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INTRODUCCION

Gracias a la facilidad con que pueden obtenerse y purificarse
grandes cantidades de hemoglobina humana; esta proteina ha
contribuido de forma espectacular a nuestro conocimiento actual
de las bases moleculares de las enfermedades genéticas en el
hombre. El estudio de las hemoglobinas humanas v de su

patologia nos ha permitido:

- aclarar los procesos implicados -en la traduccién de
secuencias especificas de ADN (genes) en proteinas
funcionales.

- interpretar los mecanismos responsables de distintas

anomalias en dichos procesos que abocan a wuna sintesis
anormal de proteina, con las subsiguientes manifestaciones

clinicas.

- obtener un modelo para el control de la expresién de los
genes que se activan o reprimen en los distintos estadios del

desarrollo ontogénico.

= profundizar en el conocimiento de los procesos evolutivos a

nivel molecular.

Antes de entrar en la descripcién de los sindormes talasémicos,
es conveniente detenernos unos instantes en algunas

consideraciones fisioldgicas de la molécula de hemoglobina.



ESTRUCTURA Y FUNCION DE LAS HEMOGLOBINAS HUMANAS

La hemoglobina (Hb) localizada en los hematies del sistema
circulatorio de los vertebrados es una proteina transportadora
del oxigeno. Un hematie contiene alrededor de 280 millones de
moléculas de Hb. Cada molécula tiene un PM de 64500 vy estéa
constituida por unos 10000 Atomos de hidrégeno, carbono,
nitrégeno, oxigeno y azufre, ademds de 4 &tomos de hierro que
Jjuega un papel fundamental. Cada A4tomo de hierro se sitda en el
centro de una estructura que forma el pigmento llamado "hemo"
que confiere a la sangre su color rojo y su capacidad para
combinarse con el 02. Los grupos hemo estan englobados en cada
una de cuatro cadenas ©polipéptidicas que colectivamente
constituyen la parte protéica de la molécula, llamada globina.
Las 4 cadenas de globina son iguales dos a dos (Fig. 1). En 1la
HbA, mayoritaria en el adulto sano, existen dos cadenas alfa ¥
dos cadenas beta. Las 4 unidades de globina contienen un total

de 574 aminodcidos (AA).

El &tomo de hierro tanto en la oxi-como en la deoxi-Hb estd en
la misma condicidén electrdnica: divalente (o sea, en estado
ferroso). Se oxida al estado trivalente (o férrico) cuando la
Hb se trata con un oxidante. En estas condiciones 1la Hb se

conoce como meta-Hb y tiene color pardo.

El hierro ferroso adquiere su capacidad de unirse <con el O2
solamente cuando se encuentra con el hemo v la globina. El1 hemo
por si sélo no se wuniria al 02, pero el ambiente quimico
especifico de la globina permite la combinacidén. El mismo grupo
hemo, en asociacidn con otras proteinas exhibe caracteristicas

quimicas distintas.

La funcidén de la globina es, ademas, permitir que los 4 4&tomos
de hierro interaccionen de un modo fisioldégicamente ventajoso.

La combinacidén de cualquiera de tres adtomos de hierro con el O2



FIGURA 1.- Estructura de la hemoglobina



acelera la combinacidén del 02z con el cuarto. De modo similar,

la liberacidén de 02 sigue el mismo patrén. (Perutz MF. 1970).

La Hb es, con mucho, el pigmento respiratorio mads ampliamente
distribuido y esta relacionado con 1los citocromos que, con la
clorofila, fueron responsables de la transformacién de las
condiciones anaerobias a aerobias adecuadas para la evolucién
de la vida animal. Las moléculas de hemoglobina que hoy existen
representan el resultado final de un largo periodo evolutivo ¥
estan perfectamente adaptadas para la funcidén que deben

desempefiar en las células de los animales.

Ademds de la Hb A, que representa un 95% del total existe en
los hematies de wun adulto sano un 2.0-3.5% de Hb A2 que
consiste en dos cadenas o y dos cadenas 5 (az‘&)' La Hb fetal,
Hb F (X2 Xﬁ) es la hemoglobina mayoritaria durante la vida
fetal y es, a su vez, heterogénea, puesto que existen dos tipos

de cadenas 5’ que difieren entre si por el aminodcido que ocupa

el residuo 136 de su estructura primaria.

