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RESUMEN






Las anemias congénitas se clasifican en dos grandes grupos: anemias hemoliticas
por alteraciones intrinsecas del hematie y anemias por insuficiencia medular. Dentro del
primer grupo se incluyen: las membranopatias, enzimopatias y hemoglobinopatias,
encontrando dentro de este tltimo subgrupo a la enfermedad de células falciformes (ECF)
y a las talasemias; incluyendo en el segundo grupo a la anemia congénita sideroblastica

(ACS) y a la anemia diseritropoyética congénita.

Son enfermedades con afectacion multisistémica y gran variedad fenotipica, en la
que pacientes con una misma mutacion pueden presentar desde anemias leves-moderadas
hasta anemias severas con dependencia transfusional desde la infancia. A pesar de
conocer bien su etiologia, hay muchos factores desconocidos asociados a dicha
heterogeneidad clinica, siendo necesario profundizar en el estudio de estos posibles
moduladores de la enfermedad para conseguir un mayor entendimiento de la firma génica
de estos pacientes. Son enfermedades raras, frecuentemente infradiagnosticadas, lo que

dificulta el estudio sobre la verdadera incidencia poblacional de estas enfermedades.

En este trabajo, intentaremos profundizar en el estudio de la ECF, la ACS y la

talasemia, tratando de esclarecer algunas de las cuestiones planteadas.

Como se ha comentado, la ECF es una hemoglobinopatia, de transmision
autosOmica recesiva, caracterizada por presentar un estado inflamatorio cronico y crisis
vaso-oclusivas de repeticion, presentando dafio multiorganico y alta mortalidad infantil.
De la necesidad de instaurar un tratamiento precoz y debido al incremento de poblacién
endémica en nuestro pais, se instaura en 2016 en la Region de Murcia el cribado neonatal.
En este estudio, hemos tratado de determinar la incidencia de la ECF y de evaluar su
beneficio en la poblacién neonatal de la Region de Murcia. La prevalencia de la ECF en
nuestra region ha resultado similar a la de otras regiones de Espafa excepto Madrid y
Cataluia, con mayor flujo migratorio. Todos los recién nacidos con ECF recibieron

atencion terapéutica precoz y todas las parejas de portadores consejo genético.

Dentro del grupo de las anemias por insuficiencia medular, encontramos como se
ha descrito la ACS. La ACS engloba un grupo heterogéneo de trastornos hematopoyéticos
raros y hereditarios que se caracterizan por un acumulo de hierro mitocondrial en los
precursores eritroides, lo que conlleva a una sobrecarga férrica y eritropoyesis ineficaz
caracteristicas de esta enfermedad. Recientemente, se ha descrito en modelo animal, que
la inhibicién de NLRP1 puede tener un impacto significativo sobre la eritropoyesis. Asi,

en este estudio hemos tratado de caracterizar la posible implicacion del inflamasoma en



la fisiopatologia de un paciente con ACS por mutacién en el transportador mitocondrial
SLC25438. Con este estudio, hemos demostrado, por un lado, que la inhibicién del
inflamasoma aumenta la formacién de eritrocitos en un paciente con ACS por mutacion
en el gen SLC25438; 'y, por otro lado, hemos identificado en dicho paciente por NGS una
variante de NLRPI que en combinacion con otros factores como la ferroptosis podria
agravar su fenotipo clinico, aportando asi datos significativos sobre la posible implicacion

del inflamasoma en la ACS.

A pesar de sus diferentes etiologias, las hemoglobinopatias (ECF y talasemias) y
la ACS tienen como origen fisiopatolégico comun la alteracion congénita en la
eritropoyesis. Para profundizar en su estudio, hemos analizado el transcriptoma de diez
pacientes con talasemia, cuatro pacientes con ECF y un paciente con ACS por medio de
la técnica Quant 3' mRNA-Sequencing. Nuestros resultados han demostrado una
expresion claramente diferenciada entre pacientes y controles sanos, revelando una
expresion incrementada en los genes relacionados con el metabolismo glucolitico y
oxidativo, genes de membrana y eritropoyesis en todos los pacientes estudiados a
excepcion del paciente con ACS, que muestra un patréon de expresion génica Unico en

comparacion con el resto de las anemias congénitas estudiadas.
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1. ERITROPOYESIS

La eritropoyesis es un proceso que dura en torno a 14 dias en el que se generan
eritrocitos maduros a partir de progenitores hematopoyéticos indiferenciados. Se divide
en dos etapas principales: una primera fase de diferenciacion, en el que la célula madre
multipotente se compromete a linea eritroide; y una segunda fase de maduracién que
engloba desde el progenitor eritroide hasta la salida a sangre periférica del reticulocito
enucleado y su maduracion terminal a eritrocito maduro.

La fase de diferenciacion comienza con la primera célula progenitora
comprometida a linea eritroide, la BFU-E (erythroid burst-forming units), que se
diferencia en CFU-E (erythroid colony-foming units). Ambos progenitores no son
identificables a nivel morfoldgico, pero son capaces de formar colonias en medios
semiliquidos como la metilcelulosa (1).

La segunda fase comienza con la maduracion de CFU-E en proeritroblasto,
primera célula eritroide morfologicamente identificable en médula 6sea (MO). Se trata
de una célula de gran tamafio, nticleo grande redondeado con nucleolos y citoplasma
intensamente basofilo. En el proceso de maduracion, se produce de forma gradual la
reduccion del tamafio celular, disminucion de la relacion nicleo-citoplasma, picnosis del
nicleo hasta su expulsion y la pérdida de basofilia citoplasmatica. Asi, a partir de
proeritroblasto identificamos el eritroblasto basoéfilo, eritroblasto policromatico,
eritroblasto ortocromatico y reticulocito, el cual tras permanecer 24 horas en MO es
liberado a sangre periférica donde terminara el proceso de diferenciacion a eritrocito
maduro (figura 1). Junto con los cambios morfoldgicos, el eritroblasto va produciendo
hemoglobina (Hb) a medida que va madurando mediante la sintesis de cuatro cadenas

polipeptidicas de globina y cuatro moléculas de grupo hemo (1-3).
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X

Figura 1. Extension de médula ésea (tincion de May-Griinwald Giemsa; objetivo 50X). En ambas
imagenes aparecen representados los diferentes estadios madurativos del eritroblasto a nivel medular.

Paralelamente, la expresion de los antigenos de membrana también va cambiando,
lo que nos permite realizar el seguimiento del proceso de maduracion eritroide por
citometria de flujo (CMF). Asi, diferenciamos los progenitores eritroides basaindonos en
la expresion gradual de los antigenos de superficie CD34/CD36/CD71 y CD105 en
células CDI123 (receptor de IL-3) negativas, en combinacién con la expresion de
glicoforina A (CD235A) y CD105 o alternativamente banda 3/SLC4A1 (CD233) y la
pérdida progresiva de CD49d (1-4) (figura 2).
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Figura 2. Representacion de la eritropoyesis. En una fase inicial o temprana de la eritropoyesis la célula
madre hematopoyética multipotente da lugar a los primeros progenitores comprometidos a linea eritroide,
las unidades formadoras de colonias (BFU-E y CFU-E). En una segunda fase o fase de maduracion mediada
por eritropoyetina (EPO), la CFU-E se diferencia en proeritroblasto (Pro-E) el cual se diferenciara de
manera secuencial en los diferentes estadios madurativos: eritroblasto basofilo (Baso-E); eritroblasto
policromatofilo (Poly-E) y eritroblasto ortocromatico (Ortho-E) (1).

Este proceso de eritropoyesis esta regulado por numerosas vias de sefializacion y
factores de transcripcion. El inicio de la eritropoyesis o eritropoyesis temprana es
dependiente de eritropoyetina (EPO), mientras que el proceso de diferenciacion y
maduracion final es regulado principalmente por el factor de crecimiento transformante

B (TGF-B) y el hierro.

1.1 Eritropoyesis dependiente de Eritropoyetina

La EPO es fundamental en la proliferacion y diferenciacion de los progenitores
eritroides en médula o6sea, disminuyendo répidamente con la maduracién eritroide
terminal. En el progenitor, el reconocimiento de la EPO por su receptor de membrana
EPOR induce la activacion de la via JAK2/STAT3/STATS, incrementando la expresion
de genes implicados en la supervivencia, proliferacion y diferenciacion eritroide. Asi, en
un primer paso la asociacion EPO/EPOR activa la expresion de las quinasas MAPK,

JAK2 y PI3K e inhibe la expresion de hepcidina, favoreciendo la utilizacién del hierro
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por los eritroblastos. A continuacion, STAT3 y STATS fosforilados se activan
favoreciendo: la produccion de eritroferrona (ERFE), el incremento de expresion del gen
regulador de la apoptosis BCL-X y la traslocacion al nicleo de NRD. Paralelamente, por
medio de STATS se inhibe BIM, NOXA, Fas y FaslL, proteinas proapoptoticas
favoreciendo la supervivencia de los progenitores eritroides. De forma fisioldgica, cuando
la produccion de los eritrocitos es adecuada, STAT3 regulado por la via EPO-JAK?2 sufre
una rapida inhibiciéon por fosfatasas y por la proteina SOCS siendo degradado via

proteasoma para prevenir su hiperactividad (5,6) (figura 3).

Cell Membrane
Wucleus q
Anti-apoptosis g
Anti-apoptosis Proliferation

Proliferation Differentiation

Figura 3. Representacion esquematica de la implicacion del sistema del sistema Epo/EpoR es la regulacion
de la eritropoyesis (7).

1.2 Eritropoyesis dependiente de hierro

Durante gran parte de la diferenciacion y maduracion eritroide la presencia de
hierro es esencial por su implicacion en la sintesis del grupo hemo y la integridad del eje
ERFE- hepcidina-ferroportina, imprescindible en la homeostasis del hierro. En esta etapa

intervienen la ERFE que es un regulador negativo de la hepcidina, la transferrina y la

16



superfamilia de TGF-B, que comprende a las proteinas morfogénicas dseas (BMP),
activinas y el factor de diferenciaciéon del crecimiento 11 (GDF11) con actividad

inhibitoria sobre la maduracion y diferenciacion eritrocitaria terminal (6,8).

En la via de sefializacion de TGF-p, la union de los ligandos al receptor conduce
a la fosforilacion de las proteinas citoplasmaticas Smad, que son traslocadas al nucleo
donde modulan la transcripcion de genes necesarios en la diferenciacion eritroide,

induciendo asi la apoptosis del eritroblasto (8).

En el proceso normal de maduracion eritroide, la disminucion de la expresion de
GDF11 con la consiguiente supresion de la via de TGF-B y la estimulacion por la EPO

ocurren paralelamente, favoreciendo la diferenciacion de los progenitores eritroides (6).

Asi, la eritropoyesis es un proceso controlado a diferentes niveles moleculares
por hormonas y factores de crecimiento que activan a su vez distintas vias de sefializacion,
acabando con la activacion de factores de transcripcion eritroides. Los factores de
transcripcion eritroides imprescindibles en la diferenciacion eritroide son GATA1, SCL,
TAL1, LMO2, LDB1, KLF-1 y GFI-1B, aunque estan involucrados muchos mas. Estos
factores de transcripcion estan regulados por el factor estimulante de colonias (SCF) y
EPO entre otros, para garantizar un desarrollo eritroide 6ptimo (6). En este proceso,
GATALI es considerado un factor de transcripcion esencial en el desarrollo normal de la
diferenciacion eritroide temprana principalmente a nivel de CFU-E y BFU-E,

disminuyendo su expresion hacia la diferenciacion terminal (9) (figura 4).
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Figura 4. Eritropoyesis. En la fase inicial de la diferenciacion eritroide, la EPO es el principal regulador tras la
formacion de las BFU-E. En esta fase, GATA1 promueve la eritropoyesis y aumenta la expresion del receptor de la
EPO. En la fase final de la maduracion eritroide intervienen moléculas como la transferrina y el factor de diferenciacion
del crecimiento 11 (GDF11) (6).

Estudios recientes, demuestran que el inflamasoma puede desempefiar un papel

importante en la regulacion de GATA1 y la diferenciacion eritroide posterior (10,11).
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2. INFLAMASOMA

El inflamasoma esta presente en células hematopoyéticas y no hematopoyéticas y
tiene un papel clave en el desarrollo de la respuesta inmune innata. Es un complejo
multiproteico formado principalmente por proteinas sensoras, denominadas receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs), la proteina adaptadora ASC (también conocida como
PYCARD) y proteinas efectoras o caspasas con actividad cisteina-proteasa como

Caspasa-1 (CASP1) (12).

2.1 Activacion

Los inflamasomas son complejos multiproteicos que desempefian un papel
fundamental en el sistema inmunitario innato al detectar microorganismos patégenos y
factores de estrés celular, lo que conduce a una respuesta inflamatoria (13). La activacion
de los inflamasomas da como resultado la escision de la pro-caspasa-1(pro-CASP1) en su
forma activa, CASP1, que posteriormente procesa citocinas proinflamatorias como pro-
IL-1B y pro-IL-18 en sus formas activas. Este proceso también puede desencadenar una
forma de muerte celular programada conocida como piroptosis (14). Esta forma
inflamatoria de muerte celular ayuda a eliminar las células infectadas o dafiadas, asi como

a la liberacion de IL-1B e IL-18 (15) (figura 5).

Los inflamasomas se activan por una variedad de estimulos, incluidos los patrones
moleculares asociados a patdégenos (PAMP), componentes de patdégenos microbianos,
patrones moleculares asociados a danos (DAMP) y sefiales enddgenas liberadas por
células dafiadas (16). Si bien los inflamasomas son esenciales para la defensa del huésped,
la desregulacion puede conducir a varias enfermedades, incluidas enfermedades
autoinmunes y  autoinflamatorias,  trastornos  metabdlicos, enfermedades
neurodegenerativas 'y enfermedades infecciosas (17,18). Recientemente, se ha
descubierto que la desregulacion de los inflamasomas esta asociada con trastornos

hematologicos (10,19).
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Figura 5. Representacion esquematica de la induccion de piroptosis por diferentes inflamasomas en

contexto de infeccion viral (15).

2.2 Inflamasoma NLRP1

A pesar de su descubrimiento temprano, NLRP1 ha sido menos estudiado que
otros inflamasomas como NLRP3, debido principalmente a diferencias significativas
entre las proteinas humanas y murinas (20). Las diferencias estructurales y funcionales
entre el NLRP1 humano y el murino han planteado desafios en la investigacion. Estas
diferencias complican la traduccion directa de los hallazgos de los modelos murinos a la
biologia humana. E1 NLRP1 humano tiene una arquitectura de dominio mas complejo y
mecanismos de activacion diferentes a los de su homologo murino (21). Sin embargo, el
NLRPI se ha asociado con la hematopoyesis en varios estudios independientes que

utilizan modelos de ratones y peces cebra (10,22). Estos estudios subrayan su papel en la
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regulacion de la formacion de células sanguineas y sus posibles implicaciones en las

enfermedades hematologicas.

Es importante destacar que la organizacion de los dominios de NLRP1 humano
consiste en un PYD (dominio de pirina) que esta involucrado en interacciones proteina-
proteina; un dominio NACHT, que es responsable de la union de nucleodtidos y
oligomerizacion; un dominio de repeticion rica en leucina (LRR), que esta involucrado
en la deteccion de ligandos y la autorregulacion; un dominio FIIND (funciéon para
encontrar) que contiene un ZUS5; un dominio UPA, que sufre escision autoproteolitica; y
un dominio CARD (reclutamiento de caspasa) que se conecta con efectores posteriores
como pro-CASP1 (figura 6). Un paso crucial para la activacion de NLRP1 es la escision
autoproteolitica del dominio FIIND. Esta escision separa las partes N-terminal y C-
terminal, que se cree que son necesarias para la liberacion y activacion del dominio

CARD C-terminal y la oligomerizacién con ASC (23,24).

LRR | FIIND

G- E00008 ESERIED

Autoproteolytic site

Figura 6. Estructura del NLRP1 humano (25).

2.3 Inflamasoma y eritropoyesis

Finalmente, aunque la relevancia de los inflamasomas en la regulacion de la
inflamacion y la inmunidad es ampliamente conocida y demostrada, su papel en la
hematopoyesis apenas comienza a describirse (10,26). Por ejemplo, se ha descubierto que
la activacion excesiva del inflamasoma NLPR3 puede provocar la muerte de la célula
madre hematopoyética por piroptosis y la aparicion de sindromes mielodisplasicos y otras
neoplasias malignas hematoldgicas (27). Del mismo modo, se ha descrito en modelo
murino que la activacion del inflamasoma NLRP1 en progenitores hematopoyéticos
puede desencadenar su muerte por piroptosis, incluso en ausencia de IL-1f, provocando
leucopenia (28), lo que sugiere que la inflamacion sistémica desencadena la piroptosis de

progenitores mieloides.
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Diferentes estudios han demostrado en modelos animales la importancia de
NLRPI en la regulacion de células madre hematopoyéticas y células progenitoras
(10,11,22). En este contexto, se han estudiado posibles reguladores de dicho inflamasoma
como ZAKa, una proteina implicada en la fosforilacién y activacion de NLRP1. Se ha
demostrado que nilotinib, un inhibidor de ZAKa aprobado por la FDA, promueve la
eritropoyesis en larvas de pez cebra (11). Aunque nilotinib tiene una afinidad muy alta
por la quinasa ZAKa, se ha descrito que otras quinasas son diana del inhibidor, como

MAPK 11 (p38B) y MAPKI2 (p380) (29).

Dentro de la misma linea de investigacion, se ha descrito que el inflamasoma
NLRP1 desempeiia un papel fisioldgico previamente no descrito en la regulacion de la
decision del linaje eritroide-mieloide tanto en células madre hematopoyéticas de larvas
de pez cebra como en humanos (11). No obstante, aunque el papel que desempefia NLRP1
en la eritropoyesis es claro, no se ha estudiado en el contexto de las anemias congénitas,

que han sido objeto de estudio de esta Tesis doctoral.

A nivel clinico, la afectacion de cualquiera de las rutas descritas conlleva a una
hiperproducciéon o deficiencia en el numero de hematies maduros circulantes
denominandose respectivamente poliglobulia y anemia. En este trabajo nos vamos a
dedicar al estudio de las anemias, y mas concretamente en las anemias de origen

congénito.

Atendiendo a su etiopatogenia, las anemias congénitas se clasifican en anemias
por fallo medular y anemias hemoliticas hereditarias. Dentro del primer grupo
encontramos: la eritroblastopenia congénita o enfermedad de Blackfan Diamond, la
anemia diseritropoyética congénita y la anemia siderobléstica congénita; mientras que en
el segundo grupo se incluyen las hemoglobinopatias estructurales y talasemias, las
membranopatias y enzimopatias. En los siguientes capitulos nos centraremos en la
enfermedad de células falciformes (ECF), la talasemia y la anemia congénita

sideroblastica (ACS).
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3. ENFERMEDAD DE CELULAS FALCIFORMES

La ECF es un tipo de hemoglobinopatia estructural, de transmision autosémica
recesiva producida por una mutacion puntual en el gen que codifica para la cadena B de
globina, localizado en el cromosoma 11 (11p 15.4). Esta mutacion, conlleva un cambio
en un aminoacido de la cadena polipeptidica de B-globina provocando una alteracion
estructural de la molécula de Hb y la formacion de HbS, qué afectara secundariamente a

la morfologia del hematie (30).

Se trata de una enfermedad multisistémica, con afectacion organica progresiva

asociada a episodios agudos de exacerbacion clinica secundarios a la presencia de HbS

(31).

Con el término ECF se incluyen los casos homocigotos para HbS, a los dobles
heterocigotos para HbS y otra variante estructural de hemoglobina (HbC, HbD, HbE) 0 a
los dobles heterocigotos para HbS y B-talasemia (32).

3.1 Epidemiologia

La ECF es la enfermedad monogénica mas frecuente en el mundo (33). La
distribucion de los casos a nivel mundial es reflejo de dos factores: la seleccion de
portadores en regiones endémicas de malaria, debido a la proteccién parcial que le
confiere frente a la infeccion por Plasmodium falciparum, y a los movimientos
migratorios (31). Asi, la prevalencia es alta en Africa subsahariana, la cuenca
mediterranea, Oriente Medio y la India, registrandose el mayor niimero de nuevos casos
en Nigeria, Republica Democratica del Congo e India (33).

El registro de nuevos casos en regiones prevalentes como la africana es muy
dificil, debido a los escasos recursos econdmicos, a la ausencia de procedimientos
diagnosticos rutinarios y de un cribado neonatal universal, que conllevan a retrasos e

infraestimacion en el diagndstico (31).
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3.2 Diagnostico

Las técnicas diagnodsticas mas empleadas son la electroforesis capilar, la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y el isoelectroenfoque. Todas ellas son
utiles en la deteccion de HbS, pero no son suficientes para diagnosticar una posible
talasemia asociada. Para estos casos y para la determinacion del genotipo, se dispone de
técnicas moleculares complementarias como la secuenciacion de ADN tradicional
(Sanger), PCR-gap, la técnica de MLPA (amplificacion de sondas tras ligacion multiple),
Array de GCH vy la secuenciacion por NGS (30,32).

El objetivo diagndstico y las técnicas empleadas difieren segun la edad,
diferenciandose tres periodos claves por las implicaciones terapéuticas y en medida de

prevencion (32):

Periodo preconcepcional, destinado a identificar potenciales portadores
asintomaticos en poblaciones de regiones endémicas para la enfermedad. Las parejas en
la que ambos progenitores sean portadores pueden elegir como método de concepcion la

fecundacion in vitro con diagndstico genético preimplantacional (34).

Periodo prenatal, se ofrece en caso de que ambos progenitores sean heterocigotos.
La obtencion del ADN fetal se lleva a cabo por medio de la biopsia de vellosidades
coridnicas en la novena semana de gestacion. En la actualidad, se estan desarrollando
otras técnicas no invasivas, todavia en periodo de investigacion, como la deteccion de

ADN fetal circulante en sangre materna en la cuarta semana de gestacion (34).

Cribado neonatal, se realiza una electroforesis capilar en una muestra de sangre
del talon obtenida a las 48h de vida, confirmandose posteriormente los resultados en una
muestra de venopuncion. Se conoce, que la principal causa de mortalidad entre los nifios
con ECF son las infecciones por microorganismos encapsulados, principalmente por
Streptococcus pneumoniae. La instauracion precoz de la profilaxis con penicilina oral ha
demostrado reducir en un 84% (35) la tasa de infecciones por este germen, convirtiéndose
asi en un estandar de tratamiento para nifios entre 0-5 afios edad (36). De la necesidad de
instaurar una medida terapéutica precoz con el fin de conseguir una disminucion de la
mortalidad infantil, se implant6 en Francia en el afio 2000 el cribado neonatal de ECF,

limitado a la poblacion de regiones con mayor prevalencia de enfermedad, inicidndose en
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el 2006 en Reino Unido un cribado neonatal universal (37,38). En nuestro pais, el cribado
universal de la ECF se incorpora a la cartera de servicios del sistema nacional de salud en

el 2014, inicidndose en la Region de Murcia en marzo de 2016 (39,40).

3.3 Fisiopatologia

La Hb del adulto o HbA, es un tetrdmetro formado por dos cadenas polipeptidicas
de a-globina y dos cadenas de -globina, con un grupo hemo por cada subunidad proteica

formado por un anillo de protoporfirina y un 4&tomo de hierro (Fe 2+) (41).

La HbS se produce por el cambio de una adenina por una timina en el codén 6 del
gen de la cadena B de globina, que conlleva a la codificacién del aminoacido valina en
lugar del acido glutdmico (HBB: ¢.20A>T, p. Glu7Val) (30). Este cambio provoca que,
en condiciones de desoxigenacion, la molécula de Hb polimerice, dando lugar a la
formacion de hematies falciformes que ven modificada su deformabilidad y adhesividad
al endotelio vascular (30,42). Asi, estos hematies falciformes se vuelven rigidos e
inestables, con la consiguiente aparicion de fendémenos vasooclusivos de repeticion y
hemolisis. Esto se traduce a nivel sistémico en un estado procoagulante con activacion
plaquetaria, disfuncioén endotelial, estrés oxidativo e inflamacion sistémica, que derivan

en una vasculopatia progresiva y dafio multiorganico (42,43).

3.3.1 Morfologia eritrocitaria

El hematie utiliza el 90% de la glucosa fundamentalmente para la obtencion de
ATP (metabolismo energético) a través de la Via Embden-Meyerhof. El resto de glucosa
se metaboliza por la via de las pentosas-fosfato para producir nicotinamida adenina
dinucleétido fosfato (NADPH) que se acoplara con el ciclo del glutation para incrementar

la actividad antioxidante (44).

En situacion de hipoxia, en el hematie se activa la via metabdlica de Rapoport-
Luebering, por el que se produce mas 2,3-bifosfoglicerato (2,3-BPG) con el fin de
disminuir la afinidad de la Hb por el oxigeno (la curva de disociacion de la Hb se desplaza

hacia la derecha), potenciando la liberacion de oxigeno a los tejidos e intentando
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INTRODUCCION

compensar el dafio tisular inducido por hipoxia. En el hematie, la banda 3 es la proteina
de membrana mas abundante. Su dominio N-terminal sirve de anclaje para la Hb
desoxigenada y las enzimas glucoliticas. En situacion de hipoxia, la Hb desoxigenada se
une al dominio N-terminal desplazando a las enzimas glucoliticas al citoplasma, donde
promoveran la sintesis de ATP y 2,3-BPG favoreciendo aun mas la liberacion de oxigeno

a los tejidos (44).

La HbS tiene menor afinidad por el oxigeno que la HbA, lo que favorece un
incremento de la fraccion de HbS desoxigenada que promueve la polimerizaciéon y la
formacion de hematies falciformes. En estos hematies, existe de manera fisiologica
niveles elevados de 2,3-BPG, reduciendo mas la afinidad por el oxigeno y empeorando

la falciformacion (34).

La polimerizacién provoca cambios en la composicion de la bicapa lipidica y
estructura proteica de la membrana. Asi, los hematies falciformes exponen fosfatilserina
a la superficie incrementando la hemolisis y la adhesion, y presentan disfuncion de
canales de membrana como los cotransportadores CI-K favoreciendo la deshidratacion.
Esto produce un cambio en la morfologia del hematie, que ve alterada su deformabilidad
y propiedades reologicas, favoreciendo la aparicion de fendémenos vasooclusivos. Estos
cambios en la conformacion de la membrana y la deshidratacion del hematie provocan la

falciformacion irreversible del hematie (34) (figura 7).

Figura 7. Extension de sangre periférica de paciente con ECF con fenotipo
SS (tincion May-Griinwald Giemsa; objetivo 50X).
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3.3.2 Crisis vasooclusivas

Las crisis vasooclusivas (CVO) son el resultado de una interaccion dinamica entre
los eritrocitos falciformes rigidos y el endotelio vascular, que provoca oclusiones
episddicas de la microvasculatura e isquemia, seguidas del restablecimiento del flujo
sanguineo a dicho nivel, lo que favorece el dafio tisular mediado por la reperfusion (31).
Para que se produzca esta vasooclusion, ademas de la polimerizacion de la HbS se
requiere de un “farget” que desencadene la obstruccion vascular que suele ser un
fendmeno inflamatorio como una infeccion. Esto es debido a la baja disponibilidad de
6xido nitrico (NO) y a la inflamacidn sistémica, que produce una activacion endotelial y
un aumento de las interacciones con los eritrocitos y leucocitos (45). Esta activacion
endotelial, conlleva un incremento de la expresion de moléculas como la molécula de
adhesion intercelular 1 (ICAM1), la proteina de adhesion celular vascular 1 (VCAMI),
la P-selectina, la E-selectina, el antigeno de superficie leucocitaria CD47, la aV[33
integrina y los residuos de heparansulfato y fosfatidilserinas responsables de dichas

interacciones (34,46,47).

Estos ciclos vasooclusivos de isquemia y reperfusion causan a su vez mas estrés
oxidativo e inflamacion, que favorecen la expresion a nivel endotelial de moléculas de
adhesion y la sintesis de citoquinas inflamatorias como la IL-1p, IL-6 y factor de necrosis
tumoral (TNF), que contribuyen con la inflacion cronica y la leucocitosis objetivada en
las crisis. Esta leucocitosis se asocia con una mayor morbimortalidad, puesto que los
neutrdfilos activados presentan mayor expresion de la integrina aMP2 incrementado su
adherencia al endotelio vascular, plaquetas y hematies falciformes, empeorando la

obstruccion (31,34,45).

En el mecanismo fisiopatologico de las CVO, las plaquetas activadas juegan
también un papel esencial puesto que expresan niveles elevados de integrina allbp3 y P-
selectina que median su interaccion con el resto de las células hematopoyéticas

favoreciendo la oclusion (48).
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3.3.3 Hemodlisis

Otro de los fenomenos fisiopatoldgicos importantes de la ECF es la hemdlisis, de
predominio extravascular a nivel de los macrofagos del bazo, aunque existe un

componente intravascular que representa alrededor de un tercio del total (33).

La hemolisis es igualmente consecuencia de la polimerizacion de la HbS: por un
lado, altera la estructura de la bicapa lipidica y la conformaciéon de las proteinas de
membrana con una menor hidratacién del hematie; y, por otro lado, el incremento del
estrés oxidativo en el hematie falciforme puede provocar un dafio en la membrana
eritrocitaria y envejecimiento precoz del hematie con el consiguiente incremento en la

lisis (31,33,42).

Ademas de ser causa de anemia y formacion de calculos biliares, la hemdlisis
contribuye al desarrollo de una vasculopatia cronica al disminuir la biodisponibilidad de
NO. EI NO es un potente vasodilatador de liberacion endotelial con capacidad inhibitoria
sobre la activacion plaquetaria y sobre la expresion de moléculas de adhesion
dependientes del factor nuclear kB (49-51). La deplecion del NO plasmatico se produce
por dos mecanismos: por un lado, la hemolisis libera al plasma arginasa-1 eritrocitaria
que metaboliza la arginina plasmatica en ornitina, disminuyendo el sustrato necesario
para la sintesis del NO; por otro lado, la Hb libre produce radicales de oxigeno (ROS) que

consumen el NO plasmatico (50-53).

Asi, la deplecion cronica de NO y arginina, junto con la formacion de micro
vesiculas eritrocitarias de un potente activador del factor tisular como es la
fosfatidilserina, podrian estar contribuyendo al estado protrombotico existente en las

anemias hemoliticas (figura 8) (54-56).
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Figura 8. Fisiopatologia de la ECF. La polimerizacién del hematie provoca, por un lado, la exposicion en
la membrana eritrocitaria de residuos de fofatidilserina, lo que favorece su fagocitosis por los macrofagos
del bazo y la hemolisis extravascular; y por otro lado hemolisis intravascular secundaria a los cambios
conformacionales en la membrana. Como consecuencia de la hemolisis intravascular, disminuye el 6xido
nitrico (NO), lo que favorece la vasoconstriccion y la remodelacion del endotelio vascular, con la
consiguiente activacion plaquetaria y de la coagulacion. El hemo libre activa también el sistema inmunitario
innato, promoviendo un estado inflamatorio que provoca mayor activacion del endotelio vascular. En este
endotelio activado se unen las células sanguineas circulantes contribuyendo con el fenémeno de
vasooclusion.

En la figura se muestran algunos ejemplos de interacciones receptor-ligando entre el endotelio y las células
circulantes.

AE]l: proteina transportadora; BCAM: molécula de adhesion celular basal; GSH: glutation; HMGB1:
proteina Bl del grupo de alta movilidad; ICAMI1: molécula de adhesion intercelular 1; LDH: lactato
deshidrogenasa; LPS: lipopolisacarido; PGE2: prostaglandina E2; PGF: factor de crecimiento placentario;
TNF: factor de necrosis tumoral; VCAMI: proteina de adhesion celular vascular 1; VEGFR1: receptor 1
del factor de crecimiento endotelial vascular (34).

3.3.4 Eritropoyesis ineficaz

Datos recientes indican que en la ECF la eritropoyesis ineficaz juega un papel
importante. En la ECF una proporcion significativa de eritroblastos durante la

diferenciacion terminal (eritroblastos policromdticos y ortocromaticos) experimentan
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apoptosis en esta etapa, a diferencia de la talasemia que ocurre en las fases intermedias,
y que la hemoglobina fetal (HbF) desempefia un papel antiapoptoético importante durante
esta fase de diferenciacion eritroide terminal. Esto ocurriria como consecuencia de una
cinética diferencial distinta del atrapamiento citoplasmatico de HSP70 en los eritroblastos
talasémicos y falciformes en funcion de la sintesis de globina. Asi, en los talasémicos las
cadenas de a-globina forman agregados tan pronto se expresan, atrapando a HSP70 en el
citoplasma y facilitando la escision de GATAL en el nucleo, mientras que, en la ECF, la
HbS tarda mas tiempo en formas polimeros, ya que este proceso depende del ambiente

hipdxico medular y la concentracion intracelular de HbS (57) (figura 9).

Hypoxia (1-7% O,)

Globin synthesis

@ O ) 8 ¥ B

HSP70 GATA-1 Caspase-3 B-globin HbS

Figura 9. Eritropoyesis ineficaz. Se describe el atrapamiento de HSP70 en el citoplasma de eritroblastos talasémicos
(B-TM) y falciformes (SCD) en diferenciacion en funcion de la sintesis de globina (57).

3.4 Evolucion clinica y complicaciones asociadas

La ECF es una enfermedad multisistémica, de evolucion variable, con afectacion
organica progresiva asociada a episodios agudos de exacerbacion clinica.
Tradicionalmente, las complicaciones mas conocidas eran las agudas, en las que el dolor
era la principal manifestacion. Actualmente, con el aumento de la supervivencia, se estan

detectando muchas mas complicaciones derivadas del dafio orgdnico cronico.
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3.4.1 Complicaciones agudas

Las crisis doloras son la complicacion mas frecuente de la ECF, representando
mas del 70% de las consultas en los servicios de urgencias (42,58). El dolor agudo es
consecuencia de la lesion por isquemia-reperfusion e infarto tisular producido en el
contexto de la vasooclusion y puede implicar a una o multiples localizaciones, siendo las
regiones mas afectadas las extremidades, el torax, la espalda y el abdomen (42). En
ocasiones, estas crisis dolorosas pueden complicarse con necrosis 6sea y secundariamente

infeccion, dando lugar a osteomielitis y artritis séptica (32).

Otra complicacion frecuente es el sindrome toracico agudo, segunda causa de
hospitalizacion y una de las principales causas de mortalidad entre los pacientes con ECF
(59). Se presenta clinicamente con un cuadro de tos, disnea e hipoxemia, y una imagen
de consolidacion en las pruebas radioldgicas. Entre los desencadenantes del cuadro se

encuentran las infecciones, los embolismos grasos e infartos pulmonares (60).

Las infecciones bacterianas por gérmenes encapsulados como S. pneumoniae, H.
influenza y especies no tifoideas de Salmonella, son una causa importante de
morbimortalidad infantil (61). Esta mayor susceptibilidad, se debe a la asplenia funcional
secundaria a infartos indolentes de repeticion a nivel de bazo, defectos en la activacion

del complemento, déficits nutricionales e isquemia tisular (31).

En la actualidad, la incidencia de bacteriemias por microorganismos encapsulados
ha disminuido notablemente con una mejora en la supervivencia global en estos pacientes.
Esto es debido, a la instauracion precoz de un tratamiento profilactico con penicilina oral
en nifios menores de 5 afios tras la deteccion de la variante estructural en el cribado

neonatal, y a la inmunizacidon con vacunas conjugadas (61,62).

La anemia aguda, es otro tipo de complicaciéon aguda. Es definida como el
descenso de 2 g/dL. de Hb respecto al nivel basal. Puede ser resultado del secuestro
eritrocitario a nivel de bazo o higado (63,64), primoinfeccion por parvovirus B19 (65) o

por hemolisis secundaria a aloinmunizacion (66).

Otras complicaciones agudas son: el accidente cerebrovascular isquémico o

hemorragico, por afectacion de las arterias cardtida interna y cerebral media, o secundario
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a vasculopatia extracraneal (31,67); y el priapismo, siendo la causa isquémica la forma

de presentacion mas comun (95%) (68).

3.4.2 Complicaciones cronicas

Debido al aumento en la supervivencia, cada vez son mdas evidentes déficits
neuroldgicos sutiles que pueden pasar inadvertidos a la exploracién debidos a infartos
cerebrales silentes, que pueden llegar a afectar al 38% de los adultos a la edad de 18 afios

(69).

Derivadas de la wvasculopatia crénica aparecen complicaciones como la
hipertension pulmonar, importante causa de morbimortalidad entre los adultos con ECF.
Alrededor del 50% de los casos son precapilares, causada por la afectacion endotelial
secundaria a los fendmenos vasooclusivos reiterados, inflamacion sistémica y deplecion
de NO. El resto de los casos son por afectacion postcapilar, debidas a insuficiencia del
ventriculo izquierdo por el incremento del gasto cardiaco y la sobrecarga de volumen

secundaria a la anemia cronica (70).

A nivel renal, factores como la hipoxia, la acidosis y la vasculopatia producen una
afectacion microvascular crénica. Entre las manifestaciones de dicho dafio crénico
encontramos hiperfiltracion, hipostenuria y microalbuminuria (71). La enfermedad renal

cronica estadio III-IV se objetiva hasta en el 4-18% de los adultos (32).

Ademés de los episodios agudos de dolor, los pacientes con ECF pueden
presentar dolor crénico que se ve incrementado con la edad, llegdndose a presentar en el
30-40% de los adultos (72). La cronificacion del dolor suele estar en relacion con la
afectacion del sistema nervioso central y periférico, y con complicaciones vasculares
como la necrosis avascular (72,73). La implicacion del sistema nervioso no esta hoy en
dia bien dilucidada, pero un estudio en pacientes asintomaticos con ECF demostré la
existencia en el 19,6% de los individuos analizados de hallazgos electromiograficos de

desmielinizacion y axonopatia (72).
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3.5 Tratamiento actual

Los avances en técnicas diagnosticas, materia de prevencion y tratamiento han

conseguido una mejora notable en la supervivencia de los pacientes con ECF.

En la actualidad, el tratamiento se basa en hidroxiurea, transfusiones de

concentrados de hematies y trasplante alogénico.
3.5.1 Hidroxiurea

La hidroxiurea es un inhibidor de la enzima ribonucle6tido reductasa que ha
demostrado tener especial eficacia en el tratamiento de los pacientes con genotipo SS y

SBY. Actia por medio de tres mecanismos de accion (30,74,75):

- Aumenta la expresion del gen de la cadena de y-globina, aumentando
secundariamente la HbF. La HbF tiene mayor afinidad por el oxigeno,
estabilizando la molécula de Hb y reduciendo la polimerizacion.

- Tiene un papel antiinflamatorio, reduciendo el nimero de leucocitos, plaquetas
y la expresion de moléculas de adhesion al endotelio vascular.

- Tiene un efecto sobre el endotelio vascular, aumentando la produccion del NO

plasmatico y favoreciendo la vasodilatacion.

En pacientes con ECF el tratamiento con hidroxiurea ha demostrado reducir las
CVO, y secundariamente los ingresos hospitalarios y la mortalidad. Debido a sus
resultados beneficiosos y a su excelente perfil de seguridad, es el estandar de tratamiento

recomendandose su uso desde el periodo de lactancia (30,74).

Entre sus efectos adversos encontramos: la mielosupresion, como efecto adverso
mas frecuente; oligo-azoospermia en hombres y disminucion de la reserva ovarica en
mujeres sin ser clara causa de infertilidad; y teratogenicidad en modelo animal que no ha

sido demostrada en el ser humano (30,74).
3.5.2 Hemoterapia

Con la transfusion se consigue una reduccion de los hematies falciformes
circulantes, disminuyendo secundariamente el dafio endotelial y mejorando el aporte de

oxigeno a los tejidos presentando como limitaciones el aumento de la viscosidad (31,76).
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Actualmente, se realizan principalmente dos tipos de transfusion: la transfusion
simple y el recambio eritrocitario. Ambas técnicas pueden emplearse como prevencion
primaria en pacientes con alto riesgo de accidente cerebrovascular o como prevencion
secundaria de CVO con clinica de gravedad o episodios graves de repeticion, anemia

aguda sintomatica e ictus (30,31,76).

Como potenciales riesgos derivados de la transfusion encontramos: la
aloinmunizacién; reaccion transfusional hemolitica retardada; y la sobrecarga férrica, hoy
en dia menos frecuente tras la incorporacion al arsenal terapéutico de los quelantes orales

(30,31).

3.5.3 Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

El trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos (PPHH) es actualmente
el unico tratamiento curativo existente. Tiene indicacidon en pacientes jovenes
sintomadticos, preferiblemente menores de 16 afios, con un hermano HLA-idéntico,
reservando el trasplante de donante alternativo para pacientes con dafio organico sin

hermano HLA-idéntico y en el contexto de un ensayo clinico (30,77).

Entre las posibles complicaciones del trasplante encontramos las derivadas del
acondicionamiento, las de la mielosupresion prolongada y la enfermedad de injerto contra

receptor (77).

3.6 Opciones futuras de tratamiento: Terapia génica

Hay dos mecanismos de edicion génica que se estdn explorando en la ECF. Por
un lado, las técnicas que se basan en la correccion de la mutacion subyacente de la
enfermedad y tiene como objetivo la restauracion del gen de la B-globina; por otro lado,
estan las que tiene como objetivo el incremento de la HbF mediante la supresion de
BCL11A4 o exa-cell (exagamglogene Autotemcel) (77). Esta ultima estd aprobada en la

actualidad para formas graves de ECF.
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4. TALASEMIA

Las talasemias son hemoglobinopatias de transmision autosOmica recesiva
caracterizadas por una disminucion o ausencia de la cadena de globina, dando lugar a
fenotipos clinicos variables que engloban desde individuos asintomaticos hasta pacientes

con anemia cronica severa dependiente de transfusion (78).

Tradicionalmente, se ha clasificado segin las manifestaciones clinicas en

talasemia mayor (TM), talasemia intermedia (TI) y talasemia minor (6).

La TM incluia a los pacientes con anemia severa dependiente de transfusion desde
la infancia. La talasemia minor o forma heterocigota (rasgo), es la forma mas leve de
presentacion, y se caracteriza por una anemia leve asintomatica. Con el término TI se
englobaba a pacientes con un espectro clinico variado, desde anemia leve-moderada a
moderadamente grave, que solo requerian transfusiones de manera ocasional pero que
desarrollaban complicaciones propias de la TM como hematopoyesis extramedular,

hipertension pulmonar, sobrecarga férrica y retraso en el crecimiento (79,80).

Debido a una mayor comprension de la fisiopatologia de la enfermedad, en el afio
2012 la Federacion Internacional de Talasemia adoptd la nueva terminologia para la
clasificacion clinica de la talasemia, haciendo distincion entre talasemia dependiente de
transfusion (TDT) y talasemia no dependiente de transfusion (NTDT), incluyendo en este
ultimo grupo la o-talasemia intermedia (HbH), la B-talasemia intermedia, los doble

heterocigotos HbE/B-talasemia y otras dobles heterocigosis (81) (figura 10).
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Figura 10. Tipos de talasemia. Asociacion genotipo-fenotipo. Las talasemias a y B son enfermedades
genéticamente heterogéneas. El manejo clinico con transfusiones de hematies es un factor esencial para
clasificarlas como talasemia dependiente de transfusion (TDT) o talasemia no dependiente de transfusion
(NTDT). Los pacientes con TDT necesitan transfusiones regulares de por vida, mientras que los pacientes
con NTDT no necesitan transfusiones regulares y normalmente presentan mas tarde en la infancia o incluso
en la edad adulta una anemia leve/moderada que solo requiere transfusiones ocasionales en circunstancias
clinicas concretas (infecciones, embarazo, cirugias o crisis aplasicas). Sin embargo, suelen presentar las
complicaciones tipicas de la TDT, como hematopoyesis extramedular, sobrecarga de hierro, tlceras en las
piernas y osteoporosis. Los pacientes con TDT incluyen aquellos con B-talasemia mayor o formas graves
de B-talasemia intermedia, HbE/B-talasemia o HbH. La NTDT engloba principalmente tres formas: B-
talasemia intermedia (B-TI), HbE/B-talasemia (formas leve y moderada) y a-talasemia intermedia (HbH)

(6).

4.1 Epidemiologia

Tradicionalmente, la talasemia ha sido una enfermedad propia de paises de la
cuenca mediterranea, norte y centro de Africa, el sudeste asiatico y Oriente Medio. Sin
embargo, como resultado de los flujos migratorios, podemos encontrarlas en otras
regiones tradicionalmente no endémicas para la enfermedad, como son el norte de Europa

y Norteamérica (82).
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4.2 Diagnostico

Hay que sospechar talasemia en pacientes con anemia en grado variable
(moderada-grave), microcitica (VCM<70 fl) e hipocroma (HCM<20 pg). En la
morfologia de sangre periférica destaca una anisopoiquiolocitosis severa con presencia
de eritroblastos, siendo caracteristica de la a-talasemia intermedia o Hb H los cuerpos de
inclusion en tincion de azul de cresilo (figura 11). Por el contrario, los pacientes
heterocigotos suelen presentar microcitosis € hipocromia con anemia leve o niveles de
Hb dentro del rango de la normalidad, y alteraciones morfoldgicas leves con ausencia de

eritroblastos (81).

Para detectar variantes de Hb, cantidad y tipo de Hb presente se emplean técnicas
como la electroforesis capilar y la HPLC, ampliamente utilizadas en el diagnostico de -

talasemia (81).

Para la deteccion de la mutacion causante en el gen de la B globina o para el
diagnodstico de a-talasemia se requieren técnicas de biologia molecular basadas en el

estudio del ADN (81).
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Figura 11. Electroforesis capilar y extensiones de sangre periférica de un paciente con Hb H. A)
Electroforesis capilar donde se observa pico de Hb H. B) Hematies con punteado basofilo y alteracion de
la hemoglobinizacion (May-Griinwald Giemsa). C) Hematies con cuerpos de inclusion (Azul de cresilo).

4.3 Fisiopatologia

Hay tres factores principales en la fisiopatologia de la talasemia: anemia cronica,

eritropoyesis ineficaz y sobrecarga de hierro (figura 12).
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4.3.1 Eritropoyesis ineficaz

El disbalance de cadenas genera un exceso de cadenas inestables que precipita
dentro de los progenitores eritroides provocando un deterioro de la membrana celular y
finalmente su lisis. Esto provoca una alteracion del ambiente medular, con un
desequilibrio de citoquinas que hace que los progenitores eritroides proliferen, pero con
una maduracion inadecuada, denominandose eritropoyesis ineficaz. El desequilibrio de
citoquinas y la eritropoyesis ineficaz severa son causa de eritropoyesis extramedular

(79,81).

Asi, el principal desencadenante de la anemia es la eritropoyesis ineficaz, mientras
que los determinantes secundarios son la hemolisis de los eritrocitos maduros y la

disminucién global de la sintesis de Hb (79,81).

Como se coment6 anteriormente, la eritropoyesis es un proceso mediado en una
primera fase por EPO y una segunda fase por hierro. En condiciones fisiologicas, cuando
aumentan las demandas de oxigeno como en situaciones de hipoxia o hemorragia,
aumenta la secrecion de EPO que estimula la produccion de la proteina de choque térmico
70 (HSP70) que protege a GATAI de la escision por FAS/FASL y de la activacion de
caspasa. Paralelamente con el incremento de EPO, se reduce la expresion de GDF11 con

la consiguiente supresion de TGF-f, favoreciendo la maduracion terminal del hematie

(6).

En talasemia, la eritropoyesis ineficaz se desencadena asi por dos mecanismos:
por un lado, los agregados formados por la cadena sobrante de globina secuestran la
proteina HSP70 en el citoplasma, inhibiendo su translocacion al nicleo y facilitando la
escision de GATA1 por caspasas. Por otro lado, el disbalance de cadenas aumenta la
formacion de ROS (producidos también por la sobrecarga férrica), que activan GDF11 y

secundariamente la via de SMAD2/3 inhibiendo la diferenciacion eritroide terminal (6).

4.3.2 Sobrecarga de hierro

La sobrecarga férrica es uno de los principales eventos patogénicos de la
talasemia. Ademas, de la sobrecarga de hierro secundaria a la transfusion en pacientes
con TDT, hay un aumento de la absorcion a nivel intestinal tanto en pacientes TDT como

en NTDT (83,84).
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El acumulo de eritroblastos durante la eritropoyesis ineficaz aumenta la secrecion
de ERFE, que disminuye a su vez la expresion de hepcidina. Niveles bajos de hepcidina
favorecen la expresion de la ferroportina, proteina transportadora de hierro situada en la
membrana basolateral del enterocito, aumentando la absorcion de hierro en duodeno y su

liberacion a nivel reticuloendotelial (83,84).

En NTDT, el factor de diferenciacion del crecimiento 15 (GDF-15), miembro de
la familia de TGF-P regulada al alza en eritropoyesis ineficaz, puede contribuir en la

disminucién de la hepcidina (85).

4.4 Complicaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas se hacen evidentes alrededor de los 6-12 meses de
vida en pacientes con TDT, coincidiendo con el descenso de HbF y la sintesis de la HbA

(02 B2), y en torno a los 2-6 afios en pacientes con NTDT (80).

Antiguamente, en pacientes con TDT con tratamiento transfusional insuficiente
se veian complicaciones como retraso en el crecimiento, hepatoesplenomegalia, masas
extramedulares, deformaciones dseas y tulceras cutaneas, que en la actualidad con la
intensificacion del régimen transfusional ya no son tan comunes de ver en la practica

clinica diaria (6,80).

Aunque los pacientes con NTDT tienen independencia transfusional y niveles de
Hb mas altos, presentan la mayoria de las complicaciones asociadas a la enfermedad
apareciendo en pacientes con TDT a edades mas tardias. Entre las complicaciones clinicas

encontramos:

4.4.1 Sobrecarga férrica

Como ya se ha comentado, estos pacientes presentan sobrecarga de hierro
secundaria a la terapia transfusional, en los pacientes con TDT, y al aumento de la
absorcion intestinal de hierro secundaria a supresion de hepcidina. El exceso de hierro
(incremento de 1 mgFe/g partiendo de una hemosiderosis de 5 mgFE/g) se relaciona con
multiples complicaciones a nivel sistémico como: hepatitis, carcinoma hepatico,
cardiopatia, hipotiroidismo, hipogonadismo, osteoporosis y proteinuria secundaria a

tubulopatia (86,87).
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4.4.2 Hipercoagulabilidad

El incremento de ROS secundario al disbalance de cadenas y al hierro libre, altera
la estructura de la membrana del hematie. Se forman asi, hematies senescentes rigidos y
deformados que expresan en la superficie de membrana fosfatidilserina, viendo
incrementada su adhesividad al endotelio vascular. La expresion de E-selectina, IL-1,
factor von Willebrand y la molécula de adhesion celular vascular-1 hacen pensar que la
activacion del endotelio vascular puede ser otro desencadenante patogénico en la
enfermedad. La mayoria de las complicaciones tromboticas reportadas en la literatura son

de pacientes con NTDT (88).

4.4.3 Hipertension pulmonar

Igual que otros pacientes con hemolisis cronica estos pacientes pueden desarrollar
hipertension pulmonar tipo I o precapilar por incremento de la hipercoagulabilidad y
disminucién de vasodilatadores como el NO y su sustrato arginina secundario a la

hemolisis (89).

4.4.4 Endocrinopatias

A pesar de que la afectacion endocrina es mayor en pacientes con TDT, en
pacientes con NTDT la prevalencia de diabetes mellitus, hipotiroidismo,
hipoparatiroidismo, hipogonadismo e insuficiencia suprarrenal sigue siendo elevada,

especialmente en pacientes de mediana edad (90-92).

4.4.5 Osteoporosis

Los pacientes con TDT y NTDT sufren una disminucion marcada de la densidad
mineral 6sea (DMO) a pesar de tratamientos preventivos con suplementos y de la
optimizacion del régimen transfusional. Los mecanismos propuestos para explicar la
pérdida de la DMO incluyen la expansion 6sea secundaria a la proliferacion eritroide
andmala, el aumento de EPO secundario a esta mayor proliferacion celular, toxicidad
6sea por el acumulo de hierro y a trastornos endocrinos derivados al aumento del estrés
oxidativo (déficit de GH-IGF-1, hipogonadismo, déficit de vitamina D) (93).

Cada vez, hay mds datos que avalan relacion existente entre eritropoyesis,
metabolismo 6seo y homeostasis del hierro. Se ha descrito recientemente en pacientes
talasémicos, un mecanismo de activacion de osteoclastos que podria tener relacion con la

alteracion del eje RANK/RANKL/OPG (94,95).
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Se ha publicado que la ERFE secuestra a algunos de los miembros de la familia
de la BMP, principalmente BMP2, BMP6 y BMP2/6 que suprime la expresion de
hepcidina mediante la inhibicion de la sefalizacion BMP/SMAD. Las BMP estan
implicadas en la formacion y el remodelado dseo por osteoblastos. Asi, la ERFE al
modificar la disponibilidad de las BMP, puede ser un nexo entre la eritropoyesis ineficaz,
el metabolismo del hierro y la pérdida de DMO (94,95). Podria ser, que la disminucion
de ERFE al mejorar la disponibilidad de BMP favorezca la osteogénesis (95). Sin
embargo, los niveles elevados de ERFE en talasemia son osteoprotectores, existiendo un
efecto paradojico no explicado. Otros datos indican que la baja disponibilidad de BMP
(por niveles elevados de ERFE), aumenta la DMO por inhibicion sobre osteoclastos y la
activacion de la via Wnt, hipotetizando que la pérdida de ERFE conllevaria una
disminucién de la DMO por un incremento de la expresion esclerostina y de RANKL
(94,95).

Asi, en casos de eritropoyesis ineficaz donde existe un incremento de ERFE, las
proteinas BMP2 y BMP6 secuestradas, disminuyen la sefializacion de las vias BMP/Smad
y ERK, dando lugar a una disminucién de la expresion de SOST y RANKL (Rankl/OPG)

con una reduccion de la osteoclastogénesis.
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Figura 12. Esquema sobre los mecanismos fisiopatologicos y las complicaciones clinicas de la
talasemia (6).

4.5 Tratamiento actual

Durante mucho tiempo el tratamiento de la TDT y NTDT se ha basado en paliar
las complicaciones secundarias de la enfermedad con quelantes de hierro y suplementos
vitaminicos (vitamina D, calcio, levotiroxina...) combinados junto a trasfusiones

periodicas cada 3-5 semanas en el caso de los pacientes con TDT.
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Los efectos adversos relacionados con la intensificacion de la terapia transfusional
y la quelacion, sobre todo en pacientes con TDT, conlleva una adherencia terapéutica
deficiente y un detrimento en la calidad de vida de los pacientes, con un incremento en la
morbimortalidad. En los tltimos afios, se han aprobado o estdn en ensayo clinico, varios
tratamientos modificadores de la enfermedad que tienen por objetivo disminuir las

demandas transfusionales intentando mejorar la anemia y la eritropoyesis ineficaz (96).

4.5.1 Luspatercept

Es una proteina de fusion recombinante que se unen a ligandos especificos de la
superfamilia de TFG-B, como GDF11 o actina B, bloqueando la sefalizaciéon via
SMAD2/3 y potenciando secundariamente la maduracion tardia del eritrocito.
Luspatercept es asi un farmaco de maduracion eritroide aprobado en enfermedades con
eritropoyesis ineficaz como sindrome mielodisplasico o B-talasemia, en las que la

expresion de la via SMAD es muy elevada (96).

La aprobacion de Luspatercept en pacientes con TDT se basé en los resultados
obtenidos del ensayo BELIEVE (NCT02604433), un fase III que cumpli6 con el endpoint
primario consiguiendo una reduccion de la tasa de transfusion de un 33% entre las
semanas 13-24 y llegando hasta el 50% entre la semana 37-48 (97). En NTDT Ila
aprobacion se basod en los resultados del ensayo doble ciego en fase II BEYOND

(NCT03342404), en el que el 77% de los pacientes en tratamiento alcanzaron el objetivo

principal, un aumento medio de Hb >1,0 g/dl con respecto al valor inicial, frente a 0 de

49 pacientes (0%) del grupo de placebo (P<0,0001), en ausencia de transfusion (98).

4.5.2 Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

El trasplante alogénico de PPHH es actualmente la unica terapia curativa
disponible. Estd indicado en pacientes con TDT, preferiblemente menores de 16 afios y
con hermano HLA-idéntico, para reducir el riesgo derivado de las complicaciones del
trasplante. Otras modalidades de trasplante de entrada no son una opcidén, aunque cada
vez hay mejores resultados con trasplante de intensidad reducida o haploidéntico y se
podrian plantear en pacientes sin comorbilidades y sin donante HLA-idéntico disponible

o en el contexto de un ensayo clinico (99).
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4.6 Otras terapias en ensayo clinico

4.6.1 Mitapivat

Activador alostérico de la enzima piruvato quinasa que aumenta la sintesis de ATP
en el eritrocito favoreciendo su estabilidad. Hay datos de eficacia de Mitapivat en modelo
murino y en pacientes con NTDT, donde se consiguié una mejora en los niveles de Hb y
probablemente en la sobrecarga férrica y de la eritropoyesis ineficaz. Actualmente en

ensayo en pacientes TDT y NTDT (100).

4.6.2 Terapia génica

Actualmente hay dos estrategias en terapia génica aprobadas: la transduccion del
gen normal de B-globina mediado por lentivirus en células hematopoyéticas autdlogas
(betibeglogén autotemcel); y la edicion génica mediante la técnica de CRISPR/Cas9 que
escinde el gen BCL114 inhibiendo de esta forma la represion de la expresion de cadenas

gamma y por tanto induciendo la sintesis de HbF (exagamglogene Autotemcel) (101).
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INTRODUCCION

5. ANEMIA CONGENITA SIDEROBLASTICA

Las ACS son un grupo heterogéneo de trastornos hematopoyéticos raros y
hereditarios que se caracterizan por el acumulo patologico de hierro en las mitocondrias
de los precursores eritroides, lo que conlleva a una sobrecarga férrica y eritropoyesis
ineficaz. Son causadas por la mutacion en genes involucrados en el metabolismo
mitocondrial del hierro, clasificandose en tres grupos segun su fisiopatologia: defectos en
genes relacionados con la sintesis del grupo hemo, relacionados con la sintesis y
transporte de los grupos hierro-azufre (Fe-S) y los involucrados en la sintesis de la cadena

respiratoria mitocondrial (102).

La mutacion de genes que codifican para enzimas o transportadores implicados
en cualquiera de estas vias o rutas metabolicas conllevan una utilizacién defectuosa del
hierro compatibles con las manifestaciones clinicas y citoldgicas (figura 13)

caracteristicas de la anemia sideroblastica.

Figura 13. Extension de MO de un paciente con ACS donde se observan
sideroblastos en anillo (tincioén de Perls; objetivo 50X).
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5.1 Sintesis del grupo hemo en el eritroblasto

El transportador de membrana mitocondrial SLC25A38 internaliza la glicina al
interior mitocondrial, donde en combinacién con la succinil-coenzima A (CoA) son
utilizadas por la enzima d-aminolevulinato sintetasa (ALAS) en la sintesis del 4cido d-
aminolevulinico (ALA). Esta enzima, engloba dos isoformas denominadas ALA1 y
ALAZ2, requiriendo esta tltima de piridoxina como cofactor para realizar su funcion. Una
vez sintetizado el ALA, es transportado al citoplasma por el SLC25A38, donde sufre una
serie de reacciones oxidativas hasta formar el protoporfirindgeno (PPgen IX), empleado

en la mitocondria por PPgen oxidasa para la sintesis de protoporfirina IX (102—104).

La sintesis del grupo hemo es dependiente del hierro disponible en los precursores
eritroides. Los complejos transferrina-hierro férrico (Fe 3+) circulantes son endocitados
por medio de los trasportadores de transferrina. En el interior del eritroblasto, dichos
complejos son escindidos y el Fe 3+ libre es reducido a Fe 2+ por la ferroreductasa
STEAP3 (105). El Fe 2+ es externalizado fuera del endosoma por el trasportador
divalente 1 (DMT]1) y entra en la mitocondria donde se combina con la protoporfirina IX
por accion de la ferroquelatasa (FECH) para sintetizar el grupo hemo (103,104,106)
(figura 14).
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Figura 14. Principales vias afectadas en los diferentes grupos de ACS: Biosintesis del grupo hemo y del
complejo hierro-azufre (Fe-S) y afectacion de la cadena respiratoria mitocondrial.

(ALAS2: §-aminolevulinato 2 sintetasa; FECH: ferroquelatasa; GLRXS: glutarredoxina 5; ADNmt:
ADN mitocondrial; PLP; PMPS, sindrome médula-pancreas de Pearson; PUS1: pseudouridina
sintasa 1; SLCI19A2: transportador de tiamina de alta afinidad; SLC25A38: proteina transportadora
mitocondrial; YARS2: tirosil-ARNt sintasa mitocondrial 2) (107).

Hasta la fecha, se han descrito tres mutaciones implicadas en la etiopatogenia de
la anemia sideroblastica por alteracion en la sintesis del grupo hemo. En todas ellas

encontramos anemia microcitica en rango variable y sobrecarga férrica, careciendo de la

afectacion sistémica caracteristica de otros subtipos de ACS (tabla 1).

5.1.1 Anemia sideroblastica ligada al cromosoma X por mutacion en el gen ALAS2

Esta es la forma mas prevalente de ACS. Se debe habitualmente a una mutacion
missense en el gen ALAS2, localizado en el cromosoma Xpl11.21. Es propia de varones
menores de 40 afios que presentan anemia, generalmente leve-moderada, microcitica e
hipocromica. La sobrecarga férrica es una constante, e independiente de la frecuencia

transfusional, que suele ser inusual en este subtipo de ACS (108-112). En cuanto al
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tratamiento, alrededor de la mitad de los casos diagnosticados responden a suplementos
orales de piridoxina, al incrementar la actividad de la ALAS2 actuando como cofactor

(108-110).

5.1.2 Anemia siderobldstica por mutacion en el gen SLC25438

Es la segunda forma mas prevalente de ACS. Es causada por una mutacion en
homocigosis en el gen SLC25438 situado en el cromosoma 3p22.1 y que codifica para el
trasportador mitocondrial SLC25A38 (113). Este transportador de membrana
mitocondrial es el encargado de internalizar la glicina a la mitocondria para ser empleado
por la ALAS (114,115). Se suele diagnosticar al nacimiento o a edades muy tempranas
de la vida, presentando las personas afectas una anemia microcitica severa con alta carga
transfusional. El tratamiento se basa en transfusiones periddicas de concentrados de
hematies y quelacion, no presentando respuesta a la suplementacion con piridoxina ni
glicina (115). En la actualidad, el trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

el Ginico tratamiento curativo (116).

5.1.3 Anemia sideroblastica por mutacion en el gen FECH (protoporfiria

eritropoyética)

Es secundaria a la mutacion en el gen STEAP3 también conocido como 7SA4P6,
que codifica para la ferroreductasa endosomal necesaria para la utilizacion eficiente del
hierro por parte de los precursores eritroides. Reduce el Fe 3+ a Fe 2+, que en
combinacion con el anillo de protoporfirina formara el grupo hemo (105). La forma de
transmision es autosdmica recesiva, aunque se han descrito casos en la literatura de
mutaciones heredadas en heterocigosis por baja expresion/silenciamiento del alelo sano.
Suele diagnosticarse en la infancia, con anemia moderada-severa microcitica e

hipocrémica y sobrecarga férrica (117).

5.2 Sintesis del complejo Fe-S

El Fe mitocondrial es utilizado por los precursores eritroides para la sintesis del
grupo hemo tras su union a la protoporfirina IX, formacion de ferritina y sintesis del

complejo Fe-S (102).
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En la sintesis del complejo Fe-S participan la enzima mitocondrial ISCU con su
chaperona HSC20 y la glutarredoxina 5 (GLRXS), siendo exportado por el trasportador
B7 dependiente de ATP (ABCB?7). En el citoplasma, el complejo Fe-S citosdlico activa
las proteinas reguladoras de hierro (IRP) con actividad aconitasa que participan en la
regulacion postranscripcional de ALAS2. En condiciones de déficit de hierro, los IRP se
combinan con los elementos dependientes del hierro (IRE) suprimiendo la traduccion de
ALAS2, mientras que con su uniéon con el complejo Fe-S favorece su traduccion

(104,118).

Asi el complejo, Fe-S tiene un papel decisivo en la homeostasis del hierro,
conllevando su alteracion al acumulo del hierro mitocondrial y a la formacion defectuosa

del grupo hemo (119).

Actualmente, se conocen tres genes implicados en la alteracion de la funcion de

los clusteres de Fe-S.

5.2.1 Anemia sideroblastica por mutacion del gen GLRXS

Los excepcionales casos descritos en la literatura son homocigotos para una
mutacion en el gen GLRXS que afecta a la conformacion del ARN mensajero o dobles
heterocigotos para dos mutaciones missense en el gen GLRXS5 (120,121). Como
consecuencia, se produce una alteracion en la traduccion de ALAS2, con el consiguiente
déficit enzimatico, y una diminucion en la actividad de la FECH al restringirse la
disponibilidad de los complejos FE-S necesarios en el ensamblaje de esta enzima
(122,123). En lo referente a la presentacion clinica, los pocos casos publicados se
trataban de varones de mediana edad con anemia leve-severa microcitica e hipocroma,

sobrecarga de hierro y hepatoesplenomegalia (102,104).

5.2.2 Anemia sideroblastica por mutacion en el gen ABCB7

Subtipo raro de ACS ligada al cromosoma X. En su etiopatogenia estdn implicadas
mutaciones en el gen ABCB7 situado en Xp13.3, el cual codifica para un trasportador de
membrana mitocondrial encargado de exportar el complejo Fe-S al citoplasma (104). La
alteracion de ABCB7 provoca asi un bloqueo del hierro a nivel mitocondrial,
traduciéndose en una disminucion de la funcion de las enzimas citosolicas dependientes

del complejo Fe-S. El prototipo de paciente afecto suele ser un varén con anemia leve
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microcitica, retraso motor y disfuncion espinocerebelosa con ataxia no progresiva e
hipoplasia grave cerebelosa (124—126). Se han descrito casos de mujeres heterocigotas

para la mutacion con afectacion hematoldgica leve, pero sin clinica neurologica (124).
5.2.3 Anemia sideroblastica por mutacion en el gen HSPA9

Es debida a una mutacion en el gen HSPA9 localizado en el cromosoma 5q31.2,
que codifica para la proteina de choque térmico 9 implicada en la sintesis del complejo
Fe-S a nivel mitocondrial (127). El tipo de herencia es autosémica recesiva, aunque se
han descrito casos en los que han coexistido una mutacion en un alelo con pérdida grave
de funcion con un polimorfismo de nucleétido unico heredado en trans con alteracion en

la expresion de ARNm, resultando en un patrén pseudominante (104,128).

5.3 Genes implicados en la sintesis de la cadena respiratoria mitocondrial

La alteracion de los genes implicados en la cadena respiratorios mitocondrial

produce formas sindromicas de ACS con herencia autosémica recesiva.

La cadena respiratoria mitocondrial esta formada por cinco complejos enzimaticos
formados por subunidades proteicas codificadas por ADN mitocondrial (ADNmt) y el
NDUFBI11 (NADH subunidad ubiquinona oxidorreductasa B11 mitocondrial), y estan
implicadas en reacciones de fosforilacion y oxidacion. La disrupcion a dicho nivel puede
provocar acidosis lactica y una reduccion de la actividad enzimatica del citocromo C
oxidasa, responsable de preservar el hierro en estado reducido (Fe 2+), lo que se traduce
en una alteracion en la sintesis del grupo hemo y acumulo del hierro férrico (Fe 3+) a

nivel mitocondrial (102,104).

Asi, la alteracion en el ADNmt o en los genes involucrados en el metabolismo del
ARN ribosémico mitocondrial conllevan a la supresion de la traduccion de proteinas
indispensables para la conformacion del grumo hemo, siendo este el sustrato
etiopatogénico sobre el que se sustenta este tipo de ACS (104). Actualmente, se conocen
seis genes implicados: PUS! (pseudouridina sintetasa 1), YARS? (tirosil-tRNA sintetasa),
TRNTI (tRNA nucleotidil transferasa 1), LARS2 (leucil-tRNA sintetasa 2), NDUFBI1y
genes del ADN mt.
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5.3.1 Anemia siderobldstica por mutacion en el gen PUS1 o en el gen YARS?2

El gen PUSI esta localizado en el cromosoma 12q24.33 y codifica la enzima
pseudouridilato sintetasa. Esta enzima sintetiza de pseudouridina, nucleésido utilizado en
la formacion del ARN de transferencia (ARNt) mitocondrial. Mutaciones en el gen PUS/
afectan asi a la sintesis de proteinas en los ribosomas mitocondriales, traduciéndose en
un déficit enzimatico de los complejos que conforman la cadena respiratoria mitocondrial

(129,130).

El gen YARS?2 se encuentra en el cromosoma 12p11.21 y codifica para la enzima
tirosil-ARNt sintetasa mitocondrial. Su mutacion, puede afectar al ARNt igual que la

mutacion en el gen PUSI (131).

La repercusion a nivel sistémico es similar en ambas mutaciones, con un tipo de
transmision autosdmica recesiva. Los pacientes suelen debutar en la infancia con
encefalomiopatia, acidosis lactica y anemia sideroblastica (MELAS) (129-131). El
tratamiento en la actualidad es meramente sintomatico, y tiene una alta tasa de mortalidad

infantil.

5.3.2 Anemia sideroblastica por mutacion en el gen LARS?2

Este tipo de ACS se debe a la mutacion en el gen LARS? localizado en el
cromosoma 3p21.3 y que codifica para la enzima leucil-ARNt sintetasa mitocondrial, que
une la leucina al ARNt. Aunque se desconoce el mecanismo molecular subyacente, el
déficit enzimatico secundario a la mutacion en el gen LARS?2 provoca una disminucion en
la proteina que conforma el complejo I, lo que explicaria los distintos fenotipos con los
que se presenta la enfermedad. Hay muy pocos casos descritos en la literatura,
homocigotos y doble heterocigotos, con clinica de fallo ovarica precoz y pérdida de
audicion (sindrome de Perrault) o con acidosis lactica, hidropepsia, anemia siderobléstica

y fallo multiorgéanico (132,133).

5.3.3 Anemia sideroblastica por mutacion en el gen TRNTI1

Causada por mutaciones en el gen TRNT/ localizado en el cromosoma 3p26.1 y
que codifica la ARNt nucleotidil transferasa 1 (TRNT1), implicada en la adicion del

trinucledtido citosina, citosina y adenina al extremo 3' de los ARNt mitocondriales y
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citosdlicos, constituyendo una modificacion post-transcripcional vital para los ARNt

(134).

Mutaciones en el gen TRNT] causan amplio espectro de manifestaciones clinicas
que van desde una enfermedad multisistémica compleja de inicio en la infancia que
incluyen el sindrome de SIFD (anemia sideroblastica, inmunodeficiencia de linfocitos B,
fiebre recurrente y retraso en el desarrollo), hidropesia, cardiomiopatia, nefrocalcinosis,
sordera neurosensorial, hasta una microcitosis asintomatica y retinosis pigmentaria de

aparicion en la edad adulta (135-138).

En los pacientes que debutan en el periodo neonatal con afectacion multisistémica,
el tratamiento es sintomadtico, con alta mortalidad en la primera década de la vida (138).
Son anecddticos los casos de sindrome de SIFD vy trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos, aunque parece revertir las manifestaciones inmunoldgicas y
hematologicas, por lo que se postula como una alternativa terapéutica razonable en estos

pacientes (139)

5.3.4 Anemia sideroblastica por mutacion en el gen NDUFBI11

ACS secundaria a mutaciones en el gen NDUFBI1 localizado en el cromosoma
X p11.23 y que codifica subunidades proteicas no cataliticas del complejo I de la cadena

mitocondrial.

El fenotipo clinico es variable y dependiente del tipo de mutacion. Se han descrito
casos con anemia sideroblastica, miopatia, acidosis lactica o baja talla; casos en los que
han coexistido disgenesia de o6rganos y alteraciones del neurodesarrollo; mientras que
otros casos han presentado microoftalmia y defectos cutaneos lineales (sindrome MLS) o

cardiomiopatia histiocitoide sin anemia (140,141).

5.3.5 Anemia siderobldstica por mutacion en el gen SLC1942

Debida a la mutacién en el gen SLC79A42 localizado en el cromosoma 1q23.3, que
codifica para un transportador de membrana de tiamina. La reduccién intracelular de
tiamina provoca una disminucidon en la sintesis de succinil-CoA por la enzima o-
cetoglutarato deshidrogenasa, que requiere de tiamina como cofactor para realizar su

funcion. La succinil-CoA sintetizada actiia como sustrato de la enzima mitocondrial
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ALAS, conllevando asi un defecto en su sintesis a una alteracion en la conformacion del

grupo hemo (141,142).

También conocida como anemia megaloblastica respondedora a tiamina o
sindrome de Roger, este tipo de ACS se caracteriza por presentar en la infancia anemia
megaloblastica, diabetes mellitus y sordera neurosensorial, pudiendo coexistir con otras
manifestaciones como atrofia del nervio dptico, cardiopatia, talla baja y accidentes

cerebrovasculares (143).

En cuanto al tratamiento, los niveles de Hb suelen mejorar con el aporte oral de
timina, persistiendo la alteracion en pardmetros eritrocitarios como la macrocitosis. La
pérdida de audicion suele ser irreversible, obteniendo respuestas variables en lo referente

a la diabetes (143).

5.3.6 Anemia siderobldstica por mutacion en el ADN mitocondrial

El ADNmt codifica para proteinas ribosomales, ARN ribosomico y de
transferencia que participan en la formacion de los complejos enzimaticos que conforman

la cadena respiratoria mitocondrial (104).

Como maximo exponente de los sindromes por afectacion en el ADNmt
encontramos el sindrome de Pearson, que cursa caracteristicamente con anemia
macrocitica hipo-arregenerativa, citopenias moderadas-severas, vacuolizacion en
precursores eritroides y mieloides en médula 6sea e insuficiencia pancredtica exocrina.
Los pacientes afectos pueden presentar también tubulopatia pudiendo progresar a un
sindrome de Fanconi, hepatomegalia, desordenes endocrinoldgicos, trastornos cardiacos,
oculares y neuromusculares. Las manifestaciones clinicas se hacen evidentes en el
periodo neonatal, y suelen propiciar la muerte prematura del paciente frecuentemente por

sepsis, acidosis lactica y/o fallo multiorganico antes de los cinco afios (144,145).

El tratamiento es sintomatico con transfusiones, quelantes, complejos
enzimaticos, vitaminas liposolubles, suplementos de bicarbonato, prevencion de las
infecciones..., no siendo efectivos los andlogos de la eritropoyetina ni de la
trombopoyetina en el tratamiento de las citopenias. El trasplante alogénico de precursores

hematopoyéticos se postula como posible tratamiento en pacientes con citopenias graves
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a partir de 3-4 afios, presentando como complicaciones su alta mortalidad y su efecto

incierto sobre el resto de las manifestaciones sistémicas (144,145).

ALTERACION EN GENES IMPLICADOS EN LA SINTESIS DEL GRUPO HEMO

Gen Tipo de Fenotipo asociado Edad de VCM Tratamiento
herencia presentaciéon
ALA2 Ligada al X - < 40afios ¢ Piridoxina
(B6)
SLC25438 AR --- Infancia ¢ Soporte
FECH AR Fotosensibilidad Infancia ¢ Soporte
AFECTACION DE GENES IMPLICADOS EN LA FUNCION DE LOS COMPLEJOS FE-S
GLRX5 AR --- Mediana edad ¢ Soporte
ABCB7 Ligada al X Retraso motor Infancia ¢ /N Soporte
Ataxia
Hipoplasia cerebelosa
HSPA9 AR - Infancia ‘/N Soporte
ALTERACION EN LOS GENES DE LA CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL
PUSI AR Encefalomiopatia Infancia f /N Soporte
Acidosis lactica
YARS2 AR Encefalomiopatia Infancia f/N Soporte
Acidosis lactica
LARS2 AR Sindrome de Perrault Infancia Soporte
Acidosis lactica ¢
Hidropepsia
Fallo multiorganico
TRNTI AR SIFD Infancia Soporte
Nefrocalcinosis ¢
Cardiomiopatia
Retinosis pigmentaria
NDUFBI11 Ligada al X Miopatia Infancia precoz N Soporte
Acidosis lactica
Baja talla
MLS
Cardiomiopatia
histiocitoide
SLC1942 AR DM Infancia precoz f Tiamina
Sordera (B1)
neurosensorial
Atrofia nervio 6ptico
Cardiomiopatia
Talla baja
ADNmt Herencia Sindrome de Pearson Infancia ? /N Soporte
materna Tubulopatia
Hepatomegalia
Trastornos cardiacos
y neuromusculares

Tabla 1. Cuadro resumen de las principales caracteristicas de cada tipo de ACS.

AR: autosomico recesivo; SIFD: anemia sideroblastica, inmunodeficiencia de linfocitos B, fiebre recurrente
y retraso en el desarrollo; MLS: microoftalmia y defectos cutaneos lineales; DM: diabetes mellitus.
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OBJETIVOS






Los objetivos del presente trabajo son:

1. Determinar la incidencia de la ECF y otras hemoglobinopatias estructurales

en la poblacion neonatal de la Region de Murcia.

2. Evaluar el beneficio que ha supuesto el cribado neonatal de la ECF en la

Region de Murcia.

3. Estudiar la implicacion del inflamasoma en la eritropoyesis de un paciente

diagnosticado de ACS.

4. Evaluar la posible implicacion de la ferroptosis en la activacion del

inflamasoma.

5. Estudiar si la inhibicion del inflamasoma puede restaurar la eritropoyesis en

células ex vivo de un paciente diagnosticado de ACS.

6. Analizar las diferencias de expresion génica en pacientes con diagnostico de

TDT, NTDT, ACS y ECF.
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MATERIALES Y METODOS






1. Analisis de variantes de hemoglobina en el cribado neonatal

La técnica inicial utilizada en el cribado neonatal fue la electroforesis capilar
utilizando el kit Capillary Neonatal suministrado por la casa comercial Sebia®. Para su
deteccidn, se trabajo con muestras de 3.6 mm de diametro de sangre impregnada en papel
perforadas mediante el equipo Panthera Puncher ™9 de la casa comercial Perkin Elmer®
y depositadas en segmentos de 8 pocillos. Para realizar el hemolizado se afiadia 50 pL de
agua ultrapura a cada pocillo de cada segmento y posteriormente se incubaba durante 20-
24h en una camara humidificada a 2-8°C permitiendo la hemolisis de los hematies, cuya
Hb puede analizarse directamente utilizando el sistema de electroforesis capilar-Sebia 2
NeonatFastTM. La trazabilidad completa de los resultados se aseguraba mediante la

numeracion completa de las muestras a través de codigos de barras.

Cuando se detectaba una variante estructural de Hb en el cribado, la familia se
derivaba al Servicio de Hematologia del Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca (HCUVA), donde se realizaban las pruebas confirmatorias de los resultados
obtenidos en el recién nacido, se ampliaba el estudio a los progenitores y se proporcionaba

consejo genético en todos los casos.

Tras obtener el consentimiento informado, se obtenia por venopuncién una
muestra de sangre periférica anticoagulada con EDTA y se sometia en primer lugar a
electroforesis capilar mediante el sistema MINICAP (Sebia®), que realizaba
automaticamente todas las etapas de la electroforesis. El sistema lee los codigos de barras
de los tubos de muestras y realiza la dilucion de las muestras utilizando ctpulas de
reactivos desechables, que incluyen un depdsito anodico. Utiliza dos tubos capilares y los
limpia utilizando diferentes soluciones (solucion de lavado MINICAP, agua destilada y/o
tampon de andlisis). En cada columna previamente se realizaba un control de calidad
interno. A continuacion, se inyectaban las muestras en los capilares poniendo en contacto
uno de sus extremos con las muestras diluidas, aspirando un volumen muy pequefio de
muestra en cada capilar. Posteriormente, se realizaba la migracion a temperatura
constante utilizando un sistema de efecto Peltier y se detectaban las fracciones separadas
mediante espectrofotometria de absorbancia. Por tltimo, los resultados eran editados

mediante el programa informatico PHORESIS (Sebia®, Lisses, Francia).
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Tras la deteccion de una variante de Hb, se realizaba el estudio mutacional del gen
de B-globina mediante el método Globin StripAssay ® (Viennalab, Viena, Austria),
basado en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y una hibridacion inversa. Se
trata de una prueba genética cualitativa para analisis especifico de deleciones y
mutaciones puntuales frecuentes de los genes de las subunidades B (HBB), al (HBAI)y
02 (HBA2) de la Hb en ADN aislado de sangre periférica humana. El procedimiento
incluye tres pasos: aislamiento del ADN, amplificacion de la PCR mediante cebadores
biotinilados e hibridacion de productos de amplificacion en una Test-strip que contenga
sondas de oligonucledtidos alelo especificas inmovilizadas como una matriz de lineas
paralelas. Las secuencias biotiniladas unidas se detectan mediante sustratos de color y

fosfatasa alcalina-estreptavidina.

El ensayo B-Globin StripAssay® MED cubria las 22 mutaciones mas frecuentes
del gen de la B-globina en el drea mediterranea (>90% de los defectos de B-globina

encontrados en los paises mediterraneos) (figura 15):
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c.316-106C>G
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Figura 15. B-Globin StripAssay® con las 22 mutaciones descritas mas frecuentes.

En casos seleccionados en los que la fraccion de Hb variante era

significativamente baja (tabla 2A), se procedia a descartar o-talasemia mediante el

ensayo a-Globin StripAssay ®, que permite detectar las siguientes mutaciones del locus

del gen de la a-globina (tabla 2B):
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Nombre anterior Nomenclatura HGVS Ref. SNP
NG_000006.1:9.34164_37967del3804 --

HEMOGLOBINA C HETEROCIGOTA

Delecion - a3.7 heterocigota (-o®7/aa)
Delecién - @3.7 homocigota (-o7/-a37)
HEMOGLOBINA S HETEROCIGOTA

HbC < 35% Delecion - 3.7 heterocigota (-o27/aa)
HbC < 30% Delecién - @3.7 homocigota (-o7/-a37)

15_cd 125 [T>C] Hb Quong Sze __
cd 142 [T>C] Hb Constant

rs41464951
. [SA146495
rs41412046

21 polyA2 [MATAAASAATGAA] HBA2c+92A>G  rs63750067

Tabla 2. A) Proporcion por electroforesis de variantes estructurales de cadena 3 en combinacion con o
talasemia. B) Mutaciones del locus del gen de la a-globina detectadas mediante el ensayo a-Globin
StripAssay ®.

2. Cultivo celular

Se emplearon células K562 (CRL-3343; American Type Culture Collection) que
se mantuvieron en medio de cultivo RPMI suplementado con un 10% de suero bovino
fetal (FCS), 2 mM de glutamina y un 1% de penicilina-estreptomicina (Life
Technologies). Las células fueron autentificadas mediante perfiles de STR y se descartod
contaminacion por mycoplasma. El subcultivo celular se realizé cada 72h antes de la
confluencia. Para su diferenciacion, las células fueron tratadas con 50 pM de hemina
(#16009-13-5, Sigma-Aldrich), preparada segin lo descrito en la bibliografia (146), en
presencia de 0,1% de DMSO o del inhibidor de CASP1 VX-765 (100 uM),
(MedChemExpress). La recogida de las células se efectu6 a las 0, 24, 48, 72 y 96h de la
adicion de hemina, se centrifugaron y lavaron dos veces con PBS, almacenandose a -80°C

para su posterior analisis.

Otra linea celular empleada fueron las células HEK293 que expresan de forma
estable ASC GFP (donadas por el Dr. E. Meunier) que se mantuvieron en medio DMEM
suplementado con 1% de penicilina-estreptomicina (Gibco), 10% FBS (Cytiva HyClone
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SV30160.03) y 1% 100X L-glutamina a 37°C y 5% de CO2. Previo a la estimulacion, se
sembraron en placa de 24 pocillos 100 000 células de HEK293 ASC GFP o HEK293 ASC

GFP transfectadas con variantes de NLRP1 en un medio completo.

3. Obtencion de células mononucleadas de sangre periférica y diferenciacion

eritroide

Se obtuvieron muestras de sangre periférica en tubo de heparina de litio de 10 ml
de varios donantes sanos y del paciente diagnosticado de ACS. Las muestras fueron
proporcionadas por el Servicio de Hematologia del HCUVA conforme a lo aprobado en
el comité de ética (2021-11-9-HCUVA; 2023-3-5-HCUVA). Se aislaron las células
mononucleadas de sangre periférica (PBMCs) mediante centrifugacion en gradiente de
Ficoll-Paque (Cytiva) (REF17544202). Las células recolectadas se sembraron por
duplicado en placas de 6 pocillos, a una concentraciéon de 1 millon/pocillo, incubandose
a 37°C en una atmosfera humidificada con un 5% de CO2 durante 15 dias. El medio
empleado para el crecimiento celular fue medio Dulbecco modificado de Iscove (Gibco,
12440-053) compuesto por un 2% de plasma humano AB (SeraCare 501973), un 3% de
suero humano AB (Atlanta Biologicals S40110), 100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL de
estreptomicina (Gibco), 3 UI/mL de heparina (ReiglJofre 608737. 4), 200 pg/mL de
holotransferrina humana (Sigma-Aldrich, T0666-1G), 3 Ul/mL de EPO (Gibco
PHC2054), 10 pg/mL de insulina humana recombinante (Sigma-Aldrich, 19278), 10
ng/mL de factor de células madre humanas (PeproTech 300-07) y 1ng/mL de interleucina
3 (IL-3) (PeproTech, 200-03). Las células se recogieron durante 12 dias tras la siembra,
se centrifugaron a 1500-1700 rpm y se lavaron con PBS al 1X, almacenando el pellet
celular a -80°C previa a su cuantificacion proteica e inmunotransferencia. Para el estudio
por microscopia o CMF, se analizaron suspensiones celulares recién recogidas a

diferentes dias de diferenciacion.

4. Ensayo de unidades formadoras de colonias eritroides

Tras su aislamiento, se cultivaron los PBMCs (100.000 c¢lulas) en 1 mL de
MethoCult™ Methylcellulose-Based Media (Stemcell) en presencia del inhibidor de
CASP1 VX-765 (100 uM) (HY-13205 MedChemExpress), Ferrostatin-1 (1 uM) (HY-

100579 MedChemExpress) o DMSO como control. Las células se incubaron y cultivaron
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a 37°C en una atmoésfera humidificada con un 5% de CO2, contandose en lupa a los 14

dias del cultivo las CFU-E.

5. Mutagénesis

En el ensayo de mutagénesis se empled el kit Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit
(New England Labs), siguiendo las instrucciones del fabricante. Con anterioridad, se
disefiaron los cebadores con la mutacion puntual a estudio en Sigma-Aldrich. Para

comprobar por secuenciacion los plasmidos que incorporaban la mutacion deseada.

6. Citometria de flujo

Las suspensiones celulares (100.000 células) se conjugaron durante 30 minutos
en oscuridad con los anticuerpos anti-CD71-FITC (14-0719-82, Invitrogen) y anti-Ter-
119-PE (12-5921-82, Invitrogen). A continuacion, se lavaron con BSA al 5% en PBS, y
se analizaron mediante la técnica FACS (BD LSR Fortessa X-20, BD Bioscience) al

séptimo dia de la diferenciacion eritroide.
7. Evaluacion de la oligomerizacion de ASC mediante citometria de flujo

Las células sanguineas se trataron durante 30 minutos con MCC950 (10 uM) o
PLX-4720 (10 uM) previa a la estimulacion con anisomicina (I pM) durante 3h.
Posteriormente, se lisaron los hematies en medio hipotonico, y se fijaron y preservaron
los leucocitos con la solucion de lisado/fijacion FACS (#349202, BD Biosciences). Los
monocitos se marcaron con un anticuerpo monoclonal de raton anti-CD14 conjugado con
fluoresceina (FITC) (clon MS5SE2; catdlogo n® 557153; BD Biosciences, 1:10). La
deteccidon en monocitos de ASC se realizd6 mediante la técnica de evaluacion del
inflamasoma por Time-of-Flight (TOFIE), tal como se ha descrito recientemente
(147,148), empleando un anticuerpo monoclonal de raton anti-ASC conjugado con
ficoeritrina (PE) (clon HASC-71; #653903; BioLegend, 1:500) y el citometro de flujo
FACS-Canto (BD Biosciences).

8. Inmunofluorescencia

Se sembraron 50000 células primarias en 100 pl sobre un cubreobjetos de Poly-
L-Lys Cellware de 12 mm (Corning), dejandose que se adhirieran al cubreobjetos a

temperatura ambiente durante diez minutos; seguidamente, se afiadio medio de cultivo
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con hemina y los compuestos adecuados. Tras la adicion de los compuestos, las células
se lavaron con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS durante 10 minutos,
se incubaron a temperatura ambiente con glicina 20 mM durante otros 20 minutos, se
permeabilizaron con NP40 al 0,5% y se dejaron en bloqueo con BSA al 2% durante 1h.
Posteriormente, se marcaron las células con el anticuerpo primario elegido diluido al
1/200, seguido de un anticuerpo secundario conjugado con Alexa 594 o de un anticuerpo
secundario conjugado con Alexa 488 diluido al 1/400 (ThermoFisher Scientific). Las
muestras se montaron mediante un medio de montaje Dako y se analizaron en un
microscopio confocal Leica TCS SP8 y un software Leica Microsystems. Las imagenes
se adquirieron en formato 1.024 x 1.024 pixeles en modo de barrido secuencial para evitar
la diafonia entre los fotogramas. Se empled un objetivo HCX PL APO CS % 63, con valor
del Pinhole de 1, equivalente a 114,73 pm.

9. Inmunotransferencia (Western Blot)

Las células recolectadas se lisaron en 50 mM Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM NacCl,
1% (p/v) NP-40 e inhibidor de proteasas (1/20, #P8340, Sigma-Aldrich). La
cuantificacion proteica se hizo con el kit BCA, empleando BSA como estandar. Con los
lisados celulares obtenidos (40 pg) en tampdn de SDS, se realizaron electroforesis en gel
de poliacrilamida, transfiriéndose posteriormente a membranas de nitrocelulosa. A
continuacion, las membranas se incubaron con TTBS con un 5% (p/v) de leche desnatada
en polvo o un 2% (p/v) de BSA durante 1h, sometiéndose posteriormente a
inmunotransferencia en el mismo tampoén a 4°C durante 16h con los diferentes
anticuerpos primarios diluidos a 1/1000 (tabla 3). Posteriormente, los blots se lavaron
con TTBS, y se incubaron a temperatura ambiente durante 1h con diferentes anticuerpos
secundarios conjugados con HRP diluidos 2.500 veces en leche desnatada al 5% (p/v) o
en BSA al 2% (p/v) en TTBS (tabla 3). Tras numerosos lavados con TTBS, se detecto la

sefial con reactivo de quimioluminiscencia mejorada y ChemiDoc XRS Biorad.
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Anticuerpo Primario Dilucién Anticuerpo Secundario Dilucion

GATA 1 de conejo 1/1000 anti-rabbit 1/2500
(#3535, Cell Signaling) (#A6154, Sigma-Aldrich)
NLRP1 N-term 1/1000 anti-sheep 1/2500
(#AF6788, R&D Systems y (#31480, Thermofisher)

#67980, Biolegend)

NLRP1 C-term 1/1000 anti-rabbit 1/2500
(#ab36852, Abcam) (#A6154, Sigma-Aldrich)

CASP1 1/1000 anti-rabbit 1/2500
(#sc-56036 Santa Cruz (#A6154, Sigma-Aldrich)

Biotechnology)

HSP70 1/1000 anti-rabbit 1/2500

(#16748728S, Cell Signaling) (#A6154, Sigma-Aldrich)
ACTB-HRP 1/1000

(#sc-47778, Santa Cruz
Biotechnology)

Tabla 3. Cuadro resumen de los anticuerpos primarios y secundarios empleados.

10. Secuenciacion de nueva generacion (NGS)

Las muestras de sangre se extrajeron en tubo de heparina de 10 ml en el HCUVA
previa firma del consentimiento informado por los pacientes, realizdndose el analisis

posterior en una empresa externa mediante el secuenciador Illumina NovaSeq.

11. Ensayo de Specks

Se transfectaron células HEK293 ASC GFP y HEK293 ASC GFP NLRP1+ con
lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific), sometiéndose posteriormente durante 3-
4h a diferentes estimulos y tifiéndose con Hoechst (H3570, Invitrogen). Con el
microscopio de fluorescencia Leica DMi8, se tomaron imagenes de los nucleos
(fluorescencia azul) y de los specks (fluorescencia verde) a diferentes aumentos (4X y

20X), realizandose la cuantificacion posterior con el programa Fiji. A continuacion, se
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aplico un umbral, se utiliz6 el analizador de particulas para realizar el recuento celular
total y el instrumento multipunto para el contaje de los specks. Finalmente, se cred un

grafico para representar el porcentaje de specks con relacion al nimero total de células.

12. Ensayo de induccion de ferroptosis

Las células KO K562 para NLRP1 disponibles en el laboratorio se transfectaron
con el plasmido correspondiente utilizando el 4D-nucleofector (Lonza), siguiendo las

instrucciones del fabricante del SF Cell Line 4D-NucleofectorTM X Kit.

A las 24h de la transfeccion, se trataron las células con hemina (10 uM) e
hidroperéxido de cumene (20 uM) (247502, Sigma-Aldrich) o erastina (10 uM) (#17754,
Cayman Chemical) ambos inductores de la ferroptosis. Tras 24h con el tratamiento, las
células se recogieron, se centrifugaron y lavaron con PBS, almacenandose a -80°C para

su posterior analisis por inmunotransferencia.

13. Secuenciacion de ARN

El proceso de secuenciacion comenz6 con la extraccion del ARN en tubos
PAXgene, para lo que se utilizo el kit NluceoSplin RNA blood mid (Macherey-Nagel).
Seguidamente, se prepard la libreria de ARN utilizando el QuantSeq 3' mRNA-Seq
Library Prep Kit FWD (Lexogen).

Previamente a la secuenciacion, se midi6 la concentracion inicial de ARN, y se

verifico la Calidad de la libreria mediante el dispositivo QIAxcel Advanced System

(Qiagen).

Por ultimo, se secuenciaron todas las muestras segun el protocolo establecido por
Ilumina en un equipo Hiseq XTen (150x2). Los datos crudos obtenidos de la
secuenciacion se obtuvieron en formato FASTQ y fueron utilizados en el andlisis

bioinformatico posterior.

14. Control de Calidad y alineacion con el genoma de referencia

La empresa realiz6 la limpieza de las secuencias de los datos crudos segtn calidad
(trimming), eliminando de las secuencias los adaptadores de secuenciacién. A

continuacion, se utilizo la herramienta FastQC2 para estudiar la calidad de los ficheros
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FASTQ generados, los cuales deben tener un buen dato de %Q20, ausencia de Ns en las

lecturas, ausencia de adaptadores, secuencias poliA, etc.

Al tratarse de un protocolo con amplificacién de la region 3°, las lecturas en el
proceso de trimming fueron especificamente recortadas en el extremo 3’, para eliminar
posibles regiones poliA del mensajero que pudieran interferir en la eficiencia del proceso

de mapeado posterior.

Las lecturas generadas se mapearon contra el genoma referencia mediante el
software STAR, que es un software disefiado especificamente para tener en cuenta las

dificultades en el mapeo, al considerar las posibles separaciones por splicing.
15. Cuantificacion de la expresion

A continuacion, se empled el programa HTSeq-count para calcular los conteos de
cada gen utilizando el fichero de regiones *.gtf obtenido de nuevo del ensamblaje del
NCBI. Cuanto mayor es el nimero de lecturas asignadas a un gen, se intuye que la
expresion de dicho gen serd también mayor, sin embargo, para poder realizar estas

comparaciones, es necesario normalizar los datos en base a distintas variables.

La normalizacién lleva a cabo un proceso de modelacién y manipulacion de los
conteos que facilita su comparacion entre muestras. Posteriormente, los conteos
normalizados se comparan para encontrar genes con diferencias significativas de
expresion entre los grupos de interés. En este caso, el pipeline desarrollado empleo el

programa informatico DESeq para procesar la informacion de expresion obtenida.

16. Analisis de componentes principales y analisis de expresion diferencial

Para el analisis de expresion diferencial se utiliz6 el lenguaje de programacion R,
junto con otros programas bioinformaticos, para procesar y filtrar los datos y extraer

conclusiones a partir de los datos de conteos generados por HTSeq.

Se utilizo6 PCA (analisis de componentes principales) para evaluar la similitud
entre las muestras a partir de los recuentos normalizados con el fin de estimar la calidad
del experimento. La similitud de expresion entre las muestras se utiliz6 para clasificar la
informacion obtenida segun las caracteristicas clinicas de cada uno de los grupos a

estudio.
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Para el andlisis de expresion diferencial se emplearon paquetes disponibles en
Bioconductor (R) como DESeq?2, ggplot, pheatmap, stringr, etc. Softwares que ayudan en
el procesamiento y visualizacion de los datos, con el fin de conseguir una perspectiva mas

comprensible de los resultados finales.

17. STRING

String (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins) es una base
de datos que integra la informacion existente sobre interacciones entre genes y proteinas.
Para ello, combina resultados de predicciones computacionales, datos experimentales y
el estudio de la informacion publicada en la literatura cientifica. Los datos obtenidos, se
estructuran en forma de red, donde los nodos simbolizan genes o proteinas, y los enlaces
las interacciones fisicas o funcionales entre ellos. Cada una de estas interacciones tiene

un valor de confianza “p value” en base a la evidencia cientifica disponible.

Asi, esta base de datos permiti6 visualizar complejas redes entre genes y proteinas,
y filtrar las interacciones entre ellos seglin criterio del investigador, en nuestro caso
incrementando el nivel de confianza de las interacciones a 0.9. Facilitando el analisis

posterior de relaciones funcionales en contextos bioldgicos diferentes.

18. Analisis estadisticos

Se empleo el software estadistico de andlisis predictivo GraphPad Prism version
8 (GraphPad Software) para el calculo de medidas de tendencia central (media +
desviacion estandar), test paramétricos como la t de student y test no paramétricos como

la prueba de la ANOVA unidireccional y prueba de Sidak (para mas de 2 muestras).
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CAPITULO 1: RESULTADOS

Los resultados de este capitulo estan basados en un estudio retrospectivo en la
Region de Murcia. Entre los afios 2016 y marzo de 2023 se estudiaron 104.083 recién
nacidos (RN) en la Region de Murcia, de los cuales 501 fueron remitidos desde las
distintas areas de salud a la consulta de hematologia del HCUVA por deteccion de una

variante anomala de Hb en el cribado neonatal (figura 16).

15.77%

VIII 7.18%
111

19.36%

Figura 16. Proporcion de RN derivados desde las diferentes 4reas de salud.

La incidencia por 100.000 habitantes en la region fue de 3,02, siendo la
incidencia por 100.000 habitantes entre las distintas areas de salud similar. La mayor
incidencia se report6 en el area III, probablemente debido al mayor flujo migratorio

(tabla 4) (40).
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Area de Salud % Casos totales Poblacion Incidencia
(por 100,000)
I 21,56 108,0156 269.627 4,01
11 17,96 89,9796 288.536 3,12
1T 19,36 96,9936 180.577 5,37
v 1,4 7,014 69,947 1,00
A% 4,19 20,9919 60.828 3,45
VI 15,77 79,0077 272.042 2,90
VII 11,18 56,0118 204.969 2,73
VIII 7,18 36,0219 109,851 3,28
IX 1,4 7,014 54.874 1,28
Total 100 501 1.511.251
Incidencia media 3,02

Tabla 4. Incidencias de variantes estructurales de hemoglobina por area de salud.

El total de casos detectados con alguna variante de hemoglobina fue de 498 (4,8
de 1000 casos). De ellos, 5 RN fueron homocigotos para HbS (SS, fenotipo neonatal FS)
(0,05 de 1000 casos), y otros 5 fueron doble heterocigotos para HbSC (0,05 de 1000
casos). Por lo tanto, los sindromes falciformes globales detectados en nuestro estudio

fueron de 10 casos (0,1 de 1000 casos).

El resto de las variantes de hemoglobina (sin sindromes falciformes) detectadas
correspondieron a 285 portadores (2,7 de 1000 casos) de HbS (fenotipo neonatal FAS),
182 casos de portadores de HbC (fenotipo neonatal FAC) y 17 casos fueron portadores
de otras variantes de Hb (HbG-Philadelphia, HbD, HbE, HbJ, HbO-Arabia, o doble
heterocigotos HbC-Korle Bu) y de a-talasemia.

Cabe destacar que 4 casos fueron homocigotos para HbC (CC), una condicion que
puede asociarse con anemia moderada secundaria a un estado hemolitico cronico. Por
ultimo, se detectaron 3 casos de fallo de cribado o falsos positivos (0,6%), en los que no

se confirmo la presencia de ninguna variante (tabla 5).

En cuanto a las variantes de hemoglobina detectadas, el 2,8% de los RN fueron
homocigotos o doble heterocigotos para variantes estructurales de cadena 3 (SS, SC y
CC), lo que confirmo la heterocigosidad en el grueso de los RN analizados (tabla 5). De
este ultimo grupo, en el 4,8% de los casos estudiados, ambos progenitores resultaron ser
doble heterocigotos: 3,4% AS/AS, 0,2% AS/AC, 0,2% AS/O-Arabia y 1% AS/a-

talasemia.
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Variante de Hemoglobina Numero (%)
Sindromes drepanociticos
SS 5(1)
SC 5(1)
Portadores (heterocigotos)
HbS 285 (57)
HbC 182 (36,5)
HbG-Philadelphia 7(1,4)
HbD 4(0,8)
HbE 1(0,2)
HbJ 1(0,2)
HbO-Arabia 1(0,2)
Otras
CcC 4(0,8)
o-talasemia 2(0,4)
HbC/Korle-Bu 1(0,2)

Tabla 5. Variantes de hemoglobina detectadas en RN en el cribado neonatal.

SS: homocigoto para HbS; CC: homocigoto para hemoglobina C; SC: doble heterocigoto para HbS
y HbC.

Del total de RN estudiados, s6lo en el 3,6% de los casos ambos progenitores eran
de origen europeo, siendo en el resto de los casos estudiados, al menos uno de los
progenitores de origen africano o sudamericano (hispano). De los 943 padres analizados,
el 70% procedian del continente africano, aunque el pais de origen s6lo se recogio en 700

de ellos (figura 17).

De los 943 padres estudiados, el 1,7% fueron homocigotos o doble heterocigotos

para una variante estructural de cadena B: 0,1% SS, 0,6% SC y 1% CC (tabla 6).

Aunque no era un objetivo del cribado neonatal, se detect6 un 1,2% de portadores
silentes de a-talasemia. De este grupo, el 27,3% tuvo descendencia con a-talasemia, en
el 27,3% no fue detectado, y el 45,4% de los RN no fue estudiado por muestra

insuficiente.
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CAPITULO 1: RESULTADOS
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Figura 17. Grafico de intensidad de color que muestra la procedencia de los progenitores.
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Regiones Variantes de hemoglobina detectadas en los padres

AS AC s$ e SC Otras
- 57 67 _ 2 1 2
S (6%) (7.1% (0.2%) (0.1%) (0.2%)
e 102 49 6 4
Orekicitil (10.8%) (5.2%) ; (0.6%) (0.4%) g
Africa Central (0.1% ) . i . " i
Oriental - - - - - -
= I
i ) (0.11%) . : : :
—— £y £ 2 1 2
s (34%) (2.3%) ' (0.2%) (0.1%) 0.2%)
América 3 2 : - - l
‘ (6%) (2.1%) 0.1%) 0.1%)
1
Canada (0.1%) - - - - -
Europa 9 4 3 . : 6
I (1%) (0.4%) (0.6%)

Tabla 6. Frecuencia de las variantes de hemoglobina detectadas en los progenitores segun el pais de origen.
AS: portador de HbS; AC: portador de HbC; SS: homocigoto para HbS; CC: homocigoto para HbC; SC:

doble heterocigoto para HbS y HbC; Otras variantes en heterocigosis: HbD, E, J, O-Arabia, G-Philadelphia y
Korle Bu.
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DISCUSION






Es la primera vez que se analizan los datos del cribado neonatal en la Region de
Murcia desde su implantacién en marzo de 2016. La prevalencia de la ECF en nuestra
region es de aproximadamente 1 caso por 10.000 RN, inferior a los datos publicados por
otras comunidades autdbnomas como Cataluia (1/3155), Islas Baleares (1/6756) y Madrid
(1/5552), donde el influjo migratorio es mayor (39). A excepcion de estas comunidades,
nuestros datos coinciden con lo reportado en otras regiones de Espafia como Andalucia

Occidental (1/12356) (39,149).

En nuestra region, el cribado neonatal de la ECF se implant6 dentro de las medidas
preventivas incluidas en los programas de salud publica, que tienen como objetivo la
intervencion médica precoz en beneficio del RN (Comité de deteccion de trastornos

metabolicos y genéticos hereditarios) (150).

Desde su implantacion en 2016, el cribado neonatal ha tenido dos objetivos
principales: la deteccion de RN con ECF para su derivacion precoz a la consulta de
hematologia infantil con los objetivos de iniciar una profilaxis antibidtica con penicilina
oral y de un programa de vacunacion precoz, ademas de informar y educar a los padres
en la deteccion de las crisis dolorosas y la atencion precoz de estas. También se ha
ofrecido asesoramiento genético a todos los portadores de la Region de Murcia con el fin
de reducir el nimero de personas afectas con la ECF. En el 3,8% de los progenitores a los
que se ofrecid consejo genético, ambos eran heterocigotos para una variante estructural
de la cadena B (3,4% AS/AS, 0,2% AS/ACy 0,2% AS/O-Arabia) y por tanto con riesgo

de tener un hijo con un sindrome drepanocitico.

El asesoramiento genético es dificil de aplicar en la practica diaria debido a las
barreras idiomadticas y a los problemas socioculturales y laborales inherentes a la
poblacion mas susceptible. Estos problemas se traducen en estudios familiares
incompletos (6%), ausencia en las citas médicas y dificultad para comprender el consejo
genético. No obstante, se hace necesario un mayor asesoramiento genético para evitar las

variantes mas severas de esta enfermedad.

Teniendo en cuenta que la mortalidad en menores de 5 afos es elevada, un 30%,

y a pesar de que la incidencia no es tan alta como en otras regiones y que en todos los
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casos detectados los padres eran de origen no europeo, creemos que el cribado de la ECF
deberia ser universal, tal y como recomienda la ANHI (151). Los sindromes
drepanociticos, como se explicé en la introduccion, engloban a los homocigotos para HbS
pero también a los dobles heterocigotos para otras variantes estructurales de cadena f3
(HbC, HbE, HbD) y para B-talasemia, hemoglobinopatia mas prevalente en nuestro pais
(152). De ahi, la importancia de un cribado universal que nos permita detectar a
portadores de hemoglobinopatias con el objetivo de disminuir el nacimiento de RN con
formas graves de drepanocitosis. Sin embargo, algunos grupos consideran que el cribado

selectivo es mas eficaz (153,154).

En Espana existe poca informacion sobre la incidencia real de las diferentes
formas de hemoglobinopatias. Nuestros datos pueden contribuir a un mejor conocimiento
de la incidencia de la ECF en las diferentes regiones mediterraneas, y animar a extender

el cribado a aquellas regiones donde no esta implantado.

Debido al aumento de los movimientos migratorios, los programas de cribado
neonatal en los paises occidentales se han hecho indispensables. El diagnostico precoz de
la ECF permite un tratamiento Optimo con una disminucion de la morbimortalidad
infantil. Todos los RN detectados en el programa se han beneficiado de una atencion
médica precoz, estan en seguimiento en nuestra unidad pediatrica y no han desarrollado

ninguna complicacion durante el seguimiento del estudio.

A pesar de su dificultad, es necesario seguir mejorando las habilidades de
comunicacion con los padres, y ofrecer consejo genético a todos los portadores detectados
de forma sencilla y en un lenguaje que puedan entender, y confirmar siempre que el

mensaje transmitido ha sido comprendido.

Al tratarse de un estudio retrospectivo, no pudieron recogerse todos los datos. En
algunas ocasiones, no tuvimos acceso a ambos progenitores o éstos no acudieron a su cita
en consulta. Esto es debido a la situacion social de esta poblacion, compuesta en su
mayoria por inmigrantes con pocos recursos econémicos. Sin embargo, el estudio tiene
como punto fuerte que es el primero realizado en la Region de Murcia que ofrece una
estimacion sobre la prevalencia de la ECF y de otras hemoglobinopatias. Al ser una
comunidad autéonoma pequefia, nos ha permitido implantar no sélo el cribado universal

sino el consejo genético universal para todos los portadores (rasgo falciforme).
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CAPITULO 2: PAPEL DEL INFLAMASOMA EN LA
ANEMIA CONGENITA SIDEROBLASTICA






RESULTADOS






1. Implicacion de NLRP1 en la etiopatogenia de la anemia congénita

sideroblastica

Para dilucidar las implicaciones clinicas del inflamasoma en la eritropoyesis,
estudiamos el inflamasoma en la ACS por mutacion en el gen SLC25438. Se selecciond
este tipo de anemia por ser una enfermedad extremadamente rara, sin tratamiento en la
actualidad, y con gran impacto en la calidad de vida de los pacientes. El paciente de
nuestro estudio es un varon de 20 afios diagnosticado en la infancia de ACS con mutacién
en homocigosis ¢.(683G>T) en el gen SLC25438 (figura 18A). Desde su nacimiento, el
paciente ha sido tratado con multiples suplementos vitaminicos (piridoxina, tiamina,
glicina) sin respuesta, encontrandose actualmente en régimen transfusional intensivo de
3 CH cada dos semanas, manteniendo cifras de Hb basal en torno a 7 g/dl y rechazando
el trasplante de PPHH como tinica alternativa curativa. Como complicaciones secundarias
a su enfermedad de base presenta una nefrocalcinosis grado II bilateral en tratamiento con
citrato potasico, sobrecarga férrica cardiaca en tratamiento con doble quelacion oral con
deferasirox y deferiprona, y una leve disfuncion sistolica de ventriculo izquierdo en
seguimiento en la unidad de cardiologia (figura 18B). La imagen de la médula 6sea
muestra los tipicos sideroblastos en anillo causados por el acumulo de hierro a nivel

mitocondrial (figura 18C).

¢.(683G>T) SLC25438/ SLC25A438 wt c.(683G>T) SLC25438/ SLC25438 wt

c.(683G>T) SLC25A438/ c.(683G>T) SLC25438
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B

Caracteristicas clinicas

Parametros

Genotipo

SLC25A438: ¢.(683G>T) en homocigosis

Enfermedades

concomitantes

Nefrocalcinosis bilateral grado II

Tratamiento cronico

Deferasirox (1800 mg x5 dias, 1440 mg x2 dias)
Deferiprona (1000 mg/8h)

Citrato potasico 1080 mg/24h

Acido folico 5 mg/24h

Vitamina D 25000 Ul/mensual

Estado Metabolismo 6seo

Vitamina D 17.6 ug/L, PTH 15.9 pg/ml, Ca 8.54 mg/dL, P 3.6 mg/dL

Oseo Densitometria

Z-score -0.7

Parametros hematimétricos

Hb 7-8 g/dL, VCM 84.8 fL, reticulocitos 4.6x10°/uL(0.19%)

Eritropoyetina 859 U/L
Sobrecarga | Patron ferrocinético | Hierro 278 ug/dL, ferritina 502 ng/ml, transferrina 172 mg/dL, IST 100%
forri
erriea RM cardiaca T2* 14 mseg
RM hepatica 70 micromol/gr
Tratamientos Infancia Piridoxina 150 mg/24h x 6 meses
recibidos Tiamina 50 mg/24h x 3 meses
Glicina x 12 meses
Actualidad Transfusiones (73 CH/aio)
C
1 J;;;'P
p
) t'&
] &
‘ w2 6 * 19 5
E R 0 ¥
X
y @ 75

Figura 18. Caracterizacion genotipica y fenotipica de un paciente con ACS. A) Patron de herencia.
B) Clinica. C) Las flechas muestran sideroblastos en anillo en médula 6sea (Tincidon de Perls; objetivo
50X).



Considerando la implicacion de NRLPI en la eritropoyesis, comparamos los
niveles de esta proteina en PBMCs del paciente con ACS con los niveles encontrados en
un donante sano. Sorprendentemente, encontramos que el total de la proteina NLRP1 en
este paciente parece estar procesada (figura 19A), apareciendo so6lo la banda de bajo peso
molecular cuando se analiza por western blot con un anticuerpo que reconoce la parte N-

terminal de la proteina, en comparacion con un donante sano.

Ademas, observamos en este paciente la activacion de NLRP1 en monocitos
CD14+ tras su estimulacion con anisomicina, un activador de NLRP1 (155), no descrita
hasta la fecha (figura 19B). Esta activacion se observé mediante andlisis FACS, y dicha
activacion se suprimi6 mediante el tratamiento con PLX-4720, un inhibidor bien descrito
de la activacion de NLRP1 por anisomicina pero que no afecta a la liberacion de IL-13
inducida por VbP (156), no alterandose mediante MCC950 que es un inhibidor especifico
de NLRP3 (157). Todos estos datos indican una posible activacion del inflamasoma
NLRP1 en este paciente. Para profundizar en esta hipdtesis, realizamos una
diferenciacion eritroide en medio liquido a partir de PBMCs del paciente (figura 19C)
donde confirmamos que el paciente tenia una banda NLRP1 unica de menor peso
molecular indicativa de un procesamiento completo de NLRP1 en comparacion con un
donante sano cuando se utilizaba el anticuerpo que reconoce la parte N-terminal de la
proteina (figura 19D). Ademas, en donantes sanos, el patron de GATAI1 durante la
diferenciacion eritroide fue la descrita clasicamente en células pluripotentes: aparicion de
GATA1l a nivel de BFU-E y CFU-E, incremento progresivo hasta estadio de
proeritroblasto y disminucion gradual hacia el final de la maduracion eritroide (9). Sin
embargo, en el paciente con ACS los niveles de GATA1 aumentaron como era de esperar
tras la diferenciacion inicial, pero no disminuyeron, lo que indica un paro madurativo en
la eritropoyesis con la consiguiente eritropoyesis ineficaz caracteristica de esta
enfermedad (figura 19D). Se estudiaron otros marcadores como la chaperona HSP70,
conocida por regular los niveles de GATA1 (158), para excluir su contribucion a nuestros
hallazgos, observando una expresion similar durante la diferenciacion eritrocitaria tanto

en el paciente como en el donante sano.

A continuacién, comprobamos los niveles de CASP1 durante la diferenciacion
eritroide en donantes sanos en comparacion con el paciente con ACS, encontrando una

activacion de CASP1 (figura 19E), con una clara escision de proCASP1.
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Figura 19. El inflamasoma NLRP1 en pacientes con ACS. A) Expresion de NLRP1 en PBMCs de controles
sanos (H) y del paciente con ACS. B) Specks de ASC (%) en PBMCs de controles H y del paciente con ACS
tras aplicar diferentes tratamientos. C) Representacion esquematica del proceso de diferenciacion eritroide
en medio liquido. D-E. Inmunoblots de NLRP1, GATA1, HSP70, CASP1 y ACTINA en diferentes estadios
de diferenciacion eritroide de PBMCs de controles sanos (H) o con ACS.

2. La inhibicion del inflamasoma aumenta la formacion de eritrocitos en un

paciente con anemia congénita sideroblastica

Para explorar la posible repercusion terapéutica de la inhibicion del inflamasoma
en esta enfermedad, a partir de PBMCs del paciente realizamos tres ensayos de
diferenciacion de colonias eritrocitarias en presencia y ausencia del inhibidor de CASP1
VX-765. Los resultados obtenidos indican un aumento significativo del nimero de
colonias eritrocitarias tras la inhibicion del inflamasoma (figura 20A). Los controles de
estos experimentos se realizaron mediante marcadores FACS durante la diferenciacion
de los eritrocitos en cultivos liquidos, donde se observé un aumento de las moléculas de
maduracidn eritrocitaria durante la inhibicion del inflamasoma (figura 20B). Ademas, en
el dia 13 de diferenciacion se observd una marcada acumulacién de Hb en el precipitado
de muestras ex vivo del paciente tratadas con el inhibidor del inflamasoma en
comparacion con las muestras no tratadas (figura 20C). Ademads, se observod una

disminucion de los niveles de GATAL en las células del paciente mediante microscopia

97



confocal tras la inhibicion del inflamasoma (figura 20D), lo que también indica una

aceleracion de la maduracion eritrocitaria.
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Figura 20. La inhibicién de CASP1 en PBMCs de un paciente con ACS estimula la diferenciacion
eritroide. A) Recuento de colonias eritroides a partir de PBMCs de un paciente con ACS en presencia de
DMSO o VX-765. B) Células CD71 y TER-119 positivas en el dia 7 de diferenciacion eritroide en
ausencia o presencia del inhibidor de CASP1. C) Imagen representativa de PBMCs de ACS en el dia 13
de diferenciacion eritroide. D) Expresion de NLRP1 y GATA1 en PBMC:s del paciente con ACS en el dia
7 de diferenciacion.



3. Una nueva variante de NLRP1 encontrada en un paciente con anemia

congénita sideroblastica mas activa que la variante silvestre

Para estudiar en profundidad el fenotipo NLRP1 y sus posibles implicaciones en
la ACS, llevamos a cabo una NGS de células del paciente y encontramos cuatro variantes
de NLRPI, tres de ellas presentes en la poblacion normal y una, c.2815G>A
p-(Val939Met), probablemente patogénica (figura 21A). Desarrollamos un ensayo de
mutagénesis en el plasmido NLRP1 silvestre (WT) para sobreexpresar la variante del
paciente y medir su capacidad para formar specks indicativos de la activacion del
inflamasoma. Para ello, utilizamos células HEK293 que expresaban ASC-GFP adquiridas
en invivoGene y donadas por el Dr Meunier, tal y como se describid en la seccion de
materiales y métodos. Estas células, fueron transfectadas con la variante NLRP1 WT o
con la identificada en el paciente con ACS (figura 21B). Los resultados obtenidos
indicaron un aumento de la actividad de NLRP1 en la variante del paciente con respecto

a la WT, demostrado por un aumento de la formacion de specks con ASC (figura 21C).

Paralelamente, se estudio por NGS NLRP1 en los padres, describiéndose la
variante ¢.2815G>A p.(Val939Met) en el padre, en el cual se amplio estudio analitico no
objetivando anemia ni sobrecarga férrica. Por lo tanto, la variante de NLRP1 no parece
tener por si sola caracter patogénico pero podria tener una accion moduladora de la
enfermedad en el paciente con ACS, tras demostrar in vitro un incremento de la actividad

del inflamasoma NLRP1.

A
Transcripto Exén Alteracion Alteracion Patogenicidad
codon proteina

NLRP1 7 c.2815G>A p-(Val939Met) Probablemente patogénica
NM_03304

NLRP1 3 c.464T>A p-(Leul55His) Probablemente benigna
NM_033004

NLRP1 13 ¢.3550A>G p-(Met1184Val) Probablemente benigna
NM_033004

NLRP1 11 c.3175G>A p-(Vall059Met) Probablemente benigna
NM_033004
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Figura 21. Variantes NLRP1 en paciente con ACS. A) Variantes de NLRP1 encontradas por NGS en el
paciente con ACS. B) Esquema de la estructura del NLRP1 humano con la mutacion V939M. C) Specks de

ASC (%) relativos al nimero total de células HEK-293 con ASC-GFP transfectadas con la variante WT o
VI939M de NLRP1 después de 24h post-transfeccion.
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4. La ferroptosis contribuye al procesamiento de NLRP1 y a la gravedad del

fenotipo de la anemia sideroblastica

Teniendo en cuenta el fenotipo y las caracteristicas clinicas del paciente, como la
sobrecarga férrica, determinamos el hierro plasmadtico libre (LPI), que representa el
componente de hierro no unido a la transferrina. Como se refleja en la (figura 22A), los
niveles en este paciente fueron 10 veces superiores a los del control sano. Por lo tanto,
decidimos explorar el efecto de la ferroptosis sobre la actividad de NLRP1 y el
procesamiento proteico. Para explorar esta hipotesis, utilizamos las células K562
Knockout de NLRP1 disponibles en el laboratorio para realizar la expresion de la variante
NLRP1 WT o V939M presente en el paciente (figura 22B). Encontramos un mayor
procesamiento proteico de la variante NLRP1 V939M en comparacion con la WT, como
ocurria en las muestras de células primarias del paciente, y éste aumentd tras el
tratamiento con cumene o erastina, ambos inductores de ferroptosis. Ademas, en el caso
de la variante del paciente observamos con un anticuerpo C-term una banda de bajo peso
molecular que aument6 ligeramente con el tratamiento con cumene o erastina. Por tlltimo,
examinamos los niveles de GATAI, y observamos su acumulaciéon en presencia de la
variante del paciente con cumene o erastina indicativa de una alteracion de la
eritropoyesis. El mismo fenotipo que ya se observé en las muestras ex vivo del paciente

(figura 19D).

Teniendo en cuenta este efecto, planteamos la hipotesis de que tanto la activacion
del inflamasoma procesado como la ferroptosis podrian tener un efecto sobre la
eritropoyesis. Para confirmar este efecto, utilizamos muestras ex vivo del paciente para
diferenciar los PBMCs del paciente en eritrocitos en presencia de ferrostatina, un
inhibidor de la ferroptosis. Los resultados indican que la inhibicion de la ferroptosis tiene
un efecto significativo sobre la produccion de eritrocitos en células del paciente con ACS,
pero no en las células de un donante sano (figura 22C). Ademas, la inhibicién conjunta
de la ferroptosis y del inflamasoma, con dos inhibidores diferentes de CASP1, parece
tener un efecto sinérgico sobre la produccion de colonias eritroides en muestras del

paciente con ACS (figura 22D).
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Figura 22. Efecto de la ferroptosis en la produccion de eritrocitos. A) Hierro plasmatico libre (LPI) en
controles sanos y en el paciente con ACS. B) Inmunoblots de NLRP1, GATA1 y ACTINA de células K562
NLRP1 KO transfectadas con la variante WT o la variante V939M de NLRPI y tratadas con cumene o
erastina durante 24h en presencia de hemina. C) Recuento de colonias eritroides tras la diferenciacion de
PBMCs de sanos o de ACS en tratamiento con Fer-1. D) Recuento de colonias eritroides tras la
diferenciacion de PBMCs de ACS en tratamiento con inhibidores de CASP1 (Vx-765 o Ac-YVAD-cmk)
y/o Fer-1.
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DISCUSION






Diferentes estudios han demostrado en modelos animales la importancia de
NLRPI en la regulacion de células madre hematopoyéticas y células progenitoras

(10,11,22).

Se han asociado determinadas variantes de NLRP1 con cuadros sistémicos (159—
161), pero ninguna de ellas se ha relacionado con trastornos de la eritropoyesis. Aqui
encontramos una nueva variante parcialmente responsable de la gravedad fenotipica en
un paciente con anemia congénita sideroblastica. El NLRP1 humano necesita ser
procesado para liberar el fragmento activo del dominio C-terminal (23,24). Se ha descrito
que el procesamiento continuo de la proteina ocurre, aunque el fragmento pequefio
generado se encuentre asociado con la proteina completa en una forma inactiva unida a
la proteina DPP9 (24). Sin embargo, en células humanas K562 se ha demostrado que
DDP9 no esta unida a NLRP1 (11), por lo que otro mecanismo podria estar implicado en

lineas celulares hematopoyéticas.

La ACS es un trastorno complejo con una importante variabilidad clinica y
genética (161). Los tratamientos actuales se centran en el control de los sintomas y de las
complicaciones, pero ningun tratamiento se dirige a la fisiopatologia de la enfermedad
(162). En este estudio, observamos que la ACS por mutacion del gen SLC25438 se asocia
a un procesamiento anomalo de NLRP1 durante la diferenciacion eritroide de PBMCs de
un paciente con ACS. Ademads, se observan in vitro, niveles elevados y mantenidos de
GATALI alo largo de la diferenciacion eritroide, junto con una acumulacién reducida de
la Hb. Lo que se traduce a nivel clinico en un incremento de la eritropoyesis ineficaz, que
es lo que observamos en el paciente. Se han descrito en la literatura asociaciones entre
eritropoyesis ineficaz y alteraciones en GATALI (9). En la anemia de Blackfan Diamond
se debe a un defecto en la expresion del ARNm (163), y en hemoglobinopatias como ECF
y B-talasemia esta causada por la prote6lisis en el nucleo de GATA1 por Caspasa-3 debida
a la acumulacion en el citoplasma de HSP70 (57,84). En nuestro caso, no detectamos
ninguna alteracion en HSP70, pero observamos una clara acumulacion de GATA1 durante
la diferenciacion eritroide que perjudica la diferenciacion eritroide terminal. Esquema

representativo en figura 23.
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Como se coment6 en la introduccion, la ACS se caracteriza por la alteracion del
metabolismo del hierro a nivel mitocondrial, y la ferroptosis es una forma de muerte
celular programada caracterizada por la peroxidacion lipidica dependiente de hierro
(164). Este tipo de muerte celular es distinta de otras formas como la apoptosis, la necrosis
y la piroptosis, y estd impulsada por la acumulacion de ROS derivadas de reacciones
mediadas por hierro (165,166). Sin embargo, la ferroptosis comparte con diferentes tipos
de necrosis y piroptosis la participacion de ninjurina-1 como ejecutor final de la lisis de
membrana (167). Asi, nuestro estudio proporciona una comprension innovadora del papel
del inflamasoma y la ferroptosis en la ACS por mutacion en el gen SLC25438. Se han
descrito variantes de NLRP1 en los dominios PYD, NATCH y UPA relacionadas con
diferentes enfermedades (21), pero solo se ha descrito una variante en el LRR p.L813P
en homocigosis con ganancia de funciéon (21) y una delecion de esta misma region
asociada a queratosis liquenoide crénica (168). Nuestra variante identificada en el

dominio LRR, aunque en heterocigosis, parece tener un fenotipo similar al de p.L813P.

Finalmente, la identificacién de una nueva variante NLRP1 y la demostracion de
que la inhibicidon de ambas vias, inflamasoma y ferroptosis, en muestras ex vivo de este
paciente puede mejorar la anemia abre nuevas vias de investigacidbn y opciones
terapéuticas futuras. Estos nuevos hallazgos que relacionan la activacion del inflamasoma
NLRPI con la ACS son cruciales para comprender la fisiopatologia de la enfermedad y

desarrollar terapias dirigidas.
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Figura 23. Esquema resumen en el que se expone la repercusion de la activacion del inflamasoma en
la anemia sideroblastica. La inhibicion farmacoldgica de CASP1 favorece la eritropoyesis, lo que
observamos por medio de la formacion de colonias eritroides, la acumulacion de hemoglobina y la
disminucion de los niveles de GATAL. En el caso del paciente con ACS, observamos el efecto contrario,
una reduccion del recuento de colonias eritroides y de los niveles de hemoglobina, junto con un aumento
sostenido en el tiempo de los niveles de GATAL.
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CAPITULO 3: ANALISIS TRANSCRIPTOMICO EN
SANGRE TOTAL DE PACIENTES CON ANEMIAS
CONGENITAS






RESULTADOS






1. Perfil de expresion génica de diferentes anemias congénitas respecto a

donantes sanos

Se realiz6 un andlisis de expresion diferencial en sangre total de 15 pacientes en

seguimiento en el servicio de eritropatologia del HCUVA con diagnostico de anemia

congénita. De los 15 pacientes estudiados, 4 (27%) fueron diagnosticados de TDT, 6

(40%) de NTDT, 4 (27%) de ECF y 1 (6%) de ACS. La paciente incluida con el déficit

de piruvato kinasa (PKD) también tenia B-talasemia heterocigota, por lo que, para facilitar

el andlisis, se incluyod en los pacientes con TDT. Las caracteristicas clinicas de los

pacientes se recogen en la tabla 7 (A-D).

A
Paciente Genotipo Fenotipo Talasemia
T1 HBB: ¢.17_18del p.(Pro6Argfs*17) / HBB: c¢.20del B0/ B° TDT
p.(Glu7Glyfs*13)
T2 HBB: ¢.93-21G>A en homocigosis B/ Bt TDT
T3 HBB: ¢.27dupG heterocigota + PKLR: ¢.1010G>A B%/PK déficit TDT
p.(Arg337Gln) / PKLR: ¢.1456C>T p.(Arg486Trp)
T4 HBB: ¢.315+1G>A / HBB: ¢.93-21G>A B0/ B* TDT
TS5 HBB: c.251del p.(Gly84Alafs*6) / Ganancia bialélica Triplicacion NTDT
de dos copias de los genes aoa anti 3.7 /oo anti 3.7 bialélica
de HBA aaa’ / B°
T6 Delecion patogénica homocigota que afecta a los dB-homocigota NTDT
genes HBB y HBD de forma completa
T7 HBB: ¢.92+6T>C en homocigosis B/ B* NTDT
T8 Delecion patogénica homocigota que afecta a los dB-homocigota NTDT
genes HBB y HBD de forma completa
T9 HBB: ¢.20del p.(Glu7Glyfs*13) / HBB: ¢.92+6T>C B0/ B* NTDT
T10 HBA: ¢.377T>C p.(Leul26Pro), conocida como a0’ / oo NTDT
HbQuong Sze / HBA --SEA (HbH)
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B

Caracteristicas clinicas TDT NTDT
Tamaiio de la muestra n=4 n=6
Fenotipo B%/p°=1 B*/B%=1
pY/p=1 p/p=1
B*/pr=1 HH=1
Pk/p°=1 B%/aocanti’7=1
Bo/Bo6=2
Sexo (H/M) M=3 M=3
H=1 H=3
Edad 23,5 (20-32) 41,8 (21-56)
Indice de masa corporal (IMC) 21,6 (18,5-24,2) 24,58 (17,9-29.,4)
Enfermedad concomitante (Si/No) No=4 Fa paroxistica =1
Hipotiroidismo, IS=1
Osteopenia/Osteoporosis (OP/OT) OP=1 OP=4
OT=2
Bilirrubina (mg/dL) 2,85 (1,1-5,3) 2,2 (1-3,67)
LDH (UI/L) 369,3 (128-999) 354,7 (220-783)
EPO (mU/ml) 179,8 (35-375) 68 (28-100)
RST(mg/L) 6,7 (3,3-9) 6,5 (0,7-13,1)
Hemoglobina (g/dL) 8,2 (7-8,8) 10,4 (8,6-11,6)

Reticulocitos /L

38025 (17400-58300)

185300 (88700-340300)

Ferritina (ng/ml)

1151 (713-1590)

587 (267-1540)

IST (%)

94,5 (88,3-100)

56,3 (32,7-87.3)

Sobrecarga férrica (Si/No) Si=3 No=6
No=3
Tratamiento quelante (Si/No) Si=4 Si=4
No=2
Transfusiones (CH/aiio) 43,5 (41-47)

Aclaramiento de creatinina (CG)

138,2 (115,9-167.8)

123 (89,6-148.8)

Funcion tubular

Microhematuria=1
Proteinuria=1

Microhematuria =2

C
Caracteristicas clinicas Enfermedad de Células Falciformes
S1 S2 S3 S4

Genotipo S/B SS SC SS
Sexo (H/M) M M H H
Edad 31 20 42 22
Enfermedad concomitante (Si/No) No No No No
Crisis Vasooclusivas (CVO) +/++++ /A No /A
Hemoglobina Fetal (%) 15 9,5 0,8 30
Hemoglobina (g/dL) 12,1 7,4 11,6 12,4
Reticulocitos/L 100600 344300 168200 233500

(2,24%) (15%) (3,9%) (7,12%)
Ferritina (ng/ml) 147 328 975 342
IST (%) 30,5 % 23,9 % 21,8 % 37,7 %
LDH (UI/L) 184 440 368 335




D

Caracteristicas clinicas Parametros
Gentipo SLC25A438: ¢.(683G>T) en homocigosis
Enfermedades concomitantes Nefrocalcinosis bilateral grado 11
Estado 6seo Metabolismo 6seo Vitamina D 17,6 ug/L, PTH 15,9 pg/ml,
calcio 8,54 mg/dL, fosforo 3,6 mg/dL
Densitometria Z-score -0,7
Parametros analiticos Hb 7-8 g/dL, VCM 84,8 L,
reticulocitos 4,6x10°/ul (0,19%)
EPO 859 U/L
Sobrecarga férrica Parametros ferrocinéticos | Hierro 278 ug/dL, ferritina 502 ng/mL,
transferrina 172 mg/dL, IST 100%, hierro,
LPI2U
Hepcidina 1,10 ng/mL
Resonancia cardiaca T2* 14 mseg
Resonancia hepética 70 micromol/gr
Tratamientos recibidos | Infancia Piridoxina 150 mg/24h x 6 meses
Tiamina 50 mg/24h x 3 meses
Glicina x 12 meses
Actualidad Transfusiones (73 CH/aio)

Tabla 7. A) Correlacion genotipo-fenotipo de los pacientes talasémicos. B-D) Cuadro resumen de las
caracteristicas clinicas de los pacientes talasémicos, de los pacientes con ECF y del paciente con ACS.

IST: indice de saturacion de transferrina, RST: receptor soluble de transferrina, LDH: lactato deshidrogenasa,
VCM: volumen corpuscular medio, IST: indice de saturacion de transferrina, LPI: hierro plasmatico libre.

Rangos de normalidad: Bilirrubina 0.05-1.2 mg/dL, LDH 135-214 UI/L, EPO 5-30 mU/ml, hemoglobina 13.5-17.5
g/dL (hombre) 12-16 g/dL (mujer), VCM 80-100fL, reticulocitos 35000-75000/L, hierro 37-145 ug/dL, ferritina 30-400

ng/ml, transferrina 200-360 mg/dL, IST 24-40%, RST 0.8-1.8 mg/L, LPI-negativo:<0.2 U, hepcidina 16.45 ng/mL,
Vitamina D 20 ug/L, PTH 10-55 pg/ml, Calcio 8.6-10 mg/dL, fosforo 2.5-4.5 mg/dL

La técnica de secuenciacion utilizada en este estudio se denomina QuantSeq, que
emplea un protocolo sencillo y rdpido para generar bibliotecas NGS de secuencias
cercanas al extremo 3’ de ARN poliadenilados. La ventaja de esta técnica es que solo
produce un fragmento por transcripcion, haciendo que el nimero de lecturas mapeadas a
un gen especifico sea proporcional a su expresion (figura 24A). Utilizando el software
DESeq2, se realiz6 un analisis de expresion diferencial entre los distintos grupos a estudio
y un grupo control formado por 4 individuos sanos (2 varones y 2 mujeres) con una edad

media de 40 afios (29-53).

La dispersion de las muestras indica que los individuos control son muy similares
entre si, mientras que las muestras de los pacientes con TDT, NTDT y ECF muestran un
mayor grado de dispersion. En el caso de la muestra del paciente con ACS, a pesar de ser
solo uno, su dispersion muestra una diferencia significativa en comparacioén con los 4

controles sanos (figura 24B-E).
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El analisis del transcriptoma identific 49.234 genes y comparo su expresion entre
los grupos. En consecuencia, se encontraron 508 genes sobre-expresados y 252 genes
infra-expresados en los pacientes con TDT en comparacion con los controles (figura
24F), 1674 genes sobre-expresados y 361 genes infra-expresados en los pacientes con
NTDT respecto al grupo control (figura 24G), 779 genes sobre-expresados y 335 genes
infra-expresados en los pacientes con ECF en comparacion con el grupo control (figura
24H), y 954 genes sobre-expresados y 6210 genes infra-expresados en el paciente con
ACS respecto a los controles sanos (figura 24I). Para estudiar los patrones de expresion
en las muestras de pacientes en comparacioén con los controles sanos, se establecid un
umbral restrictivo, considerando inicamente los genes con un valor p< 0,05 y Log2FC <-
2 o >2. En consecuencia, puede observarse que los pacientes con TDT, NTDT y ECF
presentan un mayor numero de genes sobre-expresados en comparacion con los controles
sanos (figura 24F-H), mientras que, en el paciente con ACS, existe infra-expresion de la

mayoria de los genes en relacion con los controles (figura 24I).
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Figura 24. A) Esquema del procedimiento de secuenciacion del ARNm 3' de Quant. B-E) PCA que
muestran las diferencias entre el grupo control y los pacientes con: B) TDT, C) NTDT, D) ECF y E) ACS.
F-I) Mapa de calor y grafico circular que muestra los genes infra-expresados (azul) y sobre-expresados
(rojo) en los controles y en los pacientes con: F) TDT, G) NTDT), H) ECF e I) ACS. El mapa de calor se
limita a los datos significativos con Log2FC <-2 0 >2 y p<0,05.
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2. El paciente con anemia congénita sideroblastica muestra un patron de
expresion distinto en genes relacionados con la eritropoyesis y el metabolismo

del hierro

Para comparar los patrones de expresion génica entre los diferentes tipos de
anemias congénitas, se realiz6 un andlisis comparativo agrupando los genes en varias
rutas metabolicas implicadas en la homeostasis y funcion eritrocitaria. Los resultados
indican que la ACS presenta un patrén de expresion distinto en las vias de la eritropoyesis
y el metabolismo del hierro, la glucolisis, el metabolismo oxidativo y proteinas de
membrana eritrocitaria, en comparacion con las demas anemias congénitas estudiadas

(figura 25).
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Figura 25. El paciente ACS presenta un patréon de expresion génica diferente al del resto de anemias
congénitas. Mapa de calor que muestra los genes que estan significativamente infra-expresados (azul) y
sobre-expresados (rojo) en los diferentes grupos de pacientes, marcando la intensidad del color el nivel de
expresion de cada gen. Los grupos estudiados se correlacionan con los descritos en la figura 24 y las vias
se han seleccionado teniendo en cuenta su importancia en el proceso de maduracion eritrocitaria,
incluyendo asi, la eritropoyesis, el metabolismo del hierro, la glucdlisis, el metabolismo oxidativo y los
genes que codifican proteinas de la membrana eritrocitaria.

En particular, se observaron diferencias en el patron de expresion en el gen
GATAI, el principal factor de transcripcion eritroide implicado en la diferenciacion
eritroide temprana a nivel de BFU-E y CFU-E (9). En los pacientes con TDT, NTDT y
ECF, los niveles de GATA1 estaban mas elevados que en los controles, mientras que, en

el paciente con ACS, la expresion del gen estaba disminuida (figura 26). Se observo un
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patron similar para HEMGN (Hemogen), un regulador transcripcional implicado en la
diferenciacion y proliferacion eritroide a nivel medular, cuya funcion estd relacionada
con la translocacion de GATAL1 al nacleo (169). En consonancia, el gen ALAS2, crucial
para la sintesis del grupo hemo y regulado transcripcionalmente por GATA (122), mostrd
un patrén de expresion similar, estando incrementado en los pacientes con TDT, NTDT
y ECF y disminuido en el paciente con ACS (figura 26). El gen SLC25438, que codifica
para un transportador mitocondrial de glicina en progenitores eritroides, es necesario para
la sintesis de grupo hemo como sustrato de la enzima ALAS. Durante la diferenciacion
eritroide, las células progenitoras necesitan sintetizar una gran cantidad de hemo para la
produccion de Hb, por lo que la expresion adecuada de SLC25438 es fundamental (122).
Como era de esperar, este gen estaba infra-expresado so6lo en el paciente con ACS debido

a que la enfermedad esta causada por una mutacion hereditaria en este gen (figura 26).

Ademas, el gen SLC25437 (mitoferrina-1), esencial en la importacion de hierro
mitocondrial en precursores eritroides desempefiando un papel crucial en la sintesis del
grupo hemo, presentaba también una disminucion de la expresion en el paciente con ACS.
La mitoferrina-1 forma un complejo en la membrana mitocondrial interna con el
transportador mitocondrial ABCB10 y con la enzima FECH, permitiendo la importacién
e incorporacion del hierro al anillo de protoporfirina IX para la sintesis del grupo hemo.
Se ha descrito durante la diferenciacion eritroide, que la expresion de estas proteinas esta
altamente inducida por el factor de transcripcion GATA1 (122). Una vez mas, nuestro
estudio demostrd una infra-expresion del transportador mitocondrial ABCBI0 y del gen
FECH, en posible relacion con los bajos niveles de GATA1 mostrados en el paciente con

ACS (figura 26).

Otro gen analizado fue ERFE. En situaciones de eritropoyesis ineficaz, el acumulo
a nivel medular de precursores eritroides favorece la producciéon de ERFE, que actiia
suprimiendo la produccion de hepcidina y aumentando secundariamente la absorcion
intestinal de hierro por medio de la ferroportina (83). Como era de esperar, todos los

pacientes de nuestro estudio presentaron un aumento significativo de la expresion del gen
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ERFE, probablemente en relacion con los diferentes grados de eritropoyesis ineficaz
implicado en la etiopatogenia de las distintas enfermedades. Consecuencia también de
esta eritropoyesis ineficaz, encontramos en todos los pacientes a estudio expresion
incrementada del gen KLF'I (factor de trascripcion eritroide Kriippel-like), imprescindible
en la diferenciacion eritroide por su efecto antagonico sobre la megacariopoyesis (figura

26).

En pacientes talasémicos y con ECF se observo un aumento significativo en la
expresion de los genes implicados en la diferenciacion y proliferacion eritroide (GATA,
KLFI1 y HEMGN) y en la formacién del grupo hemo (4LAS2, SLC25438 y FECH).
Ademas, se observo una correlacion entre la expresion de GATA1, SLC25437 y ABCB10
en el grupo con independencia transfusional (figura 26). Estos resultados podrian
explicarse por el aumento de la proliferacion eritroide en el contexto de la eritropoyesis
ineficaