, y para su utilizacidn conviene gque
sean previamente separados en alicuotas evitando su altera-
cién con constantes ciclos de congelacién y descongelacién,
lo gue supone al mismo tiempo una nueva posibilidad de

contaminacién.

A estos problemas propios de lo que podemos denominar
wgustancia de trabajo", hay que afiadir los correspondientes
al utillaje empleado, lo que comprende la utilizacién de
pipetas exclusivamente para esta técnica, programacién
adecuada del ciclador y la exposicién final al transilumi-
nador, la cual ha de ser controlada con el fin de evitar la
desaparicién de bandas amplificadas a causa del elevado

tiempo de exposicidn.

No se deben pasar por alto, los enormes problemas que
pueden surgir en el resultado final del trabajo por causas
absolutamente incontroladas como puede ser un fallc en la
luz o un cambio en la tensién de la misma, dque originaria
una desprogramacién en el ciclador térmico con las consi-
guientes variaciones de las temperaturas seleccionadas,

Debido a todos y cada uno de los factores anteriormen-
te mencionados, con facilidad pueden cbservarse mutaciones
inespecificas apareciendo una o varias bandas gue no se

corresponden con ninguna mutacién buscada.
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Las mutaciones B-Talasémicas m&s frecuentes halladas
por nosotros en este trabajo comprenden el cambio G - A en

el nuclebdtido 1 del IVS-~l y la mutacién sin sentido del
codon 19,

Ambas mutaciones constituyen aproximadamente el 62 %
da las mutaciones B-Talasémicas encontradas y junto con la
mutacién por cambio T - C en el nucledtido 6 del IVS-1
(23,5 %) completan el 85,5 % del total de lesiones.

valores que difieren a los encontrados por Amselem y
colaboradores (Amselem y cols.,1988) referidos a las
mutaciones talasémicas halladas en otros sujetos homocigé-
ticos espafioles, donde un 64% del total corresponden a la
mutacién sin sentido del codon 39 seguida de un 16 % de la
mutacién en el nucledtido 6 del IVS-1 y Gnicamente un 3 %
del total de las mutaciones corresponde a la mutacién del

nucleétido 1 dal IVS=-1.

De las mutaclones encontradas, algunas corresponden a
p'-Talasemia como las que ocasiona la pérdida de dos
nucleétidos (AA) en al codon 8 y que altera el marco de la
lectura del c&digo genético; la mutacién sin gsentido del
cédigo genético del codon 39 (C - T) © el cdmbio de G -~ A
en el intrén 1 que modifica los lugares de empalme Yy
origina un ARN inestable. Estas talasemias en el estado
homocigético producen cuadros talagémicos severos, transfu-

816n dependientes.

por el contrario, las lesiones en el interior de los

intrones IVS-1 110 y IVS-2 745 producen un cuadro de B*-
Talasémia con cantidades variables en la produccidn de

cadena heta.
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Mencién aparte merece la mutacién del nucledtido 6 en
1a posicién 1 (IVS~1). Esta lesibn se describi®é ( orkin y
cols.,1982),en sujetos de la cuenca mediterranea y se vié
apociada al haplotipo VI de Orkin. Parece que el estado
homoclgético se asocia a un tipo mds benigno de B-Talasemia
que en ocaslones 8e ha interpretade como A-Talasemia
silente intermedia,

En dos de éstos nifios con B~Talasemia homocigota (F.J.
y §.3.), el estudio fué realizado a la edad de 12 y 13 afios
cuando llevaban ya dlagnosticados varios afios y en régimen
hipertransfusional. Pensando que podrian tener una mejor
calidad de vida, #in los riesgos que conlleva el régimen
transfusional y la aplicacién de quelatos de hierro (Desfe-
rroxiamina), se les suprimieron las transfusiones y se
mantuvieron en observacién médica, La hemoglobina y el
valor del hematocrito fusron paulatinamente descendiendo,
siendo nuevamente reevaluados a las 16 semanas y presenta-
ron unos valores de hemoglobina de 6,7 - 6,8 g/dl, siendo
de nuevo transfundidos, encontrandose en la actualidad con
régimen hipertransfusional.

De estos resultados observamos gue el curso clinico de
la enfermedad, es m&s grave en estos pacientes siendo
tranafusién dependliente a diferencia de otros casos descri-
tos en la literatura que presentan un curso mas benigno.

otros dos paclentes, uno con p-Talagemia mayor y otro
con R-Talasemia intermedia, no pudieron ser catalogados
tras ser estudiados con 24 nucleétidos mutados diferentes.
Recientemente en uno de los casos &€ ha realizado la
gsecuenciacién de la cadena beta, demostréandose que tanto el
paciente con p-Talasemia intermedia comc su madre con B-
Talasemia minor, se produce una mutacién en el codon 11 por
delecién de un nucleétido (-T), originando una alteracidn
en el marco de la lectura del cédigo genético.
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Esta lesién habifa sido previamente descrita en un
paciente mestizo mejicano, comentando en el trabajo origi-
nal su etlologia en la etnia indigena, no obstante, noso-
tros creemos que al sar tanto la madre como el hijo descen-
dientes de espafiolas oriundos de Céceres, es posible que la
leslén se origine en Espafla y ha sldo llevada a América en
tiempos del descubrimiento.

En nuestros resultados, la aparicidn o no de bandas
nos informard si el paciente presenta una determinada
mutacién A~Talasémica, asi como de su caracter homocigético
o heterocigdtico del mismo, segln el siguiente esquema:

HIBRIDACION
ARMS normal ARMS mutante MUTACION
+ - Normal .Heterocigoto para
otra mutacién
+ + Heterocigoto para la

mutacion estudiada

- + Homocigoto para la muta
cion estudiada

- Homocigoto para otra
mutacion. Doblemente
heterocigbético para
otras dos mutaciones
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Las variaciones en el ADN son miltiples y ocurren
de diferentes formas, incluyendo sustitucién de nucledtidos
(Kan y Dozy,1978),insercién o delecfién de un grupo repeti-
do de secuencias cortas (Nakamura y cols.,1987),variacién
en el numero de GT repetidos en un "locus" (Weber y May,-
1989) y variacién de la longitud en el 3° terminal de
secuenclias Alu (Economou y cols.,1989).

Muchae de estas variaclones suceden en las secuencilas
entre genes e intrones y solo una pequefia fraccién de las
variaciones induce una mutacién productora de enfermedad.

En contraste con los genes de a~globina, un simple gen
de A globina esti presente por genoma haploide en humanos.

La BA-Talasemla ha sido considerada como una variacién
fanot{plca dependiente de muchos factores, incluida 1la
naturaleza de la mutacién involucradajexistiendo dos
estados de B-Talasemia, rasgo y enfermedad, en comparacién
con los cuatro estados de a-Talasemia (portador silencioso
con 3 genes funclonales; rasgo a~Talasémico con 2 genes
funcionales; Enfermedad de Hb H, 1 gen funcicnal y la
Hidropesia de Barts, sin genes « funcionales) .

La A-Talasemla est& generalmente causada por mnutacio-
nes puntuales, éastas fueron ampliamente estudiadas desde
1980 a 1986, hormalmente por anilisis de haplotipo del
grupo de genes de B globina, seguido de la clonacién y

gsecuenclacién del gen mutado.Alrrededor de 40 mutaciones
~Talasemia se descubrieron hasta

puntuales productoras de B
en este afio fué

mediados de 1987 (Treisman y cols.,1983);
posible amplificar regiones del gen de B globina, inicial-
mente con ADN de leucocites (saiki Yy cols.,1985; Mullis y
Faloona,b1987) Y secuenciacién directa de los productos

amplificados (Engelke Yy cols.,1988;Wong Yy cols.,1987).
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Utilizando esta aproximacidn en individuos selecciona-
dos, conociendo el fallo de alelos comunes del grupo etnico
repraesentado por el paciente sujeto a estudio, alrrededor
de 50 alelos m&s han sido caracterizados en menos de dos
aftos (Kazazlan y cols.,1990).

En marzo de 1920 el numerc total de mutaciones gue
producen pB-Talasemia conocidas, son 91, las cuales son
recogidas en la tabla VIII y figura 34 segGn Kazazian.

Loas genes de RB-Talasemia alcanzan una frecuencia
significativa en muchas partes del mundo incluyendo la
cuenca Mediterranea, SE Asla, India ,Africa e Indonesia.

Las regiones con menor frecuencia incluyen Norte de
Europa, Korea, Norte de China y Japén.

El espectro de alelos de B~Talasemia han sido determi-
nados en una amplia variedad de grupos de poblacidn, inclu-~
yendo la raza negra Americana (Antonarakis y cols.,1984;An~
gastiniotis y cols.,1981); Indlos asidticos (Kazazian y
cols.,1984;Thein y cols.,1988); ltalianos y Griegos (Kaza-
zlan y cols.,1984); Espafiocles (Amselem y cols.,1988);Turkos
(Diaz~Chico y cols.,1988); judios Kurdos (Rund y cols., -
1989); Chinoe (Zhang y cols.,1988); Japoneses (Hattori y
colse.,1991) y Thailandeses (Fucharoen y cols.,1989) entre

otros.

En la mayor parte de las poblaciones afectadas, tales
como los pueblos mediterraneos, Chinos, SE Asidtico,Indios
Asidticos y raza negra originaria de Africa, un conjunto de
alelos especificos de grupos étnicos explican aproximada-
mente del 90 al 93% de los genes de B-Talasemia. Por
ejemplo, entre los chinos de la provincia de Kuontung,
cuatro alelos explican el 90% de los genes de B-~Talasemia
(Kazazian y cols.,1986). Por otra parte, un gran numero de
alelos raros se han observado en cada grupo etnico.
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Table VLI Mutssiones puntuales de la BTalasesnin

Type
Mutant Clasy Qud’ - wd , Orga Lataran g
sontyngugnal mANA
3 Nonsanyd mMotants
Y1ododoen ,” AT 0 Chinags a1
1 coden 191C.TH o Mediteranean. European 128. 15
3 :odon +8.10-4) o Asisn Ingian 76
) cogon 121 (1A Q Palish, Swiss 77 48
81 zqoon 3710-A) 0 Sauck Arabian Ve
B} zodon 43 10T} Q Chinase 7
7y codon 81 1A-T) 0 Black 54
81 codon 36 1C-A} 0 Thai 49
b Framestult mulanty:
9 -1 gadon 1i-Q) 0 Madnarranaan .
101 =2 codon 8 1~CT) 0 Maditerranean 83
1Y 1 codon 81 ~A) ¢ Maditsrranean 78, 20b
12) -2 codaon B~ AA} 0 Turkish 100
130 -1 codons 8/9 { « G} 0 Asian Indian 78
14) =1 godon 1} (=T} 0 Mexican t
18] w1 codon V4/181({.-G) 9 Chinase 20
18] -V codon t8(-~C) [} Asian Indian 78
11«1 codon 27-281+C) 0 Chinese t
18} =1 codon 38 10 0 indonesian 140
19} ~ | codon 38-37(-T) 0 franian 115
200 - ¥ codon 37 1{ -0} 0 Kurdish 156
211 =7 coden 17-19 0 Turkish 121
22} -4 codony 41/42{ =CTTT} 0 Asian Indian, Chiness 76, 80
23) - | codon A4 ~Cl 0 Kurdish a8l
24} « | codon 47 (-« Al 0 Surnamase Black §
161 = | codon 84 1 =) 0 Swiss 28
28] ~1cogon 7V {+T) 0 Chinasa 1Ca
27 «1codone TH22 e A) 0 Chineas 27
28) =1 codon 78 ({-C) 0 Itatian 38
20) ~ 1 codon 82/83 (-G 0 Azarbaiant |
I~ 2 godon 94 {«TG) 0 tratian 114
31 w1 gogons 108/107 Q) 0 Amarican Black 138
121 =1 codon 108 {0} - Lithuanian t
220 w2 | godon 114 (=CT, «G) + Franch 12
14) -1 codon 1261-T) - Italian 1
18) -4 godone 1284128,
- 11 godons 132:138,
« 8 gogon 128 - Jrish 126a
g Imnator codon mutenty
181 ATQ-AQQ 0 Chinase e
37} ATO-ACO 0 Yugoslavian 69a
1 ANA Procassing mutsnts
3. Spnce unction changes;
1) VS 1 pomtion t (Q-A} 0 Medaitarranenn 102
2) WS-t posnon 1 (G-T) 0 Awman indian, Chinase 76
3) 182 pouition 1 1G-Al 0 Mad, Tunisian, Am Btack 129.28. 137
4) 1¥8«1 pamtion 2 {T-Q) Y Tunisian 28
8} v§-1 pomuon 2 {T-C} 0 Black ) 33
8) VS-1 3'-and -17 bp 0 Kuwalt
7} 1V8-1 3'-end -28 bp 0 Asisn ndian 106
8} 1V8-1 3-end (Q-C} 0 Italian al’s
2 1v8+2 J'-end (A-Q) 0 Amarfcan Black |~07
10} Iv8-2 3'-end IA-C) 0 Amo.ncm Black o
11) 1V5-1 §'-end - 44 bp 0 Maditerranean 2
121 1V8~1 3'-and (C-A] 0 Egypuan 2
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Tabla VI, Mulaciones puniules de 8-Talasemis (cont.)

Mulant Slise T} JIW. .
- = md) Orgin Raferance
b Consanmus Ghiangey
12 8«1 pombion § 1G-C) . Aswan Indian. Chiness, Malanasian 27.63. 76
14} VE-1 pomtion B 1G-T) - Muditacranean, Black 9, 54
18) WS pomnibion § (Q-A) * Algerian 84
18 w8 Poﬂlioﬁ 8 (7-C} - Maditerransan 102
171 1y8- 1 pomtion - 1 (G-C)
teodon J0) ? Tumisian, Black 28. 54
18} V8- pombon = 1 (G-A)
{coton 30} } Bulganan 702
19) 1V8-1 pomtion ~ 3 (C-T)
{codon 28] ? Lebanese 24
201 182 ¥-and CAG-AAQ - teanisn, Egyptian, Black 54,139
211 1v8-1 3 and TAG-OAG * Saudi Arabisn 138
22 ¥3-1 3 end - B (T-Q) * Algerian 1
¢. Inteensl IVE changes
23 VS-1 pomtion 110 (Q-A} + Maditerranesn 124, 136
24) VS-1 gosiuon 118 [T-Q) 0 Mediterransan 89
28) V81 postioh 708 (T-Q) + Maditerranean 39
161 V82 position 748 (C-Q} * Mediterranasn , 102
271 1vS-2 pomtion 864 (C-T) 0 Chinase 27
d. Coding regrons wubetitutions
sHecting processing:
18) codon 28 (G-A) E $.E. Asian. European 101, 103
191 codon 214 (T-A) * Amutican Black 98
301 codon 27 1G-T) Knossus Magiterr anaan 52
313 godon 19 1AQ] Malay Mataysan 140
i, Transcriptional muytants
N - 101G-T - Turkish 57
) -92C.T - Mediterransen t
3 -86C-T + Am, Black, As. Indian 97
4 -88C-A .- Kurdieh 115
8] -@7C-qa - Maditerranesn 102
41 ~86C-Q e Lebaness t
7 -1 AQ + Japanege 126
8 ~JOT-A + Turkish 4B
N ~J0T-C + Chiness 18
'O - 20 A0 ‘- Amartcan Black, Chinese 6. 89
1N =28 AC +* Kurdish 112
12) 28 A0 " Chinase 104
IV RNA cleavage + polyadenylation mutants
1] AATAAA ~ AACAAA . American Black 9%
2) AATAAA ~ AATAAG - Kurdieh e
21 AATAA - A [~AATAA) * Arsd t
41 AATAAA — AATGAA + Maditarrmean 49a
5] AATAAA ~ AATAGA * Malaysian 592
V. Cap sits mutanty ) _ 137
N o+ ) AC - Anian Indian
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Tabla VI, Mulaciones pusiuales de 8-Talasemia (conl.)

Tvnn
WMuranit Clang O wJ¥ s md) Ougin Refarancy
1 nefabie groding
vy oy
cagen 112 Gy Arg) " Europoan 1
2‘ “VOWII T L
leodan 110 Leus-Prol - ‘
Japansse 2
LTI haaing ’
iodon Y17, Gin-Prol - Britsh 733
4) codons 127-128
{ - AQQ. Gin. Ala-Prol - Japanasse 82
81 podon 00 {ValGiu - Italian (AR

2}

i Bt a0

| { }
oy, I
¢ it

¢ Transcripcién $ Frameshift

? Empalme ARN 7 Ccodon sin sentido
7 Lugar de cabeza * Globina inestable
J Aclaramiento ARN 1 pequefia Delecién

? codon inicliador

Figure M. Mutacicnes puntuales productoras de §-Talasemia
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En el amplio grupo de pueblos mediterraneos, es impor-
tante reseflar que alguno de los 31 alelos observados en
diversas regiones de esta cuenca Mediterrédnea, la frecuen-
cla de los alelos varia mucho de un pueblo a otro y debido
a que muchos de 8stos son propios de cada regidn, un gran
numero de individuos con A-Talasemia mayor, portan dos
alelos diferentes y son llamados dobles heterocigéticoes
para la lesién molecular. Verdaderos homocigotos que portan
dos copias del mismo alelo son una minoria.

Es digno de tener en cuenta que la alta frecuencia de
alelos de B-Talasemia claramente confirma la divergencia de
las razas humanas; cada grupo étnico y/o racial tiene su
especifica bateria de alelos. Cuando la misma mutacién
aparece en dos grupos étnicos o raciales en diferentes
cromosomas chagueados probablemente la expllcacién se debe
en este caso a dos origenes independientes.
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MUTACIONES DE LA B-TALASEMIA EN ESPARA

Espafia es un A4rea geogréfica cuyas caracteristicas
raciales han sldo fruto de 1la emigracién de numerocsos
pueblos que a lo largo de los slglos han colonizado 1la
peninsula ibérica. Unos provenfan de Europa y otros de
Oriente a través del mediterraneo o de la costa norteafri-
cana.

Todos estos cambios etnicos han propiciado el desarro-
llo de una gran heterogeneidad de patologias y de lesiones
molecularaes de la hemoglobina, con la aparicién de casos de
talasemias en poblaciones sgupuestamente carentes de ellas
antes de la emigracién territorial (Martin G.,1989).

La incldencia de la B~Talasemia heterocigota es alta
en Espafia y pudiendo incluso alcanzar cifras del 7% en
algunas regionas (Baiget M.,1986;Mufioz y cols.,1983;0liva
E.,1991). El estudio mds completo sobre B-Talasemia reali-
zadeo en Espafta fué llevado a cabo por Calero y ceclaborado-
res (Calero y cols.,1990) sobre 825 casos de B~Talasemia en
Madrid, procedentes de todas las regiones de Espafia;
encontrandose una significativa correlacién entre el origen
de los paclentes y la incidencia de la malaria en el pasado
(la malaria fué oficialmente erradicada de Espafia en 1964).

La mayoria de los pacientes con f-Talasemia heteroci-

gota procedian de zonas de pasado endémico o intensa

malaria (Badajoz,CéAceres,Toledo,Ciudad Real etc.).
En la figura 35 se recoge el mapa de Espafia mostrando

la distribucién geografica de la malaria en 1933,
El intento de relacionar la incidencia de la talasemia

con la existencia de la malaria ha proporcionado resultados
conflictivos.Por una parte, en areas tales como Sardinia y
Milanesia esta relacién ha sido mostrada (Flint y cols.,-

1986; Siniscalco y cols.,1966).
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Se cree que la B-Talasemia tiene una distribucién
geogréfica particular porque individuos portadores del
rasgo talasémico tienen menos mortalidad cuando infectados
por el pardsito de la malaria que los individuos normales
que carecen de dicho rasgo talasémico. A causa de 1la
distribucién de alelos de R-Talasemia y su incidencia, es
razonable creer que alguna mutacidn que origina deficiencia
de f globina en individuos gque residen en una regién
infectada de malaria est& sugeto a una seleccién positiva.

Regiones con malaria endémica
[T ] Reglones con malaria severa
Regiones con malaria menor
] Regiones libres de malaria

|

Figura 15
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No obstante, en otras 4reas tales como Grecia Y
Chipre, la talasemia se produce igualmente en &reas con o
sin malaria (Plato y cols.,1964; Stamatoyannopoulos vy
cols.,1964), cuya prevalencia fué superior al % encontrado
an Espafa,

Dentro de un mismo marco etnico, el tipo de mutacién
se replte homogeneamente en el 90-94% de los casos, es
declr, cada grupo de poblaciénposee unas mutaclones que le
son proplas, con un predominio de 4 o 5 de estos alelos
mutados.

En la cuenca Mediterr&nea se han descrito algo més de
30 mutaciones, lo cual supone el que con relativa frecuen-
cia en la pA-Talasemia homocigota se produzcan cuadros
heterogéneos por la asoclacién de dos de estas mutaciones.

completando los datos actualmente disponibles sobre la
heterogeneidad molecular de la B-Talasemia en la cuenca
Mediterranea, en la tabla IX tomado de Kattamis y colabora-
dores (Kattamis y cols.,1990), se presenta una recopilacién
de las mutaciones de B-Talasemia y sus porcentajes halladas

en diferentes palses,

N cromosomas  [V5!1-]110 CD-39 st 1 fvsi-a [VS2-745
Qrecin 348 42,8 16,8 13.2 7.2 8.9
Orecta/Italin ' 188 33,8 27,8 9,8 10,8 57
(talia L1a 31 27,8 8 16,8 8.2
Sardinia 194 0.4 96,4 0 0 0.4
Stcilla 27 24,8 36,1 31 28,9 3.1
Turguia 192 30.4 3.9 5,7 11,6 4,2
Chipre 198 69,9 1,6 1.7 8,7 5.2
Libano BO 62,0 4.0 0] 8,0 4,0
Yugocalavin 130 33,0 5.3 13,0 24,0 2,7
Manez 88 7.5 19,0 1,6 10,8 7,5
Francia 108 25,7 41,9 10,5 8,6 2.8
Tabla [X
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En funcién de los datos obtenidos, podemos comentar
que los estudios moleculares realizados en diversos puntos
de Espafia, demuestran que aproximadamente el 93% de las
mutaciones corresponden a & tipos diferentes de mutaciones:

Mutacién sin sentido codon 39 ¢ - T (45,4%);
cambio de T - C en el nucleétido & del IVS-1 (16%); cambio
de G ~A en el nucledtido 1 del IVS-1 (14,3%); cambio en el
nucledtido 110 del 1IVsS-1 (9,3%) y cambio ¢ - G en 1la
posiciébn 745 del IVS-2 (7,5%) . Estos datos quedan refleja-
dos en la sigulente tabla X.

Barcelona Andalucia Madrid Total %

N® CROMOSOMAS
ESTUDIADOS 57 25 37 119 100

TIPO DE LESION:

Sin mentlido C 39 37 7 10 54 45,4
IV8-~1 nt 6 9 2 8 19 16
IV8~1 nt 1 2 4 11 17 14,13
IVS-1 nt 110 5 3 3 11 9,3
IV8-2 nt 745 - 9 - 9 7.5
Int codon 6 3 - - 3 2,5
2nt codon 8 1 - 2 3 2,5
Mutacién

desconocida - - 3 3 2,5

Tabla X
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Debido a la falta de una terapéutica eficaz ante estas
enfermedades hereditarias,como son las A-Talasemlas,
durante los Qltimos afloe se viene realizd&ndo un esfuerzo
gigantesco para establecer el dlagnéstico precoz prenatal
de los fetos afectados (Orkin, 1982).

£l material fetal puede obtenerse mediante amniocente-
sis, por puncién de sangre fetal o merced a la biopsia de
las vellosidades coriénicas (Alter, 1988).

En la actualidad el método m&s ampliamente utilizado
es la biopsia de las vellosidades coriénicas, ya que reune
dog ventajas fundamentales: Puede realizarse durante el
primer trimestre de gestacibn, con lo gque reduce el angus=-
tiogo tiempo de espera y por otra parte, evita la contami-
nacién materna al realizarse la seleccidn del material
fetal tras el andlisis microscépico de la biopsia de las
vellosidades coriénicas (0ld, 1986). El riesgo para el feto
es sin embargo més alevado (2-4%) con ia biopsia coriénica
gue con amnlocentesis (0,3%) (Cao y cols.;1986).

La aplicaclén de las técnicas de biologla molecular y
del ARN recombinante han desplazado actualmente a otros
métodos diagnésticos permitiendo diagnésticar la enfermedad

a nivel molecular.

para establecer un correcto diagnéstico siempre sera

necesario estudiar previamente a los padres y hermanos del

feto propésitus. El anflisis del ADN permitirad elegir el

tipo de técnicas moleculares diagnésticas.

132



Existen dos diferentes métodos de estudio: La detec-
cién directa y el andlisis indirecto basado en el estudio

de los fragmentos de restriccién polimérfica o diagnéstico
por ligamento ("linkage"),

Cuando la mutacidén no puede detectarse directamente
con un& enzima de raestriccién o con una sonda de oligonu~
cledtidos sintéticos, el dlagnéstico prenatal de las
enfermedades hereditarlas monogénicas ha de realizarse
mediante el estudio de los fragmentos de restriccién
polimérfica (FRLP).

Un panel de enzimas y sondas especificas de ADN se
requieran para determinar que combinacién (haplotipo) va
llgada al rasgo patolégico de una determinada familia.

Un requisito previo, indispensable para astablecer el
diagnéstico, es el que los padres presenten un haplotipo
diferente, as{ como el estudio previo al menos de otro
hermano normal u homocigético para la enfermedad.

A pesar de su complejidad, en relacién con los métodes
directos, siguen conservando un notable valor en el diag-
néstico prenatal, ya que éate puede realizarse a pesar de
no conccerse el defecto molecular exacto que lo produce.
Fué hasta el afio 1986, el método de diagnéstico prenatal de

la A~Talasemia.

En la actualidad, utiliz&ndo ADN amplificado por PCR
bien directamente mediante técnica de ARMS o bien seguido
de hibridacién y/o digestién con endonucleasas de restric-
cién del producto amplificado, el diagnéstico prenatal es
casi siempre viable de tres a giete dias del muestreo
fetal, hablendo disminuido considerablemente

diagnéstico (Alter ;1988).

al error
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Esta técnica de ARMS permite el andlisis directo de
algdn lugar -"locus"~ de Iinterés, siende aplicable a
cualguler enfermedad heredada de la que se conozca la
leslién previa mediante secuenciacidén incluso puede ser
aplicada al diagnéstico prenatal, estudiando el material
fatal. '
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VI-CONCLUSIONES



1-

El método seleccionado para la amplificacién del ADN,
reacclén en cadena de la polimerasa con oligonucledtidos
mutados, tiene las ventaijas de ser rapido, simple,
perfectamente reproducible y no radiactivo.

En once pacientes con A-Talasemia heterocigbtica, se
encontréd la mutacién conocida por el cambio de guanina
por adenina (G % A) en el nucledtido 1 del intrén 1
(IV8~1, nt 1), lo que supone un 29,7% del total de las
mutaciones estudiadas.

En diez enfermos se encontrd la mutacién sgin sentido del
codon 39 debida a)l cambio de citosina por timina (C =
T), lo cual supone un 27% del total de las mutaciones.

En ocho enfermos se halldé el cambio de timina por
citosina (T » C) en el nucleétido 6 del intrén 1 (IVS-1,
nt 6). La frecuencia fuéd del 21,6%

Tres enfermos praesentaban la mutacién del nucledtido 110
del intrén 1 (IVS~1l, nt 110) producido por el cambio del
nucledtido guanina por adenina (G =2 A). Supone el 1,8%
de las mutaciones encontradas.

En tres enfermos no pude ponerse de manifiesto la lesidn
molecular pese a gue el estudio fué realizado con 24
nucleétidos diferentes normales y mutados. En uno de
ellos la secuenciacién posterior del ADN B amplificado
pusc de manifiesto la delecién de un nucleétido (-T) en
el codon 11. Se trata de la 28 delecién de este tipo

descrita en la literatura mundial,
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7 -

FEl 85% de los enfermos, tal y como sucede en otros
palises de la cuenca mediterrénea, corresponden a las
mutacliones IVS~1, nt 1; IVS-1, nt 6 y mutacién sin
sentido del codon 39.

No se ha confirmado, en dos pacientes homocigdticos con
la mutacién IVS-1, nt 6, el cardcter benigno, no trans-
fusién dependiente de la enfermedad.

Finalmente, el estudio del haplotipo en 7 pacientes

homocigéticos con B-Talasemia (2 hermanos) mostrd que 4
cromosomas corresponden al haplotipo I, 3 al V, 2 al VI
y 1 al IV. Se confirmd la asociacién entre el haplotipo

VI de Orkin y la mutacién IVS-1l, nt 6.
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