Existen ademés tres hemoglobinas embrionarias: Hb Gower 1
(62 €2), Hb Gower 2 (X2 £2) y Hb Portland (52 y 2). Las cadenas

de globina.g son muy similares a las de tipo o , mientras que

las cadenas £ son de tipo ﬁ



SINTESIS DE LAS HEMOGLOBINAS HUMANAS

Sintesis del grupo hemo

La biosintesis del grupo hemo en las células precursoras
eritropoyéticas tiene 1lugar en una serie de reacciones
controladas por enzimas gque empieza con la condensacién de
glicina v succinil CoA para formar el acido
alfa-amino-beta-ceto-adipico, que rédpidamente se descarboxila
para formar el dcido-aminolevulinico (ALA). A continuacidén dos
moléculas de ALA se unen para formar el porfobilindgeno gracias
a la accidén del enzima ALA-deshidrasa .y la unién de cuatro de
estas moléculas de porfobilindgeno forma el anillo
tetrapirrélico uroporfirindgeno. Este, mediante modificacidn de
las cadenas laterales se convierte en protoporfirindgeno que,
al oxidarse en presencia de una oxidasa se convierte en la
molécula de porfobilindgeno. El atomo de hierro se une a esta

estructura por accidén del enzima hemosintetasa.

Sintesis de las glaobinas

Actualmente se conoce bien el mecanismo general de la sintesis
proteica en los eucariotas (Fig. 2). La informacidén contenida
en el gen del ADN nuclear se transcribe a una copia de ARN-m
que, después de sufrir distintas modificaciones pasa al
citoplasma y se traduce, en proteina gracias a los ribosomas.

El paso inicial de la biosintesis protéica es la produccién de

un transcrito de ARN a partir del ADN.

Los genes que codifican para las globinas (al igual que para la
mayoria de las proteinas estudiadas) estdn interrumpidos por
secuencias de ADN qgue no codifican y el primer eslabdén en la
produccidén del ARN-m d& lugar a la copia complementaria del ADN
de partida e incluye, por tanto, secuencias que codifican ¥y
secuencias que no codifican, en Tforma de una molécula

precursora, de gran tamafo de ARN que se denomina ARN
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heterogéneo nuclear o transcrito primario. Este precursor sufre
dos modificaciones: a su extremo 5’ se une una estructura
conocida como "cap site" y a su extremo 3’ se une un cierto
nimero de residuos de 4cido adenilico que se conoce como polia
v cuya misidn es estabilizar la molécula de ARN-m maduro. Por
otra parte las secuencias no codificadoras se eliminan gracias
a reacciones sucesivas de rotura y unién para formar la
molécula de ARN-m maduro. (Kinniburgh AJ, Ross J, 1979). Este

proceso recibe el nombre de "Splicing".

El m-ARN maduro pasa al citoplasma de la célula para iniciar la
sintesis de la proteina. Los aminodcidos no pueden
interaccionar directamente con los &dcidos nucléicos y llegan al
ARN-m wunidos a otro tipo de molécula, 1llamado ARN de
transferencia. La sintesis protéica es un proceso complejo que
conlleva la accidén de varios factores de iniciacién, ribosomas
y moléculas de ARN. El proceso acaba cuando los ribosomas
encuentran en el ARN-m un codon de terminacidn. Cada una de las
cadenas de globina se sintetiza a partir del gen que la

codifica siguiendo el proceso descrito.



Estructura del "cluster" de globinas tipoet v B .

Se denomina "cluster", la agrupacidén ordenada en la molécula de

ADN de genes relacionados.

El reciente desarrollo de las técnicas de la Biologia Molecular
nos permite conocer la anatomia molecular de los ¢genes de
globina y su localizacidn en el genoma humano. Los genes de la
globina tipo p se sitdan en el brazo corto del cromosoma 11.
Los genes de globina tipo o se encuentran situados en el brazo
corto del cromosoma 16 y 1la estructura de dichos clusters
genéticos se muestra en la figura 3. (Lebo RV y cols, 1979;
Koeffler HP y cols, 1981).

Los genes de globina, como ocurre en otros clusters de genes de
mamiferos estan ordenados en el ADN de acuerdo con su expresiédn
durante el desarrollo: genes embrionarios, genes fetales v
genes adultos, lo que ha llevado a pensar que esta disposicidn
ordenada estd de algun modo relacionada con su activacidn a lo

largo de la ontogenia.
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Estructura de los genes de globina

Los genes de globina, como la mayoria de los genes eucariotas,
estdn divididos en secuencias de ADN que codifican para la
sintesis de proteinas (Exones) y secuencias que no codifican

(intrones). Los genes de globina tipo &y tipo P difieren

bidsicamente en el tamafio de estos intrones. (Figura 4).

Las secuencias de ADN que flanquean los exones de los genes de
globina son practicamente idénticos. En el extremo 5’ se
localizan unas zonas promotoras (ATA box v CCAAT box) que
contienen la sefial para la unidén del enzima ARN-polimerasa que
inicia la sintesis del ARN-m. En el extremo 3’ existe una
secuencia de ADN cuya funcidén es 1la de indicar al enzima el

punto donde debe acabar la transcripcién.

El proceso por el que se eliminan del ARN-m los fragmentos
correspondientes a los intrones no se conoce en su totalidad,
pero se sabe que al final y al principio de cada intron se
encuentran unos determinados nucledtidos (secuencias
"consensus”) que indican a los enzimas el lugar exacto donde
debe efectuarse la escisidén ¥y la posterior unién del ADN. Las
secuencias "consensus" estan conservadas en todos los genes

eucariotas conocidos.
Unidén de las cadenas de globina con el grupo hemo

En las células eritroproyéticas precursoras, aunque la relacidn
biosintética de las cadenas de globina alfa y beta es idéntica,
existe un pequefio "pool" de cadenas alfa en exceso en el
citoplasma celular (Clegg JB, Weatherall DJ 1972). Se admite
que las cadenas alfa libres de este "pool" se asocian con las
globinas beta en los ribosomas para colaborar en su liberacién
como dimeros alfa-beta. (Winterhalter KH y cols 1969).

Una vez las cadenas de globina alfa y beta quedan en el

citoplasma celular, incorporan el grupo hemo, se asocian en
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dimeros e inmediatamente se forman los tetrdmeros de globina.
En el hematie, es posible que la relacién de las dos globinas -
alfa y beta - difiera considerablemente aunque sus tasas
absolutas de sintesis sean idénticas, porque existen
diferencias en la afinidad de dichas globinas por su pareja o
por el grupo hemo, con la consiguiente acumulacién de la cadena

con menor afinidad que se destruye por proteolisis. (Shaeffer
JR 1980).

El principal control de la coordinacién de la sintesis de
globinas se ejerce durante la sintesis del ARN-m v el balance

final se logra por proteolisis de las globinas excedentes.



LAS HEMOGLOBINAS HUMANAS A LO LARGO DEL DESARROLLO ONTOGENICO

Las hemoglobinas humanas son heterogéneas en todas las etapas
del desarrollo (Figura 5). En embriones de hasta 10-12 semanas
de gestacidén aparecen tres hemoglobinas: Hb Gower I, Hb
Portland y Hb Gower II. La hemoglobina predominante desde 1la
décima semana de gestacién hasta el término es Hb F. La Hb A
representa un 5-10% del total de hemoglobina a las 36 semanas
de gestacidén, e inmediatamente después su sintesis aumenta,

coincidiendo con el descenso en la produccidén de Hb F.

En la vida adulta, la Hb A representa alrededor del 97% del
total de hemoglobina y el 3% restante corresponde a Hb Az y a

cantidades residuales de Hb F.

Un importante problema, ailn sin respuesta, es la regulacién de
los genes de globina para que se expresen secuencialmente en
las distintas etapas del desarrollo, sintetizando de un modo

perfectamente coordinado las diferentes moléculas de

hemoglobina.

Aunque existe un avance claro en este campo de investigacién
genética, todavia nos faltan conocimientos para poder dar
coherencia a los datos obtenidos. Existen dos enfoques: uno que
Justifica la regulacién por la accién de determinadas
secuencias del ADN y otro que implica el ambiente en el que se

desarrolla la célula como regulador de la expresién génica.
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LOS _SINDROMES TALASEMICOS: DEFINICION, CLASTFICACION Y
FISIOPATOLOGTIA

El término talasemia abarca un grupo de anomalias genéticas de
la sintesis de hemoglobina caracterizado por wuna produccidn
reducida o ausente de una o mds de las cadenas de globina que

forman dicha molécula.

Whipple y Bradford introdujeron en 1932 el uso del término
TALASEMIA para designar el grupo de anemias congénitas
descritas en pacientes oriundos del &rea mediterrdnea. La
palabra procede del vocablo griego 90{)«55& (thalassa) que
corresponde a "mar" ¥y cuya referencia histdrica nos lleva a
Jenofonte (quién refiere en su "Anabasis" que "thalassa" fué la
exclamacién jubilosa de los "Diez Mil" cuando divisaron el mar
tras su penosa retirada después de la campafa de Persia en el
siglo V a JC.). El hecho curioso es que los "Diez Mil" creyeron
ver el Mediterrdneo, cuando en realidad, estaban delante del
Mar Negro. De todas maneras, esta confusién de los angustiados
guerreros griegos no invalida 1la correcta etimologia del
término TALASEMIA, por cuanto en las costas del Mar Negro

existe una alta incidencia de este tipo de anemias.

La clasificacidén méds extendida de los sindromes talasémicos es
la basada en el tipo de globina gque presenta problemas de
sintesis.

Los tipos mejor definidos son: alfa, beta, delta-beta, delta y
gamma-delta-beta talasemia.

La total ausencia de sintesis de wuna determinada cadena de
globina se indica con el indice ° y una sintesis disminuida con
el indice *.

Los sindromes talasémicos constituyen un grupo extremadamente
complejo de alteraciones genéticas de 1la sintesis de
hemoglobina que requieren, en algunos casos, una tecnologia

sofisticada para su completa definicidn.



Los sindromes talasémicos muestran un patrén de herencia

autosémico recesivo. (Weatherall DJ, Clegg JB. 1981).

La talasemia se caracteriza por un desequilibrio en la
produccidén de los polipéptidos de globina. En la alfa-talasemia
existe una disminucién o ausencia de sintesis de globinas alfa
¥, como consecuencia, la produccidén de globinas beta y gamma
excedentes permite que se formen tetrdmeros beta s« (Hb H) ¥

v

gamma 4 (Hb Bart’s) mds o menos inestables, que tienden a
precipitar, lesionan la membrana eritroide y provocan una
destruccidén celular prematura, vya sea intramedular o en
circulacién periférica. En la beta-talasemia, debido a la falta
de cadenas beta, las globinas alfa libres precipitan y provocan
lesiones en los eritroblastos de modo similar al sefialado. Por
tanto, la anemia en la talasemia es el resultado de una
produccidén deficiente o nula de determinadas globinas, de una

eritropoyesis ineficaz y de un estado hemolitico.

Los hematies muestran distinto grado de anomalias morfolégicas:
microcitosis, anisopoiquilocitosis, dianocitosis o ©punteado
baséfilo, entre otras. Cuando el grado de anemia es importante
aparece hipoxia tisular vy retardo en el crecimiento v
desarrollo. La marcada hiperplasia lleva consigo deformidades
6seas y aumento de la absorcién de hierro. El estado hemolitico
crénico conlleva esplenomegalia y, a veces, hiperesplenismo.
(Weatherall DJ, Clegg JB, 1981).



LAS ALFA TALASEMIAS

Caracteristicas de la Alfa-talasemia.

Las alteraciones genéticas que dan lugar a una sintesis
disminuida o ausente de cadenas de globina alfa repercuten
tanto en la produccidén de hemoglobina fetal como de hemoglobina
adulta. En el feto, el déficit de globinas alfa conlleva un
exceso de cadenas gamma que forman tetrdmeros (Hb Bart’s) vy en
el adulto ocurre que el exceso de globinas beta forma, asi
mismo tetrameros (Hb H). Por tanto, la presencia de Hb Bart’s o
de Hb H son diagndésticas de alfa-talasemia. Cabe sefialar que un
déficit moderado de sintesis de cadenas alfa no se asocia con
una produccidén significativa de estos tetrimeros YV pPor razones
atn no bien entendidas, parece que se requiere un nivel critico
de desequilibrio de cadenas alfa y no alfa para la deteccidn de
aquellos. E1 diagndstico de portadores de alfa-talasemia es
dificil, dado que este nivel de desequilibrio no se alcanza en
los portadores heterocigotos para las diferentes formas de
alfa-talasemia ¥y no hay otros cambios significativos en el

hemoglobinograma de estos individuos.

La tabla 1 muestra la clasificacidén vy las diversas

interacciones genéticas de la alfa-talasemia segin Weatherall.



TABLA 1

CLASIFICACION DE LAS FORMAS MAS FRECUENTES DE ALFA TALASEMIA

TIPO DE ALFA TALASEMIA ESTADO GENOTIPO MANIFESTACIONES

CLINICO-BIOLOGICAS

of Talasemia heterocigoto - o oot sin manifestaciones

homocigoto - X [j-ol microcitosis, algunos hematies

con precipitados de HbH

C*o Talasemia heterocigoto -— [AX microcitosis, algunos hematies

con precipitados de HbH

homocigoto -/ -- hidrops fetal

Enfermedad por HbH doble heterocigoto -- / - anemia con microcitosis

de % v &«*talasemia y presencia de HbH (> 5%)




Bases moleculares de la alfa-talasemia.

En el "cluster" de las globinas alfa se han descrito dos tipos
de defectos moleculares que dan como resultado un fenotipo de
alfa-talasemia: delecciones de material genético y en muy raras

ocasiones, mutaciones puntuales. ( Higgs DR y Weatherall DJ,
1983).

La figura 6 muestra las diferentes delecciones reportadas en el
cluster de las globinas alfa. Las delecciones en direccidén 3’ v

en direccién 5’ que dejan un sélo gen alfa intacto, se cree que

aparecieron como resultado de un entrecruzamiento no homélogo

durante la meiosis. En las delecciones en direccién 3’ no
existe el gen & 2; en las delecciones en direccién 5’ el
entrecruzamiento ocurrid probablemente dentro . del gen
estructural v el sédlo gen de este cromosoma es probablemente
un gen de fusidén producto del extremo 5 del genox 2 vy del
extremo 3’del gen S 1 . Los cromosomas reciprocos, es decir los

cromosomas con tres genes o resultantes del entrecruzamiento no
homélogo se han encontrado en poblacidén mediterrdnea y del

o

sureste asidtico. (Goossens M y cols 1980)

Todas estas delecciones de material genético pueden ponerse de
manifiesto mediante el estudio del "cluster" de las globinas
con enzimas de retriccién y "Southern blotting", método

utilizado para poner de manifiesto la presencia de determinadas

secuencias de ADN. (Southern, 1975).

Se desconoce la causa por la que las delecciones son tan
comunes en el "cluster" de las globinas o« . Parte de la
respuesta parece estar en la estructura de este complejo
genético. Los genes de la globina alfa son altamente homélogos
en su secuencia de ADN vy ain mas sorpredente es que esta
similitud no se limita a los genes propiamente dichos, sino que

se extiende a las Adreas mas préximas.
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El alto grado de homologia en el complejo alfa provee una diana
de gran tamafio para que tengan lugar sucesos de recombinacidn o

entrecruzamiento en el ADN.

Como resultado de las delecciones o mutaciones puntuales en el
"cluster" de globinas alfa desaparecen, o no funcionan, uno o

ambos genes alfa situados en el mismo cromosoma. En el primer

caso (un gen ausente o disfuncional) existe sintesis - aunque
disminuida - de cadenas de globina alfa y esta condicidn se
denomina ottt talasemia. En el segundo caso (los dos genes

ausentes o disfuncionales) no existe sintesis de cadenas de

globina alfa y se trata de «° talasemia.

Tanto el estado de «* talasemia como el de «° talasemia puede
darse de forma heterocigota u homocigota <y algunas de las

caracteristicas mids importantes de ambas formas se esquematizan
en la Tabla 1.



Las alfa talasemias en Espana

De todas las formas de talasemia, las talasemias son el grupo
que presentan mds dificultades en el esclarecimiento tanto de
su fenotipo como de su genotipo. La razdn de estas dificultades
ha sido que los portadores heterocigotos de genes talasémicos
no presentan, la mayoria de las veces, una alteracidén clara en
su patrén hemoglobinico, por lo cual es necesario efectuar
estudios, no de individuos aislados, sino de familias con
-talasemia para confirmar la existencia de uno o méas genes

-talasémicos transmitidos de generacidn en generacidn.

En la poblacidén de nuestro pais hemos podido demostrar que los

individuos portadores de un ¢gen ~ * talasemia presentan la

deleccién de 3.7 Kb, conocida como '"rightward deletion",
(Baiget v cols 1986). Esta deleccidédn es el resultado de wun
entrecruzamiento no homélogo en el "cluster" de los genes de

globina alfa entre dos cromosomas 16 mal alineados, que did
lugar a un cromosoma con tres genes alfa y a un cromosoma con
un sélo gen alfa ( - 3.7). La Figura 7 muestra un esquema del

entrecruzamiento que déd lugar a esta delecciédn.

En el caso de & °-talasemia heterocigota, hemos caracterizado
la situacién del extremo 5’ entre el gen& v el gen‘{’$ y el
extremo 3’ en el gen ! (Baiget v cols 1986). El origen de

esta deleccidn (--MED) podria deberse a un tipo de

recombinacidn genética poco comin (Nicholls RN ¥ cols 1985).

La hérencia de ambos defectos moleculares (et - 3:-7 y -- MED) da

lugar a una doble heterocigocia &* /&° talasemia en pacientes

con enfermedad por HbH, en los que se ha demostrado la
existencia de dos delecciones distintas en el ‘'"cluster" de
globinas alfa: en wuno de 1los cromosomas del par 16 una

deleccién de 3.7Kb que deja un gen de globina alfa intacto y en
el otro cromosoma 16 una deleccidén de 17.4 Kb que elimina los

dos genes de globina alfa.



Bql Bgl Bgl Bgl

Bgl Bal Byl Bgl

Bal 8ql Bql

FIGURA 7.- Esquema del entrecruzamiento no homélogo en el
cluster de genes de globinas o .
A. Esquema de los geneé del cluster o
B. Esquema del entrecruzamiento no homélogo

C. Esquema de la deleccidén de 3.7 Kb resultante



Nuestro estudio del ADN del ‘"cluster" de globinas alfa en
familias espafiolas ha puesto de manifiesto que las dos
delecciones mencionadas, son responsables de un fenotipo de

alfa talasemia en nuestro pais.



LAS BETA TALASEMIAS

Caracteristicas de las P talasemias

La mavoria de 1los individuos heterocigotos para B° o B*
talasemia no presentan manifestaciones clinicas ¥, por
consiguiente, se diagnostican en ocasién de un estudio
familiar, a través de la analitica solicitada cuando existe un
proceso intercurrente o bien, con motivo de un escrutinio de

poblacidn con fines epidemiolédgicos. -

Las manifestaciones clinicas en los individuos homocigotos para
la B-talasemia empiezan en los primeros meses de vida, cuando
la sintesis de <cadenas de globina beta debe reemplazar a la
sintesis de globina gamma y debido a la severa anemia que

presentan son sometidos a un régimen transfusional con

periocidad mensual Yy a tratamiento con quelantes de hierro.
(Weatherall DJ, Clegg JB, 1981).

La tablalmuestra las formas mids frecuentes de B talasemia.

Bases moleculares de la beta-talasemia.

La gran mayoria de mutaciones que dan lugar a una B-talasemia
son cambios de un sélo nucledétido (mutaciones puntuales) o
pequenas inserciones o delecciones de ADN. Las mutaciones
descritas en la B-talasemia afectan virtualmente a todos 1los
aspectos de la expresidn génica: transcripcidén, procesamiento

del ARN v su traduccidén a proteina.

De las mas de cuarenta mutaciones por cambioc de un sélo
nucledétido en el gen de la globina B, que abocan a un fenotipo
de B-talasemia, el 33% representa mutaciones que bloquean la
transcripcién del ARN, el 47% corresponde a mutaciones que
afectan el mecanismo de ‘'"splicing" del ARN, el 16% son
mutaciones que inciden sobre la traduccidén a proteina y el 3%

afecta a la modificacidén post-transcripcional del ARN. (Orkin
SH, 1987).



TABLA 2

CLASIFICACION DE LAS FOERMAS MAS FRECUENTES DE BETA TALASEMIA

TIPO DE TALASEMIA ESTADO HOMOCIGOTO ESTADO HETEROCIGOTO
B° anemia grave, transfusién anemia discreta
dependiente. HbF 98%; HbA2 2% HbAa2 3.5-6%
B+ anemia grave, transfusién

dependiente. HbF 70-95% HbA2 3.5-6%




La Figura 3 esquematiza dichas mutaciones .

De modo esquemdtico se senalan a continuacién los distintos
niveles de la sintesis protéica en los que se sitdan estas

mutaciones.

A) ARN-m no funcional:

- mutaciones sin sentido

- mutaciones por corrimiento del molde de lectura.

Se denominan mutaciones sin sentido aquellas en que el
cambio de un nucledtido determina la existencia de una seiial
de terminacidn en un punto no adecuado vy, con la
consecuencia de una imposibilidad de sintesis protéica. Las
mutaciones por corrimiento del molde de lectura se originan
como consecuencia de delecciones de uno o mads nucledtidos
que al provocar un desfase del marco de lectura del ARN-m ¥
la creacidén de un codon de terminacién precoz dan lugar a un

ARN-m no funcional.

B) Mutaciones que efectan el ©procesamiento o maduracién del
ARN:
- mutaciones en las sefiales de "Splicing"
- mutuaciones en las "secuencias consensus”
- mutaciones en los intrones

- mutaciones en los exones.

El mecanismo de "Splicing", responsable de la formacidén del ARN
maduro ¥y funcional requiere el reconocimiento por parte de los
enzimas implicados de sefiales muy definidas en el borde de 1los
intrones, constituidas por parejas invariables de nucledtidos:
GT en el inicio y AG al final del intrén. Estas bases estin, a
su vez, en el interior de una secuencia conservada ("secuencia
consensus”) que varia ligeramente en los diversos genes
eucariotas. Las mutaciones talasémicas pueden interferir
directa o indirectamente en el reconocimiento de las senales

GT y AG. Existen, pues, varias posibilidades:



FIGURA 8.- Esquema del gen de globina P v de las mutaciones

que causan ? talasemia.



a) Mutaciones en la secuencia GT situada en el extremo 5°
(inicio) del primer o del segundo intrén. Estas mutaciones

impiden por completo la correcta elaboracién del ARN de la

globina beta.

b) mutaciones de la "secuencia consensus", en los intrones o en

los exones que afectan el procesamiento del ARN.

En estos casos, aparecen nuevos puntos escondidos o "cripticos"
de "splicing"” que compiten con los puntos de '"splicing"
fisiolégicos. El nivel de proteina que se sintetiza depende de
la frecuencia de utilizacidn por los enzimas de los puntos de

]

'splicing" fisioldégicos y cripticos. De hecho, cuando el
"splicing"” se efectia empleando los puntos cripticos, el ARN-m
que resulta es intraducible e inestable , mientras que si se
usa el lugar fisioldgico, el ARN-m resultante es normal porque

la secuencia mutada queda en el ARN intrdénico que se elimina.

Es interesante senalar gque en ciertos <casos, globinas
estructuralmente andmalas por sustitucidn de un nucledtido
pueden presentar también un fenotipo talasémico. Es el caso de
la HbE (&, PL 26 elu-lis) vy de 1la Hb Knossos (o, @z 27
ala-ser) en las que el cambio nucleotidico responsable de la
sustitucidén del aminocdcido es también responsable de la
activacidén de un punto de "splicing" criptico. Este nuevo punto
de "splicing” afecta dicho proceso y produce moléculas de ARN

v

anormal que no pueden ser traducidas a proteinas.
C) Mutaciones que afectan la transcripcidn

Estas se deben a sustituciones de un sélo nucleétido en =zonas
situadas a 25-30 pares de bases (TATA box) o a 80 pares de
bases (CCAAT sequence) en direccidén 5’ del gen B. Estas
regiones actuan como promotoras del enzima ARN-polimerasa II.
Las mutaciones en regiones que regulan el nivel de
transcripcidén, disminuyen la tasa de transcripcidén del gen B,

determinando una produccidén disminuida de proteina.



D) Mutaciones gque afectan la modificacién post-transcripcional
del ARN.

El1 ARN que aparece como resultado de la transcripcidn es una
molécula precusora gque necesita modificarse para ser funcional.
En condiciones fisioldgicas, el extremo 3’ del mismo se
poliadenila, pero si existe wuna mutacidn en la secuencia
nucleotidica que los enzimas reconocen para efectuar la adicién
de poli-A, este proceso no puede efectuarse 7y aparece el

consiguiente descenso de produccién de globina B.



Las beta talasemias en Espaha

Los datos de que disponemos en la actualidad sobre la
incidencia y distribucién de los genes beta-talasémicos en
nuestro pais se muestra en la Fig. 9.(GEHBTA, 1987). La
distribucidén de la beta talasemia no se limita al area
mediterrdnea como se habia considerado, sino que Jlos genes
beta-talasémicos se distribuyen en las zonas habitadas por 1los
drabes durante mds de ocho siglos y en regions donde la malaria
habia sido endémica. Por otra parte, no se ha detectado la
existencia de beta-talasemia en poblacidén vasca y se evidencia
la isla de Menorca como la zona con mayor incidencia de

beta~talasemia en Espafia.

El estudio molecular de la beta-talasemia en Espafia nos ha
demostrado que existen siete anomalias distintas en el gen de

la globina beta causantes de esta enfermedad. (Anselem S y cols
1988).

La Tabla 3 muestra dichas mutacions y la Figura 10 la

v

distribucidn geografica de las mismas.



Para finalizar mi exposicidén quisiera volver al principio para
hacer hincapié en la importancia del estudio de los sindromes

talasémicos como modelo de enfermedad genética.

Hace unos 15 ahos, el estudio de la patologia de la hemoglobina
se centraba en la aplicacidén de técnicas bioquimicas de
anadlisis de proteina y fué con el empleo de estos métodos con

los que inicié mis estudios sobre la hemoglobina.

La patologia de 1la hemoglobina, en sus dos grandes aspectos
-hemoglobinopatias estructurales y sindromes talasémicos- era,
a principios de los afios 70, un campo poco explorado en Espafia

al que accedi por una serie de afortunadas circunstancias.

Del estudio bioldgico de estas entidades obtuvimos los datos
epidemioldégicos y fenotipicos que nos abrieron paso a los
estudios fenotipicos mediante el andlisis del ADN con los
métodos mds recientes de la 1llamada "tecnologia del ADN
recombinante”. Fruto de ello ha sido 1la caracterizacién
molecular de los genes B-talasémicos en Espafia que acabo de
exponerles. Por otra parte esta técnica, nos ha permitido,
gracias a la aplicacién de conocimientos ¥y experiencia
adquiridos en el estudio de los sindromes talasémicos, abordar
con éxito el estudio de otras enfermedades genéticas frecuentes
Y graves, como son la Distrofia Muscular de Duchene, las

hemofilias, la fibrosis quistica de pancreas, etc..



FIGURA 9.- Distribucién de 1la P -talasemia en Espafa.

Frecuendds expresadas en Yoo
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FIGURA 10.- Distribucién de las mutaciones P talasémicas

en Espaha.



TABLA 3

TIPO DE MUTACION CROMOSOMAS %
Intrdén 1 nucleétido 1 2 3.5
Intrdn 1 " 6 9 15.5
Intrdén 1 " 110 5 8.5
Codon 39 37 64
Corrimiento de molde:

Nucledtido 3 5

Nucledtido 8 1 1.8
Intrén 2 nucledétido 705 1 1.7
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