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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Las patologias asociadas a la molécula de hemoglobina se encuentran,
posiblemente entre las alteraciones monogénicas (mendelianas) mas
relevantes para la especie humana. Se calcula que cada afno nacen en todo el
mundo mas de 300.000 nifios con formas graves de estas enfermedades, la
mayoria de ellos en paises de nivel de vida baja y media. Aproximadamente
un 5% de la poblacién mundial es portadora de alguna mutacién asociada con
hemoglobinopatia. El porcentaje de portadores puede alcanzar el 25% en

algunas regiones (WHO Working Group, 1982).

Las hemoglobinopatias estructurales y las talasemias constituyen las
alteraciones genéticas mas frecuentes, lo que comporta uno de los problemas
mas graves de salud publica a nivel mundial. Los movimientos migratorios que
suceden en nuestro entorno favorecen la expansién de la prevalencia de estas
patologias, tanto en sus formas heterocigotas, como en las homocigotas y
dobles heterocigotas. En cada una de nuestras Areas Sanitarias tienen un
impacto diferente segun las influencias migratorias a las que estén sometidas

éstas.
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INTRODUCCION

1.1 ESTRUCTURA, REGULACION GENETICA Y SINTESIS DE

HEMOGLOBINA.

1.1.1. Estructura de la hemoglobina.

La hemoglobina es un tetramero compuesto por dos pares de cadenas
polipeptidicas diferentes unidas cada una de ellas a un grupo hemo. En los
eritrocitos de un adulto normal el 97% de la hemoglobina total esta formada
por hemoglobina A (azB2), la hemoglobina A, (a20,) practicamente constituye
el 3% restante. La hemoglobina fetal, Hb F (azy2) representa menos del 1% de
la hemoglobina total en los eritrocitos normales del adulto. La Hb F es
precedida por las hemoglobinas embrionarias Gower 1 ({>€2) y 2 (a2€2) y Hb
Portland (Coy2). Hay otros componentes que son el resultado de
modificaciones postsintéticas, la mas comun de todas es la Hb Ay, formada
por la reaccién de la glucosa con la hemoglobina A, y Hb F; forma acetilada de

la hemoglobina fetal.

La estructura tridimensional de la hemoglobina A fue determinada por
Max Perutz y sus colaboradores con una precisién mayor de 2,7 A mediante la
cristalografia de rayos X (Baldwin, 1980; Fermi et al., 1984). Las dimensiones
totales son de unos 64 x 55 x 50A. Aproximadamente el 70% de los residuos
participan en la estructura secundaria a-helicoidal que genera siete segmentos

helicoidales en la cadena a y ocho en la cadena B. Estas ocho regiones
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INTRODUCCION

helicoidales se designan comunmente con las letras de la A a la H,
empezando con la hélice A en el extremo NH,-terminal. Las regiones
interhelicoidales se designan AB, BC, CD, ..., GH, respectivamente. La region
no helicoidal que se encuentra en el extremo NHa-terminal y la hélice A se
designa region NA, y la region situada entre le extremo COOH-terminal y la
hélice H se designa regién HC. Esta nomenclatura permite identificar a cada

residuo con una posicién especifica en la cadena.

La unién del oxigeno a la hemoglobina esta mediada por un grupo
prostético, hemo, que es la protoporfirina IX con un atomo de hierro en su
centro. El atomo de hierro se encuentra en estado de oxidacién ferroso (carga
+2) en la hemoglobina. El atomo ferroso del hemo puede formar cinco o seis
enlaces de coordinacién en funcién de si el O, estd 0 no unido a la proteina.
Cuatro enlaces se establecen con los atomos de nitrogeno pirrélicos de la
porfirina. Dado que todos los anillos pirrélicos de la porfirina se encuentran en
un mismo plano, los cuatro enlaces que van desde la porfirina al atomo de
hierro situado en su centro tendran una tendencia a coincidir con el plano del
anillo porfirinico. El quinto y el potencialmente sexto enlaces de fijacion del
atomo ferroso del hemo se encuentran situados a lo largo de un eje
perpendicular al plano del anillo de la porfirina. El quinto enlace de
coordinacion del atomo ferroso de los hemos se hace con un nitrégeno del

imidazol de una histidina. Esta histidina se designa como histidina proximal en
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la estructura de la hemoglobina. Cuando esta unido a la hemoglobina, el O,
forma un sexto enlace de coordinacion con el atomo ferroso. En esta posicion
ligada, el oxigeno esta colocado entre el atomo ferroso al cual esta unido y un
segundo imidazol de una histidina, designada como histidina distal. En la
desoxihemoglobina, la sexta posicidon de coordinacion del atomo ferroso se
halla desocupada. El hemo se sitia dentro de una bolsa hidrofébica que se
forma en cada una de las subunidades de globina en donde se establecen
unas 80 interacciones entre 18 residuos y el hemo. La mayoria de estas
interacciones no covalentes son entre cadenas laterales apolares de

aminoacidos y las regiones no polares de la porfirina.

1.1.2. Genes de la hemoglobina.

Existen seis tipos diferentes de cadenas de globina (a, B, vy, 6, € y {) que se
encuentran en diferentes etapas del desarrollo humano, por ello requiere un

minimo de seis genes estructurales diferentes (Nienhuis et al., 1987) (Fig. 1).
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Figura 1. El agrupamiento (cluster) de genes de la hemoglobina humana.

El agrupamiento (cluster) de genes de a-globina humana (HBAC)
comprende cuatro copias de genes funcionales: HBZ, HBA2, HBA1 y HBQ1
que codifican las cadenas de globina ¢, a2, a1 y 6 respectivamente. EIl HBAC
esta localizado en el brazo corto del cromosoma 16 (16p13.3) y esta regulado
por la regién de control del locus de la a-globina (intensificador HS-40) (Higgs
et al., 1990; Liebhaber et al., 1990). El agrupamiento (cluster) de genes de B-
globina human (HBBC) consiste en cinco copias de genes funcionales: HBET,
HBG2, HBG1, HBD y HBB que codifican las cadenas de globina €, Gy, Ay, 0 y
B respectivamente. El HBBC esta localizado en el brazo corto del cromosoma
11 (11p15.4) y esta regulado por la region de control del locus de la B-globina
(LCR) (Grosveld et al., 1987). Estos genes codifican las cadenas de globina

tipo a (¢, a2, a1 y B) que tienen 141 aminoacidos y las cadenas de globina tipo
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B (¢, Gy, Ay, & y B) que tienen 146 aminoacidos. Los dos clusters estan
fisicamente separados debido a la duplicacion inicial del gen de globina
ancestral, hace 450 millones de afnos aproximadamente (Goodman et al.,
1987). Dos copias de genes de cada cluster (HBA2/HBA1 y HBG2/HBG1)
codifican proteinas idénticas como resultado de procesos de duplicacién y

conversion (Papadakis y Patrinos, 1999).

La expresién del gen de la globina en el HBBC sufre dos cambios
durante la ontogenia: el cambio de globina embrionaria a fetal, coincidiendo
con la transicién de la hematopoyesis primitiva a la definitiva, y el cambio de
globina fetal a adulta durante el periodo perinatal. Ambos cambios estan
controlados exclusivamente a nivel transcripcional (Stamatoyannopoulos vy

Grosveld, 2001) (Fig.2).

50—
B
Expresién
de globina 30—
(%)
10 -
1 1 1 1
6 18 30 6 18 30 42
Antes nacimiento Después nacimiento
(semanas) (semanas)

Fig. 2. Expresién de globina en las diferentes etapas del desarrollo humano.
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Experimentos recientes sugieren que el LCR de la B-globina y los genes
de la globina expresados en cada etapa del desarrollo participan en multiples
interacciones para formar un compartimento denominado active chromatine
hub (ACH) (Palstra et al., 2003; Patrinos et al., 2004a). Interacciones similares

pueden ocurrir en el HBAC.

1.1.3. Sintesis de hemoglobina.

La sintesis del grupo hemo puede producirse en la mayoria de las células,
excepto en los eritrocitos maduros, aunque la mayoria proviene de las células
precursoras eritroides. Su produccion esta equilibrada con la de cadenas de
globina. El paso inicial y a su vez limitante en la produccién del grupo hemo lo
constituye la condensacién de succinil coenzima A (CoA) y glicina para formar
acido d&-aminolevulinico (reaccion que se produce en las mitocondrias),
necesitando que la glicina sea activada por el fosfato de piridoxal (vitamina

Be).

La sintesis de globina acontece en el citosol de eritroblastos vy

reticulocitos (las cadenas de polipéptidos se sintetizan en los ribosomas).

En cada etapa del desarrollo humano, la expresién de los genes de la
globina se produce en un érgano diferente. Ademds, en cada 6rgano se

activan genes diferentes (Tabla 1).
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Tabla 1. Organos donde se expresan los genes de globina.

Etapa de desarrollo
y 6rgano donde se
sintetizan las
globinas

Genes que se

expresan de la

globina tipo a
(cromosoma 16)

Genes que se
expresan de la

globina tipo B
(cromosoma 11)

Hemoglobinas
sintetizadas

Embrién
(saco vitelino)

Mayoritaria: globina ¢

Mayoritaria: globina €
Minoritaria: globina y

Mayoritaria: {>€o
Minoritaria: (oy»

Feto
(higado y bazo)

Adulto
(medula ésea)

Mayoritaria: globina a

Mayoritaria: globina y
Minoritaria: globina 8

Mayoritaria: agyz
Minoritaria: a,f3,

Mayoritaria: globina 8
Minoritaria: globina &

Mayoritaria: aoB»
Minoritaria: 0,0,

1.2. CLASIFICACION DE LAS ALTERACIONES GENETICAS DE

LA HEMOGLOBINA.

Las hemoglobinopatias comprenden un grupo heterogéneo de anemias

congénitas, entre las que destacan: las variantes de hemoglobina
(alteraciones de tipo cualitativo en la expresidon de estos genes), las
talasemias (disminucion o ausencia de la expresion de las cadenas de
globina) y la persistencia hereditaria de hemoglobina fetal (defecto en el
cambio de hemoglobina fetal a adulta). Aunque esta ultima no tiene clinica de
relevancia, sirven como modelos para conocer la regulacién de los genes
durante el desarrollo (Tabla 2). Existen solapamientos entre las variantes de

hemoglobina y las talasemias dando lugar a una amplia variedad clinica.

10 Tomas de Haro Mufoz
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Tabla 2. Alteraciones genéticas de la hemoglobina.

Variantes de hemoglobina
Cadena a
Cadena B
Cadenay
Cadena
Fusién de cadenas
oB
Bd
B
Talasemias
a talasemia
B talasemia
Op talasemia
yop talasemia
y talasemia
0 talasemia
Persistencia hereditaria de hemoglobina fetal
Delecion
Sin delecién
Ligada al cluster del gen de 3-globina
No ligada al cluster del gen de B-globina

Cerca del 7% de la poblacion mundial es portadora de una mutacién en
el gen de la globina y en la mayoria de los casos se hereda con un patrén
autosomico recesivo (Weatherall & Clegg, 2001). Hasta la fecha, alrededor de
1200 mutaciones se han caracterizado a nivel molecular (Hardison et al.,
2002). Cada pais tiene un espectro especifico de variantes de hemoglobina y

mutaciones talasémicas (Patrinos et al., 2004b).

Tomas de Haro Mufoz 11
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1.2.1. Variantes de hemoglobina.

La electroforesis de hemoglobina de pacientes con unas caracteristicas
hematologicas especificas ha permitido descubrir mas de 400 variantes de
hemoglobina. Se producen por mutaciones puntuales, deleciones o
inserciones en los genes que codifican las cadenas de globina. La Hb S es la

mas frecuente seguidadelaHb C, Dy E.

Las hemoglobinopatias estructurales se clasifican en cuatro grandes
grupos:
1. Hemoglobinas con disminucién de la solubilidad (Hb S y Hb C).
2. Hemoglobinas con disminucién de la estabilidad molecular
(hemoglobinas inestables).
3. Hemoglobinas con alteracion de la afinidad por el oxigeno.

4. Metahemoglobinas (Hb M).

Las mutaciones que producen una disminucién de la solubilidad de la
hemoglobina suelen situarse préximas a la superficie de la molécula por lo
que, en la mayoria de los casos, se acompanan también de un cambio de
carga eléctrica y alteracion de la movilidad electroforética. Ejemplos de este
tipo de hemoglobinopatias son la Hb S con polimerizacion de la
desoxihemoglobina y que es la causante de la anemia falciforme y la Hb C

caracterizada por una cristalizacién peculiar de la hemoglobina en el interior

12 Tomas de Haro Mufoz
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de los eritrocitos. La gran mayoria de estas mutaciones se han detectado
mediante electroforesis de zona a pH alcalino. Las restantes mutaciones se
sitian en el interior de la molécula y casi siempre en las zonas de contacto
entre las subunidades (hemoglobinas inestables) o en regiones proximas a la
cavidad del hemo (hemoglobinas con alteracion de la afinidad por el oxigeno y
Hb M). A diferencia de las mutaciones superficiales, las mutaciones internas
pueden no acompanarse de variacion en la carga eléctrica de la molécula v,
por tanto, deben ser detectadas por procedimientos diferentes a la
electroforesis. En la tabla 3 se muestra un ejemplo caracteristico de cada uno

de estos grupos de hemoglobinopatias estructurales.

Tabla 3. Ejemplos de hemoglobinopatias estructurales.

Alteracion fisicoquimica Hemoglobina
Polimerizacion Hb S (86 Glu>Val)
Cristalizacion Hb C (86 Glu~>Lys)
Aumento de la afinidad por el Hb Zurich (63 His>Arg)
oxigeno
Disminucion de la afinidad por el Hb Kansas (8102 Asn—>Thr)
oxigeno
Oxidacioén Hb Koln (B98 Val->Met)
Metahemoglobinizacion Hb Hyde Park (92 His>Tyr)

Tomas de Haro Mufoz 13
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Las hemoglobinopatias estructurales se denominan de acuerdo con la
cadena afectada, el nimero secuencial del aminoacido (AA) mutado (con su
correspondiente segmento helicoidal) y la naturaleza de la mutacién. Por
ejemplo la HbS se denomina HbS B 6(A3)Glu>Val. La Hb S fue la primera
variante de hemoglobina en ser descubierta (Pauling et al., 1949) y la primera
en conocerse el aminoacido sustituido (Ingram et al.,, 1956). La mutacion que
produce la Hb S presenta un cambio de una base (A a T) en el primer exén, en
la posicién 2 del codon 6 del gen HBB (GAG->GTG), lo cual produce una
sustitucion de acido glutamico por valina en la sexta posicion de la cadena de
B-globina. La Hb S aunque funcionalmente normal, cuando se desoxigena,
polimeriza y da lugar a la aparicién de estructuras fibrilares, que deforman
intensamente el eritrocito, haciendo que éste adquiera forma de hoz o

semiluna (eritrocito falciforme o drepanocito).

1.2.2. Talasemias.

Las talasemias comprenden un grupo heterogéneo de alteraciones de la
hemoglobina caracterizado por disminucién de la sintesis de una o mas

cadenas de globina (a, B, v, 0B, YOB, 0, eydB) (Weatherall & Clegg, 2001).
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1.2.2.1. Alteraciones moleculares de las talasemias.

1.2.2.1.1. Mutaciones puntuales.

En las talasemias, la sustitucidén de bases nitrogenadas altera el mecanismo
de sintesis de la hemoglobina pero no su estructura. Este es el mecanismo
molecular mas frecuente en la B-talasemia, aunque lo es también de un
elevado numero de a-talasemias. En general se trata de mutaciones intrénicas
o de las regiones de contacto entre intrones y exones, cuya consecuencia es
la alteracion de alguna de las etapas que intervienen en los procesos de
transcripcion, maduracién (procesamiento) o lectura (traduccién) del RNA
mensajero (MRNA). En la tabla 4 se resumen los principales tipos de mutacién

que pueden dar lugar a una disminucién de sintesis de cadenas de globina.

Tabla 4. Tipos de mutacién en las talasemias.

Defectos en la maduracion
Mutaciones de las zonas de contacto exdn-intrén
Mutaciones intronicas (IVS)
Mutaciones de las secuencias consenso
Mutaciones de secuencias cripticas
Mutaciones de la regidén de poliadenilacion (poli-A)
Mutaciones de la region CAP
Defectos en la traduccion del mRNA
Mutaciones de las regiones promotoras
Mutaciones sin sentido (no existe sintesis de proteina
activa)
Desplazamiento del marco de lectura
Mutaciones del coddn de iniciacion
Mutaciones del codén de terminacién

Tomas de Haro Muioz 15
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Los defectos de maduracién obedecen a alteraciones en el mecanismo
de escision y empalme (splicing) del mRNA con lo que éste se traduce mal
(disminucion de sintesis) o no llega a traducirse (ausencia de sintesis). Se han
descrito cerca de 200 mutaciones diferentes en pacientes con B-talasemia. La
mayoria son debidas a sustituciones nucleotidicas, aunque también se han
descrito deleciones (Weatherall, 1994). Estas mutaciones tienen como
resultado la ausencia de sintesis de B-globina (B’) o la disminucion de sintesis
de B-globina (B*) (Bunn & Forget, 1986). Esta diferencia es importante, ya que

la B-talasemia presenta mayor expresividad clinica que la B*-talasemia.

Las mutaciones del gen a afectan preferentemente al gen a, y suelen
presentar disminuciones de a-globina mas intensas que las debidas a
deleciones ya que no se acompafan de cambios en la expresién del gen

funcional a.

Los defectos de lectura obedecen a mutaciones que modifican la
informacion genética contenida en los codones o tripletes de bases y alteran la
traduccion del mRNA. Debido a ello se produce un desplazamiento en el
marco de lectura del mRNA (frameshift mutation) y segun el tipo y localizacién
de la sefial o informacién genética alterada puede existir una disminucién, una
ausencia de sintesis o la sintesis de cadenas de globina mas largas de lo

normal. Ejemplos de este tipo de mutaciones son la supresién del codén de
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iniciacion o de terminacién. En el primer caso desaparecen las senales de
inicio de sintesis con lo que ésta no se produce, y en el segundo la sintesis de
globina continla hasta que se encuentra un nuevo codon de terminacion lo
que supone un alargamiento de la cadena de globina (Hb Constant Spring, Hb
Wayne, Hb Cranston y la Hb Tak). Las hemoglobinas con alargamiento de
cadenas de globina son hemoglobinopatias estructurales que ademas
presentan una sintesis disminuida. Por ello, en la mayoria de los casos cursan
con un sindrome talasémico (hemoglobinopatias talasémicas). Otro ejemplo
de hemoglobinopatias talasémicas por desplazamiento del marco de lectura
son las que obedecen a la sintesis de cadenas globinicas muy inestables. En
estos casos la concentracién de mRNA suele ser normal pero las cadenas de
globina desaparecen inmediatamente tras la sintesis por lo que sélo son
detectables en el estado homocigoto. En algunos de estos casos predomina el
sindrome talasémico como manifestacién clinica mientras que en otros lo hace

el sindrome hemolitico.

1.2.2.1.2. Deleciones.

La delecién o insercién de uno o pocos nucleétidos constituye un mecanismo
molecular mucho menos frecuente que las mutaciones puntiformes. Ejemplos
de deleciones son la Hb Freiburg (delecion de 1 aminoacido), Hb Lyon

(deleciéon de 2 aminoéacidos) y Hb Gun Hill (delecién de 5 aminoacidos) y de
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inserciones la HobC Harlem (g6 Glu>Val; 73Asp~>Ans), Hb Arlington Park (36
Glu=>Lys; 95 Lys=>Glu), Hb J Singapore (B78 Ans->Asp; 79Ala->Gly), HbC
Ziguinchor (B6 Glu>Val; 58Pro>Arg) y HbS Travis (6 Glu>Val;

142Val>Ala).

Las deleciones de genes de globina constituyen el mecanismo mas
frecuente de la a-talasemia siendo mucho mas raro en la B-talasemia. Dado
que en el adulto normal existen cuatro genes a (dos por cromosoma) pueden

existir cuatro formas diferentes de delecion (tabla 5):

Tabla 5. Clasificacion de a-talasemias.

Delecién de un solo gen a" talasemia

Delecién de dos genes a talasemia

Delecién de tres genes Hemoglobinopatia H
Delecién de cuatro genes Hemoglobinopatia Bart

a*-talasemia o a-talasemia tipo 2 (a-/aq).

Los defectos moleculares mas frecuentemente observados en la a*-talasemia
son las deleciones de 3,7 Kb (a>7) y 4,2 Kb (a™*?), que causan la pérdida del
gen ay 0 ap, respectivamente. La delecién de 3,7 Kb es especialmente
frecuente en el &rea mediterranea y en la poblacién americana de raza negra,
mientras que la delecion de 4,2 Kb es mas propia del sudeste asiatico.
También se han descrito otras deleciones cortas de 3,5 y 5,3 Kb o formas

delecionales de a*-talasemia asociadas a hemoglobinopatias estructurales.
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a®-talasemia 6 a-talasemia tipo 1 [(a-/a-) 6 (--/aa)].

La a®-talasemia obedece a deleciones de mayor tamano (desde 5,2 Kb hasta
>200 Kb), que eliminan los dos genes a-globina de forma parcial o completa
(mayoria de los casos), y por lo tanto, no existen sintesis in vivo de cadena a-
globina en el cromosoma afectado. La a®talasemia puede afectar los dos
genes de un mismo cromosoma (-/aa) o un gen de cada uno de los
cromosomas (-a/-a). En ambos casos los individuos portadores de esta forma
de talasemia sobreviven y, en general, pueden realizar una vida relativamente
normal. Un ejemplo de este tipo de talasemia es la delecion __ SFA, frecuente
en el sudeste asiatico, y de unas 20 kb de extension eliminando los genes
Wap, way, a2, a; y 01 (fig. 3). Algunas deleciones, incluyendo aquellas
asociadas a retraso mental, eliminan los tres genes {, a y 6 de la globina. El
analisis detallado de varias formas de a-talasemia indica que normalmente,
son el resultado de recombinaciones ilegitimas o no homodlogas. Tales
procesos implican regiones parciales de secuencias homoélogas en puntos de
ruptura que no abarcan toda la secuencia necesaria para que la

recombinacién sea homdéloga.

Hemoglobinopatia H (--/a-).

Es consecuencia de la transmisién de un progenitor con a*-talasemia [a-/aa] y

el otro progenitor con a°talasemia [--/aa], por lo que tres de los cuatro genes
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que deben producir la subunidad a, no lo hacen. El exceso de cadena B forma
la hemoglobina H (B4 que es wuna hemoglobina inestable. La
hemoglobinopatia H se detecta facilmente mediante electroforesis, ya que

migra mas rapido que la Hb A a pH alcalino.

Hemoaglobina Bart (--/--).

En realidad, es la forma homocigota de la a°talasemia [--/aa], produciéndose
ausencia de los cuatro genes que permiten la expresién de la subunidad a. Se
forman tetrameros y (y4) y debido a la total ausencia de cadenas a
desaparecen todas las fracciones hemoglobinicas normales del estado adulto
(HbA, HbF y HbA2). La hemoglobina Bart (y4) que presentan estos pacientes
es moderadamente insoluble comportdndose como una hemoglobina de alta
afinidad (similar a la del monoxido de carbono). Provoca aborto alrededor de la
30 semana de embarazo o muerte fetal al final del embarazo o poco después
del nacimiento por anasarca fetoplacentaria (hidrops fetalis) (Weatherall &

Clegg, 2001).

B-talasemia

Las deleciones exclusivas del gen 3 son mucho menos frecuentes que las del
gen a y se circunscriben a determinadas areas geograficas. Hasta la

actualidad se han descrito unas 40 deleciones del gen B-globina situadas en la
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regién promotora o en el propio gen y una insercién del retrotransposén L1 en
el intron 2 (IVS2) (Thein et al., 1984; Gilman et al., 1984; Padanilam et al.,
1984; Popovich et al., 1986; Diaz-Chico et al., 1987; Anand et al., 1988;
Aulehla-Scholz et al., 1989). La delecion del gen HBB mejor conocida es la de
619-pb en el extremo 3’, restringida a individuos de origen indio o paquistani
(Thein et al., 1984). Las deleciones que afectan el extremo 5' del gen By su
regién promotora se caracterizan por grandes aumentos de Hb A, (7-9%) y de
Hb F (10%) (Gilman et al., 1984; Padanilam et al., 1984; Popovich et al., 1986;
Diaz-Chico et al., 1987; Anand et al., 1988; Aulehla-Scholz et al., 1989). Se ha
descrito también una delecion completa del gen B en la B°-talasemia Dutch
(Gilman et al., 1984) y, por supuesto en diferentes formas de ©B-talasemia
donde también se deleciona el gen &. Finalmente, las inserciones tienen
escaso interés clinico porque la Unica descrita hasta la actualidad

(retrotransposén L1 en IVS2) no se acompana de alteracién funcional.

OfB-talasemia.

Cuando la delecion del gen B se acompafa de una deleciéon simultanea del
gen & se produce una OfB-talasemia. Esta forma de talasemia obedece a
deleciones extensas que implican el cluster de B-globina y eliminan los dos
genes d y B, dejando intacto uno o los dos genes vy, por lo que se produce una

sintesis compensadora de Hb F. Cuando la delecion afecta unicamente a los
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genes 0 y B, la Hb F contiene los dos tipos de cadenas y (Gy Ay) y cuando,
ademas, elimina el gen Ay, sélo contiene cadenas Gy (Aydpe-talasemia) (Trent
et al., 1984). En Espana, la alteracién molecular predominante es una delecion
de considerable tamafio denominada &p-talasemia Spanish (Ottolenghi et al.,
1982). Esta anomalia carece de expresividad clinica, aunque puede ir
acompanada de un cierto grado de microcitosis e hipocromia, y su
caracteristica mas comun es la persistencia de sintesis de Hb F durante la

vida adulta (Weatherall & Clegg, 2001).

1.2.2.1.3. Defectos en el intercambio de material genético durante la

meiosis.

Cuando durante la meiosis se produce una alteracién en el intercambio de
material genético entre dos cromosomas homdélogos pueden aparecer
cadenas de globina mixtas, es decir, codificadas por dos /locis genéticos
diferentes. Un ejemplo caracteristico de este tipo de hemoglobinopatias es la
Hb Lepore en la que existe un entrecruzamiento no homaélogo (crossing-over)
con intercambio de material genético y formacion de un gen hibrido 6B. Este
gen codifica una cadena globinica hibrida cuya secuencia esta constituida por
un fragmento N-terminal de cadena & (50 a 80 aminoacidos) y un fragmento C-
terminal de cadena B (60 a 90 aminoacidos), ambos normales (Baglioni,

1962). Debido a ello, ademéas del cromosoma Lepore en el que el gen B ha
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sido sustituido por el hibrido 8, se forma un cromosoma anti-Lepore en el que
el gen hibrido coexiste con los genes & y B normales. La Hb Lepore constituye

también un clasico ejemplo de hemoglobinopatia talasémica.
1.3. INCIDENCIA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA.

La mayor incidencia de las hemoglobinopatias y talasemias en determinadas
regiones geograficas viene marcada por la presion genética positiva ejercida

por el paludismo endémico.

Las hemoglobinopatias estructurales mas ampliamente extendidas por
toda la geografia mundial son la Hb S, Hb C, Hb E y Hb D Punjab. La Hb S
presenta una incidencia de entre un 40% y 50% en algunas regiones de Africa,
el 25% en Turquia, Arabia Saudi, Israel y sur de la India, y el 32% en algunas
zonas muy restringidas del sur de Europa (Sicilia, Chipre, Grecia). La Hb Sy la
Hb C pueden afectar también la raza blanca y su incidencia es variable en
diferentes regiones del area mediterranea como, por ejemplo, Grecia, Chipre,
sur de ltalia, Sicilia, Espana y Portugal. En Espafa las areas con especial
incidencia de ambas hemoglobinopatias son Andalucia y Extremadura.
Aunque se estima que en el mundo existen unos 30 millones de portadores de
Hb E, esta hemoglobinopatia es prevalente en el sudeste asiatico donde
puede llegar a afectar a mas del 50% de la poblacién. Finalmente, la Hb D

Punjab es prevalente en India e Iran.
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Las talasemias muestran una frecuencia variable segun zonas
geograficas aunque presentan una especial predileccion por las poblaciones
del area Mediterranea (Grecia, Chipre, Sur de Iltalia, Cerdena, Sicilia y
Espana) con frecuencias que varian entre un 1% y 30% y predominio de B-
talasemia (Cao et al., 1996; Loukopoulos, 1996), y por las de Oriente Medio,
Sudeste asiatico y China con frecuencias que varian entre un 5% y 40%, con
claro predominio de a-talasemia. De estas cifras se deduce que en algunos
paises la talasemia continda siendo un grave problema de salud publica que
obliga a implantar programas de prevencion y diagnostico prenatal (Villegas,
2006). En Espafa los estudios realizados en diferentes areas geograficas
varian segun se trate de a-talasemia o B-talasemia. Para la a-talasemia se han
obtenido incidencias variables entre areas geogréaficas que oscilan desde un
0,5% a un 2,5%, y para la p-talasemia los valores parecen ser algo inferiores,
habiéndose obtenido una cifra promedio del 0,4%, lo que significa un paciente
por cada 250 habitantes, aproximadamente (Villegas et al, 1992; Baiget,

1986) .
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1.4. CRITERIOS DIAGNOSTICOS.

1.4.1. Manifestaciones clinicas

Hemoglobinopatias estructurales.

En las hemoglobinopatias estructurales la repercusién clinica de las
mutaciones depende de su efecto sobre las propiedades fisicoquimicas o
funcion de la molécula de hemoglobina. Existen cinco formas clinicas de
hemoglobinopatia estructurales:

1. Asintomaticas.

2. Sindrome hemolitico (alteracidn de la solubilidad o estabilidad molecular).

3. Eritrocitosis (aumento de la afinidad por el oxigeno alterada).

4. Cianosis (disminucién de la afinidad por el oxigeno y hemoglobinopatias M).

5. Sindrome talasémico (hemoglobinopatias talasémicas).

Asintomaticas. De todas las variantes de hemoglobina conocidas, un
80%, aproximadamente, son asintomaticas y del 20% restante, la mayoria
presentan una mutacion superficial cuya Unica consecuencia es un cambio en
la carga eléctrica sin expresividad clinica. Un ejemplo de este tipo de

hemoglobinopatias son la Hb G Filadelfia y la Hb J Paris.
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Sindrome hemolitico. Se da en hemoglobinopatias estructurales que
se acompanan de una alteracion de propiedades fisicoquimicas y disminucién
de la viabilidad eritrocitaria. Entre ellas las de mayor interés clinico sonlaHb S
y Hb C. La falciformacién, cuando es muy acusada, se acompana de anemia
hemolitica aguda por rotura de los eritrocitos en la microcirculacién y de crisis
vasooclusivas por microinfartos debido a la acumulacion de eritrocitos
falciformes y rigidos en los territorios capilares periféricos. La anemia
falciforme es una enfermedad hereditaria, autosémica recesiva, sélo aparecen
manifestaciones clinicas en el estado homocigoto (Hb S/S), es decir, cuando
practicamente toda la hemoglobina es Hb S. Asimismo, en este caso, las
manifestaciones clinicas sélo aparecen cuando la Hb S se somete a

desoxigenacién, ya que la oxihemoglobina S es funcionalmente normal.

La anemia drepanocitica es causa de una considerable mortalidad y
morbilidad en Africa, y en todas aquellas poblaciones donde hubo migracién
de individuos africanos, regidbn mediterranea, medio oriente y subcontinente

indio (Flint et al., 1998).

La Hb C aunque también cristaliza en el interior del eritrocito carece de
las graves consecuencias de la Hb S y es practicamente asintomatica, incluso

en estado homocigoto (Hb C/C).
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Eritrocitosis. Es la expresividad clinica de las hemoglobinopatias con
aumento de la afinidad por el oxigeno. En general se trata de mutaciones
situadas en el interior de la molécula que dificultan su movimiento de la
molécula al fijar el oxigeno. Con ello se dificulta la cesién del oxigeno a los
tejidos (hipoxia) y como consecuencia aumenta la produccién de eritrocitos
(eritrocitosis). La eritrocitosis por hemoglobinopatia debe diferenciarse de la
que acompana a la policitemia vera (PV) mediante criterios clinicos vy

bioldgicos (Means, 1999).

Cianosis. Es una manifestacién clinica caracteristica de las
hemoglobinopatias M (Hb M). En este caso la mutacién produce una oxidacién
permanente del hierro heminico y transformacién de la hemoglobina en
metahemoglobina. Dado que la metahemoglobina es incapaz de transportar
oxigeno, las Hb M cursan clinicamente con cianosis neonatal que, a diferencia
de la que acompana el déficit de diaforasa (metahemoglobina reductasa) y
que desaparece con la administracién de azul de metileno, no responde a

ningun tratamiento (Vives, 2001).

Sindrome talasémico. Se da en aquellas hemoglobinopatias
estructurales que se acompanan de una disminucion simultdnea del
mecanismo de sintesis globinica. Estas hemoglobinopatias estructurales,

conocidas como talasémicas, pueden obedecer a diferentes mecanismos y en
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su expresividad clinica el sindrome talasémico puede predominar sobre el

hemolitico o viceversa.

Talasemias

En las talasemias la manifestacion clinica comun es la microcitosis hipocroma
con o sin anemia (sindrome talasémico). En las formas sin anemia suele ser
caracteristico el aumento de la concentracion de eritrocitos
("pseudopoliglobulia microcitica"). La mayor o menor expresividad clinica del
sindrome talasémico depende del tipo de mutacion y de su caracter
homocigoto o heterocigoto. Asi, una talasemia puede pasar completamente
desapercibida desde el punto de vista clinico (talasemia silente) o ser

incompatible con la vida (hidropesia fetal).

a-talasemia. En la a-talasemia pueden darse cinco formas clinicas:

ao-talasemia silente. La talasemia silente (a*-talasemia) es clinicamente
asintomatica y solo puede detectarse mediante estudios familiares. El volumen
corpuscular medio (VCM) suele ser normal al igual que el patron
electroforético de hemoglobinas aunque durante el periodo neonatal puede
observarse de un 1% a 2% de Hb Bart. La confirmacién diagnéstica requiere

un analisis de la relacion a /B (< 1) o del DNA.
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a-talasemia menor (a%-talasemia). Se caracteriza por una ligera anemia
(105-120 g/l) moderadamente microcitica (75-83 fl) que afecta,
preferentemente, a individuos del area mediterranea, aunque también a los de
Asia y Africa El patrén electroforético es normal, aunque a veces se observa
una disminucién de la Hb A, (1,5%-2,5%). En recién nacidos es relativamente
frecuente observar entre un 5% y 10% de Hb Bart que no es reemplazada por
cantidades detectables electroforéticamente de Hb H. Esta enfermedad ocurre

de forma esporadica entre la poblacion espanola (Villegas et al., 1992).

a-talasemia asociada a retraso mental (ATR). Obedece a extensas
deleciones (1-2 megabases) en el extremo del cromosoma 16 que eliminan
todos los genes de la region a-globina (sindrome ATR-16). Sus caracteristicas
clinicas son variables segun la extensién de la delecién y consisten, junto a la
hemoglobinopatia H, en un retraso mental grave, rasgos faciales dismorficos y
alteraciones genitales (Weatherall & Clegg, 2001). El exceso de cadena B
forma la hemoglobina H que es una hemoglobina inestable. Clinicamente se
comporta con signos y sintomas de hemdlisis cronica y esplenomegalia.
Desarrollan crisis hemoliticas tras infecciones, contacto con ciertas drogas o
con agentes oxidantes como ocurre en otras hemoglobinopatias inestables o

en el déficit de glucosa-6-fosfato deshidrogenada.
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Hidropesia fetal. Afecta de manera practicamente exclusiva a individuos del

SEA /SEA MED
1°5R) (

sudeste asiatico (comunmente y mucho menos del mediterraneo

/MED " Clinicamente se caracteriza por una anemia hemolitica muy intensa
acompanada de edemas generalizados y signos de insuficiencia cardiaca
grave debido a la prolongada hipoxia intrauterina. La observacién morfologica
de la extension sanguinea muestra intensa anisopoiquilocitosis con

macrocitosis, hipocromia y eritroblastos circulantes. La electroforesis de

hemoglobinas muestra un 80% de Hb Bart y un 20% de Hb H y Hb Portland.

B-talasemia.

Las manifestaciones clinicas de las B-talasemias varian desde situaciones
asintomaticas (talasemia menor) hasta anemias intensas que provocan la
muerte del paciente en la infancia (talasemia mayor), pasando por otras
formas de intensidad variable (talasemia intermedia). Las [-talasemias
presentas grados muy variables de eritropoyesis ineficaz y hemdlisis. La gran
cantidad de subunidades « libres que se producen se caracterizan por tener
menor solubilidad, por lo que se forman agregados insolubles dentro de los
precursores eritrocitarios en médula ésea. Estos cuerpos de inclusion también
provocan alteraciones a nivel de membrana lo que disminuye su vida media.
La consecuencia es que en la B-talasemia se contrasta tanto una destruccion

de células proeritroides intramedulares, como una disminuciéon de la vida
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media de los eritrocitos. Para compensar éstos mecanismos, la médula 6sea
roja esta continuamente estimulada para la produccion de proeritroblastos, y

se constata la presencia de hematopoyesis extramedular en higado y bazo.

B-talasemia minima. Carece de expresividad clinica o bioldgica y su hallazgo
es siempre resultado de un estudio familiar. No existen, por tanto, alteraciones
del VCM ni de la concentracion de Hb A, y el patrdn electroforético de

hemoglobinas es normal.

B-talasemia menor o rasgo talasémico. Es la forma clinica mas frecuente de
B-talasemia en el area mediterranea y se la conoce también como "rasgo
talasémico". Su expresividad mas caracteristica es la pseudopoliglobulia
microcitica sin anemia o con anemia muy discreta (Hb: 110-120 g/l). Rara vez
se aprecia esplenomegalia u otro signo clinico de hemdlisis por lo que su
hallazgo suele ser casi siempre casual con motivo de algun examen
hematoldgico de rutina. En el estudio de frotis sanguineo también se puede
constatar la presencia de células en diana de forma esporadica y un moderado
punteado basofilo. Los eritrocitos tienen una fragilidad osmética disminuida y
la concentracion de hierro en suero es normal salvo que ademas el paciente
presente anemia por déficit de hierro. El recuento de reticulocitos no esta
alterado. Se pueden aplicar protocolos para estudios de microcitosis, sobre

todo si ademas se debe realizar un diagnéstico diferencial con las anemias
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ferropénicas como el Factor discriminativo de England — Fraser y el Indice de

Mentzer.

Factor discriminativo de England-Fraser:

VCM — n® de eritrocitos — (Hemoglobina x 5) — 3,4 (un resultado

negativo orienta hacia un rasgo talasémico)

indice de Mentzer:

VCM / n® eritrocitos (Valores inferiores a 12 orientan hacia un rasgo

talasémico)

La presencia concomitante de microcitosis con hipocromia hace
necesario el diagnostico diferencial entre ambos tipos de anemias, ya que si
una talasemia menor es tratada como una ferropenia lo Unico que se consigue

es una inutil y sobre todo nociva sobrecarga férrica del paciente.

Talasemia intermedia. Como su nombre indica este tipo de talasemias
corresponden a grados diferentes de severidad clinica comprendidas entre las
que se producen en la talasemia menor y en la mayor. No hay una definicién
concreta, algunas se basan en la presencia de anemia, ictericia vy
esplenomegalia sin necesidad de transfusiones sanguineas. Weatherall (2001)

considera que una talasemia con una concentracion de hemoglobina inferior a
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90 g/L, acompanada de esplenomegalia, se trataria de la forma intermedia.
Los individuos con esta alteracién se desarrollan adecuadamente y llegan a la
vida adulta, precisando tan sélo ocasionalmente de transfusiones. Cursa con
un sindrome hemolitico crénico con anemia moderada o intensa, palidez,
ictericia intermitente, esplenomegalia y ocasionalmente alteraciones 6seas no
asociadas a retraso del crecimiento corporal o gonadal. Practicamente nunca
requiere transfusiones y el genotipo de estos pacientes sélo puede conocerse
mediante un detallado estudio familiar. La coexistencia de una triple a (aaa) en
un individuo portador de B-talasemia heterocigota puede agravar el cuadro

clinico de talasemia menor a intermedia (Villegas et al., 1992).

Talasemia mayor. También denominada anemia de Cooley, es la forma mas
grave de anemia hemolitica, si bien su expresividad clinica es variable. El
cuadro clinico debuta entre los cuatro y seis meses de vida, cuando se
produce el cambio en la produccion de cadenas y a cadenas B. Los pacientes
pueden presentar anemia intensa con hematocrito alrededor del 20 %,
esplenomegalia y hepatomegalia. En la exploracion fisica destacan asimismo
alteraciones dseas, sobre todo en craneo, que pueden provocar alteraciones,
especialmente en cara, dando lugar a rasgos caracteristicos. Si no reciben
tratamiento transfusional, los nifios presentan alteraciones del crecimiento y
del desarrollo, incluidos los correspondientes a los caracteres sexuales

secundarios. Tienen una coloracién peculiar de la piel por combinacion de
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ictericia, palidez y aumentos de depésitos de melanina. También presentan
anomalias esqueléticas secundarias a la expansién de la médula 6sea roja
(radiolégicamente muestran una imagen del llamado “craneo en cepillo”). La
cardiomegalia que puede acompanarse de insuficiencia cardiaca congestiva
es otro de los signos que invariablemente aparecen en éstos pacientes. Este
cuadro clinico se suele agravar con complicaciones como la hemocromatosis
secundaria a la mayor absorcion de hierro y por efecto secundario de las
transfusiones sanguineas a las que deben ser sometidos. Las complicaciones

suelen ser la causa de la muerte, casi siempre al comienzo de la edad adulta.

El diagnéstico se realiza a partir del perfil hematolégico que muestra
una anemia intensa, microcitica e hipocroma; el examen morfoldgico de la
sangre periférica muestra importante anisopoiquilocitosis, con hipocromia y
punteado basdéfilo, siendo frecuente la presencia de eritroblastos. Los
reticulocitos aumentados reflejan la eritropoyesis ineficaz del cuadro; en el
examen de médula ésea se observa hiperplasia eritroblastica de predominio
ortocromatico; la electroforesis de hemoglobinas evidencia un aumento

importante de la hemoglobina fetal.

La combinacion de genotipos homocigotos (3°%/8°) o doble-heterocigotos

(B¥B") propios de talasemia mayor, y genotipos a-talasémicos disminuye la
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expresividad del cuadro clinico pudiendo dar lugar a una talasemia intermedia

(Weatherall & Clegg, 2001).

O5p-talasemia. En la 6B-talasemia la expresividad clinica depende del caracter
heterocigoto u homocigoto de la mutacién siendo el heterocigoto siempre
asintomatico. La OB-talasemia heterocigota se caracteriza por ausencia de
anemia, microcitosis y aumentos moderados de la Hb F (7%-15%) sin
alteraciones de la Hb A.. La prueba citoquimica de Kleihauer muestra una
distribucién heterogénea de la Hb F. La forma homocigota presenta
caracteristicas clinicas de talasemia intermedia sin requerimiento transfusional
(Hb 80-110 g/l) con intensa microcitosis (VCM < 75 fl) y practicamente un
100% de Hb F con desaparicion de la Hb A normal. En Espafna la 6B-
talasemia es relativamente frecuente, en las regiones mediterraneas y muy
especialmente en el area de levante. La coexistencia de 6B-talasemia y B-
talasemia no es ninguna rareza y se manifiesta por una anemia moderada o
intensa con un cuadro clinico de talasemia intermedia. Por ello, una anemia
acompanada de un aumento significativo de Hb F con disminucién de la Hb A

es muy sugestiva de asociacion &p-talasemia/ B-talasemia (Vives et al., 1992).

1.4.2. Diagnostico de laboratorio.

Las técnicas empleadas en el estudio de las hemoglobinas son muy diversas y

van desde la simple observacién de la morfologia eritrocitaria al analisis
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genético mediante técnicas de biologia molecular. En la practica clinica, las
mas utiles son las que permiten detectar la presencia de hemoglobinopatia,
dejando para laboratorios especializados, todos aquellos procedimientos
encaminados a identificar la mutacién, especialmente en el caso de

hemoglobinopatias estructurales y talasemias.

Estas técnicas pueden resumirse en las siguientes:
1. Electroforesis de hemoglobinas con diferentes soportes y valores de pH.
2. Cuantificacién de las fracciones Hb Ao y Hb F.
3. Pruebas de solubilidad hemoglobinica y falciformacion.
4. Estudio de la estabilidad molecular de la hemoglobina.
5. Estudio de la afinidad de la hemoglobina por el oxigeno.

6. Escrutinio de mutaciones mediante PCR.

En las hemoglobinopatias estructurales el método diagnéstico de
eleccion es la electroforesis de hemoglobinas a diferentes valores de pH.
Entre ellas la mas empleada en la practica clinica es la electroforesis de zona
a pH alcalino (8,4). La interpretacidén de las imagenes electroforéticas es muy
simple pero puede venir dificultada si un individuo es a la vez portador de otra
hemoglobinopatia estructural o de talasemia. En principio, la codominancia
explica el que un individuo heterocigoto exprese junto a la hemoglobina normal

la fraccion mutada. No obstante y debido a que el ser humano posee dos
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genes B y cuatro a, si la mutacion afecta al gen B se observa un 50%,
aproximadamente, de fraccion normal y patolégica mientras que si se haya
afectado un solo gen a existira un 80% de Hb A normal y Unicamente un 20%
de hemoglobina patolégica. Esto sélo deja de cumplirse en las hemoglobinas
inestables donde la concentracién de la fraccion patolégica es inferior a la
esperada debido a la propia inestabilidad molecular. En la anemia falciforme,
los individuos homocigotos (Hb SS), presentan una fraccién de hemoglobina
mayoritaria que migra algo por detras de la Hb F y ausencia total de Hb A
mientras que en los heterocigotos (Hb AS) se aprecian dos fracciones
hemoglobinicas de intensidad similar y un moderado aumento de Hb F. En las
hemoglobinopatias estructurales la Hb A, es siempre normal pero puede
hallarse aumentada si coexiste un gen talasémico. Cuando coexisten dos
hemoglobinopatias (por ejemplo, la asociacion Hb SC) la electroforesis
permite diferenciar claramente las dos fracciones de Hb S y Hb C, pero
cuando se asocia un gen talasémico la interpretacién de la electroforesis
puede ser algo mas dificil. Un ejemplo de ello es la asociacion de Hb S y -
talasemia. En este caso, cuando se trata de una Hb S / B*-talasemia existe un
claro predominio de la Hb S (70% a 90%) sobre la Hb A normal (10% a 30%),
patrén bien diferente de la drepanocitosis heterocigota (Hb AS) caracterizada
por un moderado predominio de la fraccion Ho A normal (50%-60%) sobre la

Hb S (30%-40%) (Altay et al., 1997; Zago MA et al., 1980). En caso de Hb S/
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Be- talasemia y Hb S / a-talasemia el patrén electroforético es idéntico al de la
drepanocitosis homocigota (Hb SS) pero se diferencian de ésta por el aumento
de la Hb A y la disminucién del VCM. En la drepanocitosis, el andlisis
electroforético de hemoglobinas puede complementarse con la prueba de la
solubilidad y la induccion in vitro de drepanocitosis mediante un agente

reductor (metabisulfito o ditionito sodico al 2%).

Las hemoglobinopatias estructurales sin alteracibn de la carga
superficial suelen presentar una migracion electroforética idéntica a la de la Hb
A por lo que la electroforesis no es un método util para su diagndstico. En ese
caso debe recurrirse a procedimientos que ponen de manifiesto las
propiedades fisicoquimicas alteradas como consecuencia de la mutacion. Asi
por ejemplo las hemoglobinopatias inestables pueden diagnosticarse
faciimente mediante la llamada prueba de estabilidad molecular de la
hemoglobina que consisten en incubar el hemolizado a 50 °C durante dos
horas y observar la aparicion de precipitado. Cuando la hemoglobinopatia
cursa con eritrocitosis puede emplearse la llamada curva de disociacién
oxigeno-hemoglobina que mide el grado con que la hemoglobina mutada es
capaz de liberar oxigeno a diferentes valores de presion parcial del mismo

(Means, 1999).
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Las talasemias generalmente son clasificadas como anemias
hipocromicas y microciticas, por lo que el VCM es un buen indicador primario
de diagnéstico. En la actualidad todos los analizadores de hematologia
disponen de la medicién directa o indirecta de VCM con un alto grado de
precision y seguridad. Este VCM en poblaciéon adulta normal tiene como
valores de referencia entre 80 y 100 fL. Los individuos talasémicos tienen
reducidos el VCM, de manera que un VCM < 72 fL tiene un alto grado de
sensibilidad y especificidad para sospechar del diagnéstico de los sindromes
talasémicos. La ADE es una medida del grado de variacion del tamano del
eritrocito. En algunos casos de anemia microcitica, sobre todo en la deficiencia
de hierro, se caracteriza por el aumento de ADE. Las talasemias por contraste,
tienden a producir una poblacion microcitica de eritrocitos sin que se
incremente la ADE, aunque en el caso de la Hb H y la talasemia menor se han
descrito elevaciones. El numero de eritrocitos también puede ser util en las
talasemias, ya que éstas producen anemia microcitica asociada a un
incremento en el numero de eritrocitos. Otras causas de anemia microcitica,
incluyendo el déficit de hierro y la anemia de las enfermedades crénicas, estan
mas tipicamente asociadas con descensos en el numero de eritrocitos que es
proporcional al grado de descenso en la concentracion de hemoglobina. La
concentracion de hemoglobina disminuye en las talasemias. Las formas de

talasemia menor provocan leves descensos en la concentracibn de
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hemoglobina, mientras las formas intermedias y mayores muestran
importantes descensos. En la 3-talasemia, la electroforesis de hemoglobinas a
pH alcalino constituye aun el procedimiento diagnéstico mas rapido y
asequible para identificar la B-talasemia menor o rasgo talasémico, que es la
forma mas frecuente en nuestro medio. El patrén caracteristico consiste en un
aumento de la fraccion Hb A, (3,8%-7%) con Hb F normal. Cuando existe
también un aumento de Hb F (> 2%), los criterios clinicos permiten orientar el
diagnéstico hacia otras formas de B-talasemia, especialmente la intermedia

(Tabla 6).

Tabla 6. Electroforesis de hemoglobinas en B-talasemias.

HbA% | Hb A% | Hb F %
Normal 97 2-3 <1
B-talasemia menor 90-95 4-7 1-5
B-talasemia intermedia 30-50 0-5 50-70
B-talasemia mayor 0-25 0-5 70-100

En la a-talasemia, especialmente en sus formas de menor expresividad
clinica (a* y o® talasemias) la existencia de una microcitosis poco acusada y
electroforesis de hemoglobinas normal hace imprescindible recurrir a la
biologia molecular como unico procedimiento diagndstico en la practica clinica.
En la actualidad se dispone de técnicas basadas en la PCR especificas para
las diferentes mutaciones conocidas y mas frecuentes de a-talasemia en

-42 SEA MED)

nuestro medio (a3’ a*?, SFAy . De esta forma se consigue una rapida
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identificacion de alguna de estas mutaciones en la muestra del paciente o, en
caso contrario, iniciar la busqueda de nuevas mutaciones. En caso de Hb H, la
incubacion de los eritrocitos con azul de cresilo brillante muestra siempre la
aparicién de precipitados intraeritrocitarios o cuerpos de Heinz. En cualquiera
de los casos mencionados la sintesis in vitro de cadenas globina, técnica no al
alcance de cualquier laboratorio dada su relativa complejidad, mostrara

siempre una disminucién del cociente a /3 (< 1).

1.5. INDICACIONES TERAPEUTICAS.

Dependen del tipo de hemoglobinopatia. La mayoria de los individuos afectos
de hemoglobinopatias estructurales con alteracién de la carga superficial, a
excepcion de la Hb S, carecen de manifestaciones clinicas o éstas son muy
poco intensas, incluso en el estado homocigoto por lo que no requieren
tratamiento. En otros casos, como, por ejemplo, las Hb M, afortunadamente
indolentes desde el punto de vista clinico (sélo cursan con cianosis) carecen
de tratamiento. Las hemoglobinopatias inestables, al igual que en el déficit de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) son asintomaticas hasta que el
individuo entra en contacto con un agente oxidante. En ambos casos el mejor
tratamiento es el preventivo evitando el contacto con las sustancias
(medicamentos o ciertos alimentos) con accidon oxidante. En algunas

hemoglobinopatias con aumento de la afinidad por el oxigeno y que cursan
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con eritrocitosis el tratamiento son las sangrias. Por su caracter benigno, no
obstante, la gran mayoria de estas hemoglobinopatias no requieren
tratamiento y la realizacién de sangrias debe limitarse a aquellos casos con
valores muy elevados del hematocrito o un sindrome de hiperviscosidad. Las
hemoglobinopatias con mayor impacto clinico son la talasemia mayor y la
drepanocitosis o anemia falciforme. En ambos casos se hace muchas veces
necesaria la realizacion de transfusiones periédicas con el consiguiente peligro

de sobrecarga férrica.

Transfusiones

En general son mas necesarias en la talasemia mayor y ciertas formas de
talasemia intermedia que en la drepanocitosis debido a que en ésta existe un
mayor grado de adaptacion a la anemia. Las transfusiones pueden realizarse
bajo régimen clasico o transfusion "a demanda" o en régimen de
hipertransfusion. En el primer caso solo se transfunde cuando la hemoglobina
desciende por debajo de un determinado nivel (< 7-8 g/dl) y el segundo
consiste en la practica de tantas transfusiones como sean necesarias para
evitar que la hemoglobina descienda por debajo de 10 g/dl. Las ventajas de
este ultimo son un mejor desarrollo 6seo y una mayor calidad de vida del
paciente, pero tiene el inconveniente de que produce una mayor acumulacién

de hierro en el organismo. Ambos regimenes transfusionales deben
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acompanarse de un control clinico y biolégico de la sobrecarga de hierro
(sideremia, ferritina e indice de saturacion de la transferrina) y administrar
quelantes del hierro cuando la situacién clinica lo haga aconsejable; entre
ellos, el menos tdxico es el mesilato de desferroxiamina (DFO) y el
procedimiento mas empleado para la administracién es la perfusién
subcutanea lenta (durante toda la noche y mediante un sistema de bomba

peristaltica) a dosis de 50-60 mg/kg (Abdelrazik et al., 2007).

Esplenectomia

En aquellos casos, generalmente no sometidos a régimen hipertransfusional,
pero con intensa anemia crénica y esplenomegalia, es aconsejable la
esplenectomia. Su indicacion esta siempre condicionada por la existencia de
fenémenos de compresion mecanica sobre 6rganos vecinos, hiperesplenismo
o demostracion mediante estudio isotdépico de una intensa captacién
eritrocitaria a nivel del area esplénica (Durakbasa et al., 2006) . En la Hb S
homocigota, la esplenectomia practicamente nunca es necesaria porque los
fenémenos vasooclusivos de repeticion que se producen en el bazo terminan
con la practica exclusion funcional del mismo (autoesplenectomia). En la
talasemia mayor, aunque el bazo desempena un papel fisiopatolégico poco
importante en el desarrollo de la anemia, la esplenectomia suele acompanarse

de una disminucién del requerimiento transfusional.
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Agentes antidrepanociticos

En la anemia falciforme el tratamiento debe ser, ante todo, preventivo,
procurando evitar todas aquellas situaciones que favorezcan la apariciéon de
crisis vasooclusivas (infecciones, acidosis, hipoxemia y exposicién al frio).
Igualmente, y de manera muy especial en los niflos, debe prevenirse la
aparicion de infecciones secundarias mediante inmunizaciéon (vacunacién) o
administracion profilactica de antibidticos. Donde méas se esta investigando
desde hace tiempo es en la prevencidn de las crisis vasooclusivas de la Hb SS
mediante administracion oral o parenteral de agentes antidrepanociticos con la
triple finalidad de disminuir la polimerizacién, aumentar la afinidad de la
hemoglobina por el oxigeno y mejorar las propiedades reoldgicas de los
eritrocitos. Entre ellos destacan los inductores de la sintesis de Hb F como la
hidroxiurea (HU), un agente alquilante (inhibidor de la fase S del ciclo celular)
empleado en el tratamiento de ciertos sindromes mieloproliferativos crénicos.
La HU actua favoreciendo el crecimiento selectivo de progenitores eritroides
con mayor capacidad para sintetizar Hb F y reduce la frecuencia de las crisis
vasooclusivas mejorando el estado clinico de los pacientes (Anderson et al.,

2007).
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Eritropoyetina

En la talasemia mayor e intermedia se ha ensayado con buenos resultados la
administracion de eritropoyetina recombinante humana (rHu EPQO) a altas
dosis. Es de senalar que a pesar de que los niveles plasmaticos de rHu EPO
son ya de por si elevados en ambas situaciones, el efecto de concentraciones
aun mas elevadas de rHu EPO produce una mejora de la eritropoyesis y

disminuye la intensidad de la anemia (Chaidos et al., 2004).

Trasplante de progenitores hematopoyéticos

El trasplante de médula ésea (TMO) es una opcion terapéutica potencialmente
aplicable tanto a pacientes con anemia falciforme como a pacientes con
talasemia mayor. El TMO (alogénico o autdlogo) viene siendo empleado con
éxito desde el afo 1982 en pacientes con talasemia mayor y los resultados
obtenidos sefialan una mortalidad inferior al 10% y una supervivencia media
libre de enfermedad a los cinco afos de aproximadamente un 90%.
Igualmente, la experiencia del TMO en la drepanocitosis demuestra que en los
casos que cumplen los criterios requeridos (adolescentes menores de 16 anos
con complicaciones graves) y disponen de donante HLA-compatible, la
supervivencia libre de complicaciones es de, aproximadamente, un 80%.

Recientemente, se esta incorporando de forma progresiva el trasplante a partir
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de precursores hematopoyéticos obtenidos de sangre periférica del donante,
del propio paciente (trasplante autélogo) o de sangre de cordén umbilical. En
la Hb S homocigota, tanto el TMO o de sangre de corddn umbilical deben
considerarse como opciones terapéuticas potencialmente curativas, ya que, a
diferencia de los agentes anti-drepanociticos, permite, en caso de éxito, una
completa normalizacién de la sintesis de hemoglobina. Pese a ello, tanto el
riesgo de mortalidad como el elevado coste econdmico hacen que esta opcion
terapéutica se reserve uUnicamente a aquellos casos incompatibles con una

calidad de vida minimamente aceptable (Bathia & Walters 2007).

Terapia génica

Constituye aun uno de los objetivos mas preciados para el tratamiento de las
enfermedades hereditarias. Las primeras experiencias realizadas en animales
demuestran que los genes de globina vehiculizadas por un retrovirus pueden
ser transferidos (transfeccién) a células hematopoyéticas humanas (Beuzard,

1996).
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2.  JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

El aumento de hemoglobinopatias acontecido en los ultimos afios en nuestro
pais por los movimientos migratorios ha determinado la necesidad de ampliar
los conocimientos clinicos, epidemiolégicos y de diagndstico que nos permitan

afrontar mejor este problema de salud emergente.

La microcitosis es el dato de laboratorio clasico para la deteccién de
talasemias y es el que se ha empleado durante anos para la deteccion de
portadores, mostrando una buena sensibilidad. Su confirmacién mediante el
incremento de la Hb A, permite realizar el diagnéstico de B-talasemia. Sin
embargo, estos estudios nunca pueden ser realizados en el recién nacido
dado que presenta cifras bajas o indetectables de Hb A,, e incluso en los
pacientes homocigotos para la [B-talasemia, el diagnéstico no puede
establecerse con seguridad hasta 3-6 meses tras el nacimiento. La Unica
manera de poderlos diagnosticar con seguridad es mediante el analisis directo

del gen con técnicas de biologia molecular.
Por ello, nos planteamos el siguiente objetivo general:

Desarrollo y puesta a punto de un método nuevo basado en la reaccion

de extension de una Unica base para la determinacién simultanea (multiplex)
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de una manera simple, rapida y con una alta discriminacién de las mutaciones
mas comunes en Espafna asociadas a la B-talasemia (IVSI-1, IVSI-6, IVSI-110,
CD8/9, CD6, CD37, CD39, IVSII-1 y la Hb S) usando la electroforesis capilar
junto con la deteccion fluorescente, para el diagndstico molecular tanto de
pacientes p-talasémicos como de personas de riesgo o en la poblacién
general con objeto de poder usarse como una medida preventiva de esta

enfermedad.

Con este fin, el trabajo de investigacién presente se ha

desarrollado en base a los siguientes objetivos especificos:

a) Disefio de oligonucleétidos especificos y analisis de las
mutaciones relacionadas con la [-talasemia, mediante la incorporacién

especifica por PCR en el punto exacto de la mutacion de ddNTPs.

b) Anadlisis de los productos amplificados mediante electroforesis

capilar y deteccion fluorescente.

c) Estudio de las frecuencias de presentacién de las mutaciones

asociadas al gen HBB.
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3. MATERIAL Y METODO.

3.1. PACIENTES.

En el presente estudio hemos analizado 125 muestras de sangre de pacientes
derivados al Servicio de Analisis Clinicos del Hospital Universitario “San
Cecilio”, con sospecha de B-talasemia, basada en la presencia de al menos
uno de los siguientes criterios:

VCM <81 fl

HbA> >3.8 %

El estudio genético fue realizado con el consentimiento informado de

cada uno de los pacientes.

3.2. EXTRACCION DEL DNA.

El DNA gendmico fue extraido a partir de los leucocitos de 200 uL de sangre
periférica utilizando un equipo comercial de purificacion de DNA, “DNA

purification template” (Roche), segun las instrucciones del fabricante.

La cuantificacion del DNA se realizé midiendo la absorbancia (A) a 260
nm en un espectrofotometro UV (Jenway-Genova). Una unidad de
absorbancia equivale, aproximadamente, a 50 ng/uL de DNA de doble hebra.

Para determinar la pureza del DNA se calculé la relacién entre la absorbancia
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a 260 nm y la absorbancia a 280 nm (Azso/ A2gp) que debe estar entre 1,7 y

1,9. Si es menor indica contaminacién por proteinas.

3.3. ANALISIS DE LAS MUTACIONES EN EL GEN HBB.

3.3.1. Obtencidén del amplicén.

Se utilizé la técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) que
consiste en la amplificacién de una regién del DNA de tamafo y secuencia
especificos (Mullis et al., 1986). Se utilizaron dos cebadores sintéticos de 20 y
22 nucledtidos, complementarios a las zonas laterales de la regidon que
queriamos amplificar. La secuencia de los cebadores se diserié de tal forma
que evitara la formaciéon de hibridos, de estructuras secundarias y con una

distribucién equilibrada de bases.
Secuencia de los cebadores:

Directo: 5 "AAAGTCAGGGCAGAGCCATC 3’

Indirecto: 5’"GAAAGAAAACATCAAGGGTCCC 3°
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CGGCTGTCATCACTTAGACCTCACCCTGTGGAGCCACACCCTAGGGTTGGCCAATCTA

SEFCCAGGAGCAGGGAGGGCAGGAGCCAGGGCTGGGCATAAAAGTCAGGGCAGAGCCA
TCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACACAACTGTGTTCACTAGCAACCTCAAACAGACA
CCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGT
GAACGTGGATGAAGTTGGTGGTGAGGCCCTGGGCAGGTTGGTATCAAGGTTACAAGAC
AGGTTTAAGGAGACCAATAGAAACTGGGCATGTGGAGACAGAGAAGACTCTTGGGTTT
CTGATAGGCACTGACTCTCTCTGCCTATTIGGICTATTTTCCCACCCTTAGGCTGCTGG
TGGTCTACCCTTGGCCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTTGGGGATCTGTCCACTCCTGAT
GCTGTTATGGGCAACCCTAAGGTGAAGGCTCATGGCAAGAAAGTGCTCGGTGCCTTTA

GTGATGGCCTGGCTCACCTGGACAACCTCAAGGGCACCTTTGCCACACTGAGTGAGCT
—

GCACTGTGACAAGCTGCACGTGGATCCTGAGAACTTCAGGGTGAGTCTATGGGACCCT

TGATGTTTTCTTTCCCCTTCTTTTCTATGGTTAAGTTCATGTCATAGGAAGGGAGAAG

Figura 3.Region del gen HBB donde se encuentra las mutaciones analizadas. Las zonas en
negrita corresponden a los exones 1 y 2. Las flechas representan los oligonucleétidos
utilizados para la obtencién del amplicén.

Reactivos:

» Agua desionizada estéril.
» Tubos de 200 pL para PCR (MicroAmp® Applied Biosystems).
» dNTPs 10 mM de cada uno (dATP, dTTP, dCTP, dGTP).

» 2 cebadores 40 uM (Applied Biosystems) cada uno.
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» 10X PCR Buffer Il (Applied Biosystems).
» MgCl, 25mM (Applied Biosystems).

» Termociclador GeneAmp PCR system 2400-Applied Biosystems.

Técnica:

Con el fin de poner a punto la reaccién de amplificacion se estudié un
rango de valores para los siguientes parametros de la mezcla de reaccién por

separado:

e Concentracion minima de DNA: 25,50y 100 ng

e Concentracion de los cebadores: 0.1y 0.2 uM

La mezcla de PCR, contenia en un volumen final de 25 pL: DNA,
cebadores, 200 uM dNTPs, 1,5 mM de Clo:Mg, 1 U Tag Gold DNA Polymerase
(Applied Biosystems), 1X buffer PCR Il (contiene 10 mM Tris-HCI pH 8.3 y 50

mM KCI).

Por otro lado, se realiz6 la puesta a punto de los parametros técnicos

Optimos para el desarrollo de la amplificacién. En este sentido se estudié:

e Temperatura de hibridacién: 50, 55, 58, 59 y 60°C

e Ciclos: 30, 35y 40 ciclos.
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La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador Gene Amp PCR

Systems 2400 (Applied Biosystems).

El programa de amplificacién fue el siguiente: desnaturalizacion inicial
de 10 min a 95 °C, 30-40 ciclos a 95 °C durante 30 s, con una temperatura de
50-60 °C durante 30 s y a 72 °C durante 2 min; y una extensién final a 72 °C

durante 7 min.

Las muestras obtenidas pueden ser usadas inmediatamente o

guardadas a -20°C hasta su uso.

3.3.2. Electroforesis en gel de agarosa

Los productos amplificados se sometieron a electroforesis en gel de agarosa

para determinar las condiciones 6ptimas de amplificacion.

Reactivos:

» Agua desionizada estéril.

» Agarosa (Sigma ®).

A\

TAE 1X.
Buffer de carga 6X Azul/Naranja (G190A, Promega).

Bromuro de etidio (10 mg/mL) (Sigma®).

Y YV Vv

Marcador de peso molecular (Lambda DNA/Hind IIl, Promega).
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Equipo:

>
>
>
>
>

Cubeta de electroforesis (SCIE-PLAS).

Fuente de alimentacién (BIO RAD Power Pac 1000).
Transiluminador UV.

Horno microondas.

Careta proteccion UV.

Técnica:

. Se prepar6é una solucién de agarosa al 1,5% en TAE 1X. Se

calentd en un horno microondas hasta la fundicién de la agarosa.

. Se ensambl6 la cubeta y el peine.

. Se dej6 enfriar la solucion de agarosa hasta 55°C

aproximadamente. Se vertié sobre la cubeta y se eliminaron las
burbujas.

Se afadié TAE 1X sobre la cubeta hasta cubrir el gel.

Se carg6 cada pocillo con la mezcla de cada producto de PCR (50
uL) y 10 uL de buffer de carga.

Se realizo la electroforesis a 85 v, durante 30 min.

Se tin6é el gel con una solucién de bromuro de etidio con una

concentracion de 0,5 ug/mL durante 20 min.
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8. Las bandas fueron visualizadas iluminando el gel con luz UV.

3.3.3. Limpieza de los productos amplificados.

A continuacion se realizo la limpieza enzimatica del producto de amplificacion,
con 1 U de Exonucleasa | y 1 U de Fosfatasa Alcalina (USB, suministrada por

Amersham Biosciences), durante 30 min 37 °C seguido de 15 min a 80 °C.

3.3.4. Deteccion SNaPShot.

Para esta segunda amplificacion las secuencias de los cebadores (Tabla 7) se
disenaron para evitar la formacion de hibridos y estructuras secundarias. Los
cebadores fueron disefiados con tamano suficientemente diferente (28, 25, 24,
35, 30, 23, 23 y 33 nt para las mutaciones CD6, CD8/9, IVSI-1, IVSI-6, IVSI-
110, CD37, CD 39 vy IVSIl-1 respectivamente) para ser analizados
posteriormente de un modo exacto en el analizador genético en dos

reacciones multiplex (de forma simultanea).
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Tabla 7. Secuencia de los oligonucleotidos usados para la deteccion SnaPshot de las

mutaciones CD6, CD8/9, IVSI-1, IVSI-6, IVSI-110, CD37, CD 39 y IVSII-1

Mutacion Secuencia del cebador

CD6 5" TATATATCCATGGTGCATCTGACTCCTG 3°

CD8/9 5" TTAGCATCTGACTCCTGAGGAGAA 3’

IVSI-1 5" ATGTGAGGCCCTGGGCAG 37

IVSI-6 5'ATAATTATACCTTAAACCTGTCTTGTAACCTTGAT3’
IVSI-110 5" ATAATATGGCACTGACTCTCTCTGCCTATT 3’

CD37 5" TAGGCTGCTGGTGGTCTACCCTT 3’

CD39 5" CCCAAAGGACTCAAAGAACCTCT 3’

IVSII-1 5 TTATTATATATCGTGGATCCTGAGAACTTCAGG 3

Cada cebador se unira complementariamente al DNA en presencia de
ddNTPs (dideoxi NTPs) marcados fluorescentemente, [FJddNTPs, (Tabla 8).

La polimerasa s6lo extendera el producto de PCR en un nucle6tido.

Tabla 8. Fluor6foros unidos a cada uno de los ddNTPs.

ddNTP Fluoroforo Color analizado
A dR6G Verde
C dTAMRA"™ Negro
G dR110 Azul
T DROX™ Rojo
Reactivos:

» Agua desionizada estéril.

» Tubos de 200 uL para PCR (MicroAmp® Applied Biosystems).

» SNaPshot multiplex Ready Reaction Mix” (ABI Prims® SNaPshot™

Kit, Applied Biosystems).
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» 8 cebadores 0.2 uM cada uno

» Termociclador GeneAmp PCR system 2400-Applied Biosystems.
Técnica:

Con el fin de poner a punto cada una de las reacciones de
amplificacion para cada ensayo (una para cada mutacién), se estudid la
concentracion de los cebadores en un rango de 0.2-0.4 uM. La reaccion de
SNaPshot contenia, en un volumen final de 10 uL: 5 uL de “SNaPshot
multiplex Ready Reaction Mix” (ABI Prims® SNaPshot™ Kit, Applied
Biosystems), 3 uL del producto de amplificacién y una concentracién final de

0,2 a 0.4 uM de cebadores.

Ademas se estudié la temperatura de hibridacion en un rango de 55-
60°C con el siguiente programa de amplificacién: 10 min a 95 °C, seguido de

15 s a 95 °C y a continuacién 55-60 °C durante 1 min durante 30 ciclos.

Las muestras obtenidas pueden ser usadas inmediatamente o

guardadas a —20°C hasta su uso.

Con el fin de eliminar los [F]JddNTPs no incorporados, se trata el
producto de PCR con 0,5 U de Fosfatasa Alcalina, 1 h a 37 °C y a

continuacién 72 °C durante 15 min.
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3.3.5. Electroforesis capilar y deteccion fluorescente.

Los productos amplificados se analizaron por electroforesis capilar en un

analizador genético ABlI PRISM® 310 de Applied Biosystems.

Reactivos:

vV V V VvV V

A\

Agua desionizada estéril.

Formamida desionizada (Hi Di™ Applied Biosystems).

Marcador de peso molecular (GeneScan®-120 [LIZ]™ Applied
Biosystems).

Buffer con EDTA (ABI PRISM® 310 10X).

POP-4™ (Performance Optimized Polymer 4, Applied Biosystems).
Capilar de silice (ABlI PRISM® 310 Genetic Analyzer Capillary de
47 cm de longitud, 50 um de diametro, marcado en verde).

Jeringa 1 mL.

Dos viales 4 mL para el buffer y el agua.

Gradilla 48 pocillos.

Tubos 0,5 mL (Genetic Analyzer Applied Biosystems).

Tapones (Applied Biosystems).

Microcentrifuga (Centrifuge 5410 eppendorf).

Termociclador (GeneAmp® PCR System 9600).

Analizador genético ABI PRISM® 310 (Applied Biosystems).
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3.3.5.1. Preparacion de los productos amplificados.

Previamente a la electroforesis se mezclaron en un tubo ABI 310 de 0,5 mL: 1
uL del producto amplificado, 13,5 uL de formamida desionizada y 0,5 uL del
marcador de pesos moleculares GeneScan®-120 [LIZ]™ (15, 20, 25, 35, 50,
62, 80, 110, 120). Las muestras se llevaron al termociclador a 95°C para su
desnaturalizacion, durante 3 min e inmediatamente después se pusieron en

hielo.

3.3.5.2. Preparacion del equipo.

Analizador genético ABI 310.

Antes de inyectar las muestras en el analizador es necesario realizar los

siguientes pasos:

1. Establecer comunicacién entre el ordenador y el analizador.
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2. Abrir el software de recogida de datos “ABI PRISM™ 310
Collection”. Este programa recoge el dato crudo del andlisis de los
fragmentos en cada carrera. El dato crudo es la fluorescencia
detectada por la camara CCD de los fragmentos marcados,
separados en el capilar por electroforesis y excitados por el laser al

pasar por la ventana de deteccion.

3. Colocar el bloque de metacrilato limpio y seco.

Interior del analizador genético ABI 310.

4. Colocar el capilar. Antes de su colocacion se limpia la ventana del
capilar con un papel embebido en etanol absoluto. Tras limpiar la
ventana se introduce el capilar en la valvula que lo conecta con el
bloque de metacrilato hasta llegar a la primera interseccion y se

aprieta bien la valvula; es importante no rebasar esta primera
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interseccion para que el polimero pueda penetrar en el capilar. A
continuacién se sitia la zona de lectura del capilar en la ventana
del laser y se cierra la puerta del laser, se introduce el otro extremo
en la parte que contiene el electrodo negativo o catodo y se desliza
hasta que queden a la misma altura. Por ultimo se sujeta el capilar

con una cinta adhesiva contra la placa térmica.

Establecer la posicién de la jeringa y el “autosampler”. Calibracion

del “autosampler”.

Preparar 15 mL de buffer 1X vy llenar los viales de buffer del catodo

y anodo hasta la marca.

Relleno del capilar y del bloque de metacrilato con el polimero. El
polimero utilizado para el andlisis de fragmentos es el POP-4 y se
mantiene a 4-8°C. Media hora antes de su uso, se saca del
frigorifico para que se atempere. Con la jeringa bien limpia se toma
el volumen de polimero necesario en funcién del numero de
muestras, se enrosca bien para evitar pérdida de polimero y se
llenan los conductos del bloque de metacrilato evitando la

formacién de burbujas de aire.
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3.3.5.3. Programacion de las muestras.

3.3.5.3.1. Hoja de muestras (“sample sheet”).

Una vez abierto el programa ABI PRISM® 310 Collection se abre una nueva
hoja de muestras donde se introducira los datos de cada muestra y su
posicién en la gradilla. Se indicara que trabajaremos con cinco colores (figura
4). Se guarda la hoja en su carpeta correspondiente y se procede a la

realizacion de la lista de inyeccion.

l"‘- 310 Data Collaction Softwaie - Veigion 3000
Fie Edl instrument Window Help
S Untitied-2
‘GeneScan Sample Sheet
& Sample Hame I Collection Hame |Cnln( Sul| Sampie info | Comments l
A [TEST enanex | | -
-
- L 4 4
| K [
A3 [BT@101 M1 487 e - |
-
s .
ol + |
A5 [ET@102M1 487 =rines - |
.
i 1
ol & |
AT (ETE@I0I M1 487 eriones | I
| .
¥ {
| o]
AS [ET@104 M1 487 arihes -
e |
¥
3 Q ‘ -
4l ,

Figura 4. Hoja de muestras “sample sheet”.
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3.3.5.3.2. Lista de inyeccidn

En esta lista se incorpora la hoja de muestras creada, en ella es posible
modificar el orden de inyeccién de las muestras e incluso repetir algunas de
las muestras, cambiando alguno de los parametros, como el tiempo de
inyecciéon. La primera columna indica los datos de las muestras. La segunda
columna especifica el médulo de analisis el cual contiene las funciones
especificas ejecutadas para el proceso de analisis de las muestras (figura 5).
Para nuestro caso el mddulo seleccionado es el GS STR POP4 (1mL)
E5.md4. Este mddulo establece unas condiciones de electroforesis que

pueden ser modificadas:

> Voltaje y tiempo de inyeccién (para inyeccién electrocinética):
ambos parametros pueden ser variados para regular la cantidad de
DNA que entre en el capilar. Asi, en el caso de obtener una senal
débil en una muestra es posible aumentar el tiempo de inyeccion
para permitir que se inyecte mas cantidad de producto amplificado
al capilar y que aumente la seinal de fluorescencia. No obstante, un
tiempo de inyeccién excesivo puede originar una pérdida de

resolucion. Se estimé un tiempo de 5 segundos.

> Voltaje de electroforesis: el voltaje estandar es 319 V/cm para

fragmentos analizados utilizando el polimero POP-4. Para un
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E'.-3IEI Data Collection Softwase - Verzion 3.0.0
fle Edt hstumenl Wndow Help

14 GeneScan Injection Shiet . Untitled.2

Sample Sheet:  Sample ShestTueFen 0510 *| (1 | mun | I Paae | W |

LengthtoDetector: [30 em  Operstor: ) Antonio Gomez Capllia

capilar de 47 cm esto supone un voltaje total de 15 KV vy la
corriente a este voltaje es de 7-9 uA. Bajo estas condiciones
electroforéticas el tiempo necesario para que un fragmento de 400
pb llegue a la ventana de deteccion es de unos 25 min

aproximadamente.

Temperatura de electroforesis: para andlisis de fragmentos esta

temperatura debe ser de 60°C.

Tiempo de electroforesis: normalmente el tiempo de electroforesis
programado es un 10% superior a la media del tiempo necesario

para que migre el fragmento de mayor tamafio que nos interese.

Se estimd un tiempo de 24 min.

inj# | Tube & Sample Hame | Module | wisecs | miky | Runky Run'C | RunTime MatrixFile |
1 |A1 - TEST Saq Fil Capllary ma5 0 00 [ 0 0IGS_Malrix_C.tx 4
2 |Af.TEST [Test CCD 5.Color mdS [ 00 [T 0 SIS _atrix_C mix I
3 |AI-OTEI0I M1 4B7 55 STR POPA(1 mL)ES M., | 5 150 150/ &0 20IG5_SNP_E_Scolores At |
4 |AS.GT@I0ZMI &B7  GSSTRPOPA(I mLIES M. | El 150 150 &0 20/G5_SNP_E_Scokees x|
5 |A7.BT@IOGMI 487 (G5 STRPOPA(1 mL)ESM. | g 150 150 &0 IG5 _ZNP F Scoloresmix |
3 5| 150 150 60 24/G5_SNP_E_Stolres x|

|43 - ETER04 M1 8-6-7 G5 STR POPA {1 ML) ESIN..|
Al = TEST

_.

0GS_Malrix_C mix

Figura 5. Hoja de inyeccién.
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Antes de comenzar la inyeccion de las muestras se llevan a cabo dos
funciones en al analizador: primero relleno del capilar (“Seq fill capillary”) y a
continuacién el test de los cinco colores (“Test CCD 5-Color”) cuya funcién es
comprobar que la ventana del capilar esta limpia y colocada correctamente.
Este test tiene una duracion de 5 minutos y en el debemos comprobar que la
linea basal de los cinco colores esta entre 800 y 2500 en escala vertical
(intensidad de fluorescencia). Una vez completada la lista de inyeccién y
habiéndose alcanzado la temperatura de electroforesis, se inicia el analisis

pulsando el comando “run”.

3.3.5.4. Analisis de los resultados.

Los fragmentos se analizaron con el filtro E y su matriz correspondiente
(matriz matematica que corrige el solapamiento espectral de la emision
fluorescente) GS_Matriz_ E.mtx. Se utiliz6 el programa ABI PRISM®
GeneScan v3.7.1 (Applied Biosystems) para determinar con exactitud el
tamafno. Esto es posible gracias a la comparacion de la movilidad
electroforética de cada producto de amplificacién con la curva de calibracién
creada con los fragmentos del estandar analizados simultdneamente en cada

muestra.
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3.4. DETERMINACION DEL TAMANO DE LOS FRAGMENTOS

DE DNA.

El tamano de los fragmentos de DNA que detecta cada una de las mutaciones
se determin6é de forma empirica, para ello se uso6 el kit SNaPshot® Primer

Focus™ (Applied Biosystems).
Procedimiento:
Master Mix por reaccion:
» SNaPshot® Primer Focus™ ddNTP...4 pl
>  SNaPshot® Primer Focus™ 10X Reaction Buffer...1pl
»  SNaPshot® Primer Focus™ Cofactor...1 pl
»  SNaPshot® Primer Focus™ Enzyme...0,1 pl
» Agua desionizada...2,9 pl

Para cada reaccién, se afade a los 9 ul de Master Mix, 1 ul de cebador

2 uM.

El programa de amplificaciéon fue el siguiente: 37 °C durante 15 min

seguido de 10 min a 70°C.
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La limpieza de los productos y electroforesis se realizé de acuerdo al

procedimiento anteriormente detallado.
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4. RESULTADOS.

4.1. ANALISIS DE LAS MUTACIONES EN EL GEN HBB.

La técnica de la PCR permite obtener copias de un fragmento de DNA de un
modo exponencial, mediante una serie de etapas sucesivas de
desnaturalizacién de la doble hebra de DNA, emparejamiento de cebadores
especificos y extension por parte de una DNA polimerasa. Esta amplificacién

permite obtener material para el posterior analisis de mutaciones.

Con el fin de llevar a cabo el diagnéstico molecular de las mutaciones
en el gen HBB, hemos puesto a punto una técnica basada en la deteccién
fluorescente y la electroforesis capilar. En concreto, es un ensayo de

extension de una Unica base, que comprende dos reacciones de amplificacion:

En la primera reaccion se amplifica el fragmento de DNA que
comprende las mutaciones objeto de estudio (CD6, CD8/9, IVSI-1, IVSI-6,
IVSI-110, CD37, CD 39 y IVSII-1). El amplicén obtenido se encuentra en
solucién junto con el enzima Taq polimerasa, los componentes del buffer, los
cebadores y los dNTPs que no hayan reaccionado. Para evitar la participacién
de los cebadores y los dNTPs en la reaccion de extensién de un solo
nucleétido, estos se eliminan respectivamente con las enzimas exonucleasa y

con la fosfatasa alcalina.
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En la segunda reaccion, reaccién de extensién de un solo nucleétido,
los cebadores difieren en su longitud para evitar el solapamiento entre los
productos que se obtengan. Cada cebador se une complementariamente al
DNA. En presencia de ddNTPs marcados fluorescentemente ([FJddNTPS), la

polimerasa sélo extendera el producto de PCR en un nucleétido.

Para las mutaciones IVSI-1, IVSI-110, CD37, CD 39 y IVSII-1 se
incorporara un nucleétido de guanina (marcado en azul) en el caso de un alelo
normal y un nucleétido de adenina (marcado en verde) en el caso de un alelo
mutado. Para las mutaciones CD6 y IVSI-6 se incorporara un nucleétido de
adenina (marcado en verde) en el caso de un alelo normal y un nucleétido de
guanina (marcado en azul) en el caso de un alelo mutado y finalmente para la
mutacién CD8/9 se incorporara un nucleétido de timina (marcado en rojo) en el
caso de un alelo normal y un nucleétido de guanina (marcado en azul) en el

caso de un alelo mutado.

Los [F]JddNTPs que no se incorporen pueden migrar junto con los
fragmentos objeto de nuestro estudio. Para evitar esta interferencia se

eliminan mediante un tratamiento con fosfatasa alcalina.

El andlisis de las muestras se realiza mediante electroforesis capilar y
deteccion fluorescente y los datos obtenidos se analizan con el software

GeneScan v3.7.1. Para que el analisis sea satisfactorio y robusto, se utilizé6 un
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marcador interno de peso molecular marcado con el fluoréforo LIZ [GeneScan
120 LIZ (15-120 nt)] especialmente disefiado para ser usado en la deteccién

de fragmentos pequenos.

Egb 0 a0 @0 o 100 13
1 15 i
‘ | 62
| 80
11“ 120
i 25
70 50

Figura 4. Electroforegrama del marcador interno GeneScan 120 LIZ de pesos moleculares con
la asignacion especifica del tamano de los picos usados para el andlisis de las muestras.

A cada fragmento especifico del marcador interno se le asigna su
tamafo correspondiente y esta informacion se utiliza por el software para
construir una curva patron usando el método Local Southern, que determina el
tamano de fragmentos usando la relacién reciproca entre la longitud del

fragmento y su movilidad (Figura 5).
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Ml GeneScan 3.7 - [TR@169 4-2-82-4-08-12-02 PM.za]
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Figura 5. Curva patrén del marcador interno de peso molecular GeneScan LIZ 120.

Los fluoroforos usados en el marcaje de los ddNTPs modifican la
movilidad electroforética de los fragmentos de DNA, asi, los tamanos
obtenidos tras el andlisis diferirdn en unas pocas bases del tamafo real. Esto
es debido a que la contribucion relativa del fluor6foro en la movilidad
electroforética es mayor en los fragmentos cortos. Para conocer los tamarnos
de los fragmentos de DNA se realizdé una reaccion SNaPshot® PrimerFocus

para cada cebador (Tabla 9) (Figura 6-13).
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Tabla 9. Tamano de los alelos de cada mutacioén.

MUTACION ALELO NORMAL (nt) ALELO MUTADO (nt)
CD6 34.43 31.98
CD8/9 31.75 30.32
IVSI-1 22.39 24.74
IVSI-6 38.49 37.33
IVSI-110 33.28 35.11
CD37 26.67 29.77
CD39 23.87 26.23
[VSII-1 36.29 37.99
TAMANO (NUCLEOTIDOS)
30 3|5
Primer Focus CD&
= 2000-
z
J
=
g
=
E 1000-
2
=
ol _

| 33.87 | 33,43 |

| 31.98 |
32.87

Figura 6. Electroforegrama de la reaccion de Primer Focus correspondiente a la mutacion

CD6.
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TAMANO (NUCLEGTIDOS)

30 35
| |

Primer Focus CD8/9 ﬂ

1000

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

04

Figura 7. Electroforegrama de la reaccion de Primer Focus correspondiente a la mutacion
CD8/9.

TAMANO (NUCLEOTIDOS)
zls

Primer Focus IVSI-1

400-

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA

m Z24.74

Figura 8. Electroforegrama de la reaccion de Primer Focus correspondiente a la mutacion
IVSI-1.
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TAMANO (NUCLEQTIDOS)
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Figura 9. Electroforegrama de la reaccion de Primer Focus correspondiente a la mutacion
IVSI-6.
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Figura 10. Electroforegrama de la reaccion de Primer Focus correspondiente a la mutacion
IVSI-110.
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TAMANO (NUCLEOTIDOS)
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Figura 11. Electroforegrama de la reaccion de Primer Focus correspondiente a la mutacion
IVSI-110.

TAMANO (NUCLEOTIDOS)
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Figura 12. Electroforegrama de la reaccion de Primer Focus correspondiente a la mutacion
CD39.
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TAMANO (NUCLEOTIDOS)
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Figura 13. Electroforegrama de la reaccion de Primer Focus correspondiente a la mutacion
IVSII-1.

Las condiciones 6ptimas para la amplificacién del amplicon donde se
encuentran las mutaciones objeto de estudio, de acuerdo con lo expuesto en

el apartado Material y Método, fueron las siguientes:

Concentracion DNA 50 ng

Concentracion de los cebadores: 0,2 uM.

Temperatura de hibridacién: 55°C

Ciclos: 30
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Las condiciones Optimas para el ensayo de extension de un Unico nucledétido,
de acuerdo con lo expuesto en el apartado Material y Método, fueron las

siguientes:

Temperatura de hibridacion: 59°C

Ciclos: 30

Concentracion de cebadores: 0,2 uM

La aplicacién de este método en una muestra de DNA perteneciente a
un individuo que no presenta ninguna de las mutaciones objeto de estudio se

distingue:

a) cuatro picos en la multiplex 1 (M1), el primer pico (azul)
corresponde al alelo normal para la mutacién IVSI-1, el segundo
pico (azul) corresponde al alelo normal para la mutacién CD37, el
tercer pico (verde) corresponde al alelo normal para la mutacion
CD6 vy el cuarto pico (verde) corresponde al alelo normal para la

mutacién IVSI-6 (Figura 14).

b) cuatro picos en la multiplex 2 (M2), el primer pico (azul)
corresponde al alelo normal para la mutacién CD39, el segundo

pico (rojo) corresponde al alelo normal para la mutacion CD8/9, el
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tercer pico (azul) corresponde al alelo normal para la mutacion
IVSI-110 y el cuarto pico (azul) corresponde al alelo normal para

la mutacién IVSII-1 (Figura 15).

TAMANO (NUCLEOTIDOS)
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Figura 14. Electroforegrama de la multiplex 1 de un individuo con alelo normal para las
mutaciones estudiadas.
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TAMANO (NUCLEOTIDOS)
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Figura 15. Electroforegrama de la multiplex 2 de un individuo con alelo normal para las

mutaciones estudiadas.

En el analisis multiplex de las muestras de DNA de los 125 individuos

estudiados se detectaron los siguientes genotipos: IVSI-1 heterocigoto, CD8/9

heterocigoto, IVSI-6 homocigoto, IVSI-110 heterocigoto, CD39 heterocigoto y

HbAS, cuyos resultados se muestran respectivamente en las figuras 16, 17,

18,19, 20 y 21, donde “m” indica alelo mutado y “n” alelo normal.

En el caso de que no exista alteracién alguna en el amplicdn

correspondiente para la deteccion de la mutacién CD6, en el ensayo de

extension de un nucleétido usado por nosotros, se unira un ddATP al cebador
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usado para detectar la posible alteracién dando lugar en el electroforegrama a
un pico de color verde. En el caso de que se produzca la delecién del
nucleétido de adenina causante de la mutacién CD6 el ddNTP que se une al
cebador en este caso es el ddGTP y por lo tanto da lugar en el
electroforegrama a un pico de color azul. Cuando la alteracién se produce por
el cambio de la adenina por una timina entonces este cambio produce la

anemia falciforme y el pico resultante es de color rojo (figura 21).
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Figura 16. Electroforegfama de la rhultiplex 1 de un individuo heterocigoto para la mutacién
IVSI-1.
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Figura 17. Electroforegrama de la multiplex 2 de un individuo heterocigoto para la mutacion
CD8/9.

INTENSIDAD DE FLUORESCENCIA
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Figura 18. Electroforegrama de la multiplex 1 de un individuo homocigoto para la mutacion
IVSI-6.
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Figura 19. Electroforegrama de la multiplex 2 de un individuo heterocigoto para la mutacion
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Figura 21. Electroforegrama de la multiplex 1 de un individuo heterocigoto para la HbS.

4.2. PACIENTES.

Este método se utilizé para la caracterizacion molecular de B-talasemia de 125

individuos del sur de Espafia cuyos resultados se recogen en la tabla 10.
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Tabla 10. Caracterizacion molecular de las mutaciones estudiadas asociadas a la B-talasemia.

Mutaciones Alelos % Fenotipo
IVSI-1 13 16.6 °
IVSI-6 4 5.1 B*
IVSII-1 0 0 Be
IVSI-110 15 19.2 B*
CD6 0 0 °
CD8/9 10 12.8 0
CD37 0 0 ©
CD39 35 44.8 °
HbAS 1 1.3

Tabla 11. Distribucién regional de pB-talasemia en Espara (Villegas, et al., 2001) en
comparacion con la llevada a cabo en nuestro estudio.

Mutaciones | Andalucia | Catalufia | Huelva | Valencia | Mallorca | Espafia esEttth:io
IVSI-1 22.3 13.0 55.6 9.3 3.1 3.5 16.6
IVSI-6 8.9 10.2 5.6 16.3 - 15.5 5.1
IVSII-1 - - - - - - 0
IVSI-110 26.7 8.8 - 4.7 24.2 8.5 19.2
CD6 - 2.9 - 18.6 20.4 5.0 0
CD8/9 - - - - - - 12.8
CD37 - - - 4.7 - 1.7 0
CD39 31.1 43.2 33.3 44.2 45.9 64.0 44.8
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Tabla 12. Media de los datos hematoldgicos de los pacientes a quienes se detectd alguna
mutacion.

MUTACIONES

hem;ztlgz s r':‘:r“rg; IVSI-1 | IVSI-6 | IVSI-110 | CD8/9 | CD39 | HbAS
M. | 4254 | 59 | 55 | 56 | 61 | 57 | 45
o 12-16 | 121 | 119 | 118 | 121 | 11.3 | 108
Y 81-99 | 642 | 673 | 656 | 64 | 63 | 76.4
';'fg";' 2731 | 204 | 21.6 | 212 | 201 | 19.8 | 24.3
o 115145 | 156 | 199 | 155 | 151 | 16 | 159
C(g'/gl")" 3337 | 319 | 321 | 324 | 31.3 | 355 | 31.8

F(ﬁ';;g'}f 30-400 | 146 | 170 93 133 | 75 3
Mo <38 | 45 | 45 | 46 45 | 47 | 45
*(";’)F 0-2 11 | 39 | 043 09 | 11 | 05
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5. DISCUSION.

Los rapidos avances que se estan consiguiendo en la compresion de la vida a

nivel molecular, estdn cambiando en muchos aspectos la medicina.

En la actualidad es posible conocer las diferencias entre la secuencia
de DNA de un gen normal y de su alteracion responsable de una enfermedad,
lo que ha permitido disefar pruebas que puedan detectar estas diferencias y

asi diagnosticar a nivel molecular la enfermedad.

Se admite hoy en dia que la mayoria de las enfermedades tienen una
causa molecular, cualquier enfermedad cursa en mayor 0 menor medida con
alteraciones en la estructura, propiedades, metabolismo o funciéon de las
biomoléculas; de ahi que un estudio moderno de la enfermedad requiera la
consideracion de los aspectos moleculares que acompanan a las
observaciones clinicas. Las clasificaciones clinicas se basan en el diagnéstico
a partir de la observacién médica (exploracién) con el apoyo de los datos del
laboratorio. Las clasificaciones moleculares, o el estudio de la enfermedad
bajo un enfoque molecular, se basan exclusivamente en criterios genotipicos.
Los polimorfismos de un Unico nucleétido (Single Nucleotide Polymorphisms,
SNPs) son las variaciones mas frecuentes en la secuencia del DNA, ganando

cada vez mas importancia en las aplicaciones biologicas y biomédicas.
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Pueden afectar tanto a regiones codificantes del genoma como no
codificantes. Los SNPs ocurren en un rango de 1.3 Kb en el genoma humano,
y son fundamentalmente bi-alélicos (Smigielski EM et al., 2000; Venter JC et

al., 2001).

Estas alteraciones del genoma, en algunos casos, son responsables

de determinadas enfermedades como es el caso de la B-talasemia.

Se han descrito una gran variedad de métodos para el diagndstico de
las mutaciones relacionadas con la B-talasemia. La mayor parte de los
estudios para el diagnéstico molecular estan basados en la amplificacion de la

regidon especifica por PCR, seguido de la deteccién de la mutacion:

1. Analisis de polimorfismos de conformacion de una sola hebra

(SSCP).

Es una técnica usada para la identificacién de nuevas mutaciones y de
diferencias genéticas. Se amplifica mediante PCR un fragmento de 200-300
bases del DNA gendmico, se desnaturaliza y se corren en un gel de
archilamida. Las hebras de DNA presentaran una estructura secundaria de
acuerdo con su secuencia nucleotidica, asi, el cambio de la secuencia de DNA
producird una estructura secundaria diferente, que resultara en una movilidad

electroforética distinta (Orita et al., 1989).
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2. Andlisis mediante enzimas de restriccion.

Quizas sea el método mas usado, la importancia de estas enzimas
radica en su gran especificidad de reconocimiento de una secuencia corta de
DNA duplex y la consiguiente hidrélisis de un enlace fosfodiéster en cada
hebra, justamente en secuencias concretas del DNA llamadas sitios de

reconocimiento o de restriccion.

Las mutaciones crean un sitio de restriccidn, la enzima cortara el alelo
que contiene la mutacién y no el salvaje. Mediante electroforesis en gel de
agarosa se pueden separar los dos alelos de acuerdo a la diferencia de
tamano de los fragmentos generados en el analisis de restriccién (Stott MK et

al., 1999).

3. Andlisis de heteroduplex.

Se basa en la amplificacion de un fragmento de DNA gendmico, este
fragmento se desnaturaliza e inmediatamente se renaturaliza, para favorecer
la unién de las dos hebras, con otro fragmento corto de acido nucléico,
llamado sonda, de secuencia conocida y complementaria a la secuencia
diana, marcado de forma que permita su deteccién (radiactivo, coloreado,

fluorescente), formandose un heteroduplex.
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Cuando los fragmentos son renaturalizados y son corridos en un gel de
acrilamida, las regiones no complementarias de los fragmentos de DNA
formaran una horquilla que sera el responsable de una migracién mas lenta
del heteroduplex. Mutaciones y variaciones en la secuencia del DNA se
detectan por la presencia de bandas que alteran la movilidad en el gel (Su et

al., 2003).

4. Hibridacién especifica de cebadores.

Una pequena regidén del gen se amplifica se transfiere y se fija a una
membrana de nylon, se hibrida con una sonda marcada, la cual es
complementaria en secuencia al gen mutado o al haplotipo particular. La
sonda puede estar marcada radiactivamente o no, y visualizarse por

colorimetria o quimioluminiscencia (Queck et al., 2007).

Los requerimientos necesarios de los métodos de diagnostico y de
screening incluyen entre otras caracteristicas las de poseer una alta
especificidad y reproducibilidad, bajo coste y la posibilidad de poder
automatizarse. La tecnologia empleada en el diagnéstico genético debe ser
suficientemente robusta para permitir una clasificacion exacta de todos los

posibles genotipos del locus genético estudiado (Eng B et al., 2007).
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No obstante muchos de estos métodos requieren tiempo para su
ejecucién, una manipulacion excesiva de la muestra con aumento del riesgo
de contaminacion y por lo tanto no gozan de la simplicidad y rapidez
suficientes para ser usados de forma rutinaria en el diagnostico molecular de

enfermedades de origen genético como la B-talasemia.

Recientemente el analisis de los fragmentos de DNA obtenidos por
PCR se han podido detectar, cuantificar y en cierta medida automatizar
gracias a una nueva metodologia basada en la deteccién de la fluorescencia
del DNA ( Fluorescence Based DNA Analisis Technology, FDAT ).Esta
combinacién de tecnologia PCR/FDAT ofrece el potencial suficiente para

automatizar y caracterizar a bajo costo las mutaciones genéticas.

Esta tecnologia permite realizar:

a) Secuenciacién automatica de 600 bases con 98.5% de exactitud
en un tiempo total de 2.5 horas

b) Medicién de tamanos de diferentes fragmentos de DNA con una
resolucién de 2 bases en un tiempo de unos 20 minutos

c) Cuantificaciéon de productos de RT-PCR de hasta 1000 pares de
bases con una precisién mayor del 4%

d) Deteccion automatica de fragmentos de DNA fluorescentemente

marcados mediante electroforesis capilar
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El uso de la tecnologia PCR/FDAT junto con la electroforesis capilar
aumenta significativamente tanto la resolucién como la sensibilidad de los
ensayos, lo que permite trabajar con cantidades de DNA mucho menores,
siendo ademas necesario usar un numero menor de ciclos en la amplificacion

por PCR.

En el presente estudio se ha llevado a cabo la puesta apunto de un
nuevo ensayo multiplex de extensién de una Unica base para la deteccidon
simultanea de las mutaciones mas frecuentes de la regiébn mediterranea,

utilizando la deteccién fluorescente y electroforesis capilar.

El ensayo de extensién de una uUnica base, aqui descrito, permite de
una forma especifica y reproducible la discriminacién alélica de las diferentes

mutaciones diagnosticadas relacionadas con la 3-talasemia.

Nuestro ensayo se ha basado en el uso de la electroforesis capilar, que
ha permitido la identificacién de las mutaciones objeto de estudio de una forma
rapida, eficaz y evitando la toxicidad de los productos usados en la
electroforesis tradicional en geles (archilamida, bromuro de etidio, etc.),
ademas de minimizar los costes ya que se requieren volumenes mas

pequenos de muestra para realizar el diagnéstico.
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Este ensayo se basa en el uso de ddNTPs marcados fluorescentemente
junto con cebadores no marcados, los cuales se unen especificamente al DNA
en la posicion adyacente al nucleétido responsable de la mutacién. En
presencia de la polimerasa el cebador se extendera en una Unica base,
uniéndose el extremo 3" del cebador el ddNTP complementario dando un
fragmento marcado fluorescentemente, que posteriormente se somete a
electroforesis  capilar detectandose la  fluorescencia del ddNTP

correspondiente.

El ensayo multicolor ofrece numerosas ventajas sobre los métodos
tradicionales usados para la deteccion de las mutaciones responsables de la
B-talasemia, entre ellas se encuentra la rapidez, la simplicidad, una menor
manipulacion de las muestras evitando de esta forma posibles
contaminaciones, junto con la posibilidad de semi-automatizacion y de analisis

de un gran nimero de muestras que permite el uso de la electroforesis capilar.

La elevada especificidad de la incorporacion de un solo ddNTP,
catalizado por una DNA polimerasa, hace que la reaccion de SNaPshot sea un
método adecuado para la determinacion de los polimorfismos de un solo

nucleétido.

La posibilidad de usar un marcador interno de pesos moleculares

permite la linearizacién de los picos y asi poder detectar el fragmento de DNA
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objeto de estudio tanto por su tamano, como por su color, detectando de forma

simultanea, en dos multiplex, las diferentes mutaciones.

La utilizacion del software de recogida de datos y de andlisis de los
mismos, Data Collection y GeneScan permite ademas la posibilidad de
trabajar con 4 o 5 fluoréforos diferentes, y por lo tanto realizar el estudio

simultaneo de las mutaciones objeto de estudio.

Esta tecnologia nos ha permitido desarrollar un método nuevo
semiautomatico, de una alta reproducibilidad, ya que Ila movilidad
electroforética de los fragmentos analizados varia = 1 nt del tamafio que
presenta el fragmento, y también de una gran sensibilidad debido a la
deteccion de la fluorescencia de los fluoréforos unidos a los fragmentos objeto

de analisis.

Las talasemias constituyen un grupo de enfermedades hereditarias
caracterizadas por una reducciéon o ausencia completa de la sintesis de una o

mas cadenas de globina.

La mayoria de los defectos genéticos responsables de la B-talasemia
en Espana corresponde a mutaciones puntuales que afectan a uno de los
procesos moleculares relacionados con la expresidon, transcripcion o el

procesamiento del gen de la B-globina. Es por eso que el método desarrollado
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por nosotros en este trabajo, capaz de detectar las variaciones de un Unico
nucleétido, es adecuado para la deteccion de las alteraciones genéticas

causantes de la B-talasemia en nuestra region.

La distribucion geografica de esta enfermedad esta relacionada con dos

factores:

a) El origen y la ventaja biolégica que las mutaciones que producen
la B-talasemia en regiones donde existe o haya existido malaria.

b) Diferencias entre distintas poblaciones.

Cada grupo étnico tiene su propio espectro de alelos, y cuando una
misma mutacién aparece en dos grupos raciales diferentes se puede explicar
porque ambos grupos raciales tengan origenes diferentes. Asi, las mutaciones
que produce la B-talasemia se producen con una alta incidencia en la regién

mediterranea, Africa tropical, sudeste de Asia y sur de China.

En Espana la frecuencia de heterocigotos con Hb A, elevada se situa
entre 0.1-2 %, cifra mas baja que la que se da en otras regiones del

mediterraneo (Beris et al., 1995).

Se han descrito mas de 170 mutaciones diferentes causantes de la -

talasemia en el mundo (Hardison et al., 1998), aunque solo 5 0 6 de ellas son
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responsables de mas del 80% de los alelos talasemicos detectados en

diferentes regiones geograficas con una alta prevalencia de la B-talasemia.

De acuerdo con esto, hemos seleccionado para nuestro estudio las 8
mutaciones que se producen en Espafa con una frecuencia mayor (IVSI-1,
IVSI-6, IVSI-110, CD6, CD8/9, CD37, CD39) (Moreno et al., 2002; Villegas et
al., 1998), incluso hemos incluido en nuestro estudio la mutacion IVSII-1 que

se ha detectado por primera en Espana recientemente (Moreno et al., 2000).

El diagnéstico prenatal esta adquiriendo recientemente una nueva
dimensién en relacién con la prevencion de la B-talasemia, sin embargo para
que estos estudios puedan llevarse a cabo es necesario conocer mejor las
mutaciones y su incidencia en un area de poblacion concreta, nuestro estudio
contribuira sin duda a adquirir un mejor conocimiento de la genética molecular

de la B-talasemia en la poblacion de Granada.

El método que hemos desarrollado en este trabajo se ha aplicado al
diagnéstico de 250 cromosomas pertenecientes a 125 individuos de los
cuales, 106 encajan con el criterio diagnéstico de B-talasemia por presentar

valores de Hb A, superior a 3,8 % y VCM menor a 81 fl.

Del estudio llevado a cabo en los 106 pacientes hemos identificado el

73% de los alelos que se agrupan en 5 mutaciones diferentes (IVSI-1, IVSI-6,
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IVSI-110, CD8/9, CD39). De estas mutaciones el 44,8% de los alelos son
debidos a la mutacion CD39, seguida en frecuencia por la mutaciéon IVSI-110
con un 19,2 %, la IVSI-1 con un 16,6 %, la CD8/9 con un 12,8 % y la IVSI-6

con un 5,1% (Tabla 11).

Estos resultados concuerdan con lo publicado para otras regiones
europeas tales como Grecia, ltalia y Portugal con las que coinciden la
frecuencia de 4 de las 8 mutaciones estudiadas en este trabajo (IVSI-1, IVSI-6,

IVSI-110 y CD39) (Villegas et al., 2001).

La quinta mutacién detectada por nosotros (CD8/9) varia sin embargo
su frecuencia entre las distintas regiones y entre los diferentes estudios
llevados a cabo. Esta mutacién junto con la IVSI-1 representa la tercera y
cuarta mutacién mas frecuente de nuestro estudio, resultados que demuestran
una vez mas la heterogeneidad molecular de la B-talasemia en Espafa donde
la mutacién CD8/9 se presenta con una relativamente alta frecuencia que no
se produce en otros paises de nuestro area. Asi por ejemplo, en Portugal la
mutacién CD8/9 se manifiesta con una frecuencia muy inferior (1,5%) a la

detectada por nosotros (Ribeiro et al., 1997).

Del resto de las mutaciones estudiadas en los pacientes en este
trabajo, no se detecté la presencia de CD6, CD37 e IVSII-1. Este resultado no

es sorprendente ya que coincide con otros estudios llevados a cabo en otras
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regiones de Espana si exceptuamos la regién de Valencia donde en el ano
2000 se detect6 por primera vez la presencia de la mutacién IVSII-1 (Moreno

et al., 2000).

La B-talasemia causada por la mutacion IVSIl-1 es relativamente
frecuente en ciertos paises fronterizos con el a&rea mediterranea pero es muy
rara su presencia en otros paises. Dentro de los paises del entorno
mediterraneo esta mutacidn es particularmente frecuente en Hungria, Turquia
y Libano (Flint et al., 1998) y representa el 3-7 % de la B-talasemia. En otras
regiones como Checoslovaquia o Azerbaiyan esta mutacion representa el 14-

16% de las alteraciones moleculares detectadas en la B-talasemia.

En la peninsula ibérica se ha publicado la existencia de un solo caso de
B-talasemia debido a la mutacién IVSII-1 entre 88 talasémicos estudiados

(Cabeda et al., 1999).

A pesar de que la mutacion CD6 se produce con una baja frecuencia en
la region andaluza (Villegas et al., 2001) la hemos elegido para incluirla entre
las mutaciones objeto del estudio llevado a cabo en la provincia de Granada,
puesto que con el disefio del método y de los oligonucleétidos llevado a cabo
en este trabajo permite no solo determinar el polimorfismo de un Unico

nucleétido para la deteccién de la mutacién CD6 [esta mutaciéon se produce
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por la delecion de un nucleétido de adenina que alteraria la pauta de lectura
del mensajero (mutacion frameshift)] sino que permite igualmente detectar un
posible cambio del nucleétido de adenina por timina. En este caso el codén
resultante codifica una valina en vez del amino&cido glutamico en la posicion 6
de la cadena beta de la globina dando lugar a la alteracién conocida como

anemia falciforme.

Es decir, el disefio del oligonucleétido realizado por nosotros permite
detectar no solo la mutacién CD6 responsable de la B-talasemia sino también
la alteracién responsable de la anemia falciforme, lo que nos ha dado la
oportunidad de diagnosticar entre los 125 individuos estudiados un individuo
heterocigoto para la HbS (figura 21). La Hb S presenta una incidencia de
entre un 40% y 50% en algunas regiones de Africa, el 25% en Turquia, Arabia
Saudi, Israel y sur de la India, y el 32% en algunas zonas muy restringidas del
sur de Europa (Sicilia, Chipre, Grecia). La Hb S puede afectar también la raza
blanca y su incidencia es variable en diferentes regiones del area
mediterranea como, por ejemplo, Grecia, Chipre, sur de ltalia, Sicilia, Espana y
Portugal. En Espafia las areas con especial incidencia de esta

hemoglobinopatia son Andalucia y Extremadura.

En relacibn con los datos hematolégicos de los pacientes, se

encontraron para todas las mutaciones detectadas valores de hematies,
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hemoglobina, VCM, ADE, ferritina y Hb A, que estan de acuerdo con los

criterios establecidos en el diagndstico hematolégico de la B-talasemia.

Estos resultados difieren de los resultados encontrados en el caso de la
Hb AS detectada en nuestro estudio y que presenta anemia con VCM menor a
81 fl, bajo nivel de ferritina y aumento de Hb A,, situacién que es compatible

con la asociacion Hb S y B-talasemia (tabla 12).
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CONCLUSIONES.

La elevada especificidad de la incorporacion de un solo ddNTP,
catalizado por una DNA polimerasa, junto con la electroforesis capilar y
deteccion fluorescente hace que la reaccion SNaPshot sea un método
adecuado para la determinacién de los polimorfismos de un solo

nucleoétido responsables de la B-talasemia.

Las condiciones ideales para la deteccion de las mutaciones
responsables de la B-talasemia desarrollada en este trabajo han sido

las siguientes:

a) Reaccién de amplificacion del amplicon:

Concentracion de DNA 50 ng, , una concentracion de cebadores de 0,2
uM, 200 uM dNTPs, 1,5 mM de CloMg, 1 U Tag Gold DNA Polymerase
(Applied Biosystems), 1X buffer PCR Il (contiene 10 mM Tris-HCI pH
8.3 y 50 mM KCI), en un volumen final de reaccién de 25ul. El programa
de amplificacién fue el siguiente: desnaturalizacion inicial de 10 min a
95 °C, 30 ciclos a 95 °C durante 30 s, con una temperatura de 55 °C
durante 30 s y a 72 °C durante 2 min; y una extensién final a 72 °C

durante 7 min.

Tomas de Haro Mufoz 111



CONCLUSIONES

b)  Reaccién de extension de un Unico nucleétido:

La reaccién de SNaPshot contenia, en un volumen final de 10 uL: 5 uL
de “SNaPshot multiplex Ready Reaction Mix”, 3 pL del producto de
amplificacion y una concentracion final de 0,2 uM de cebadores. El

programa de amplificacion fue el siguiente: 10 min a 96 °C, seguido de

30 ciclos a 95°C durante 15 s, 59 2C durante 1 min.

La aplicacién de este método ha permitido identificar el 73 % de los
alelos responsables de la B-talasemia que se agrupan en cinco

mutaciones diferentes (IVSI-1, IVSI-6, IVSI-110, CD8/9 y CD39).

La frecuencia alélica de las mutaciones detectadas ha sido la
siguiente: 44.8% para la mutacion CD39 seguida en frecuencia por la
mutaciéon IVSI-110 con 19,2%, IVSI-1 con 16.6%, la CD8/9 con un

12.8% y la IVSI-6 con un 5.1%.

De los 125 casos estudiados se ha detectado un individuo con Hb S

en heterocigosis.
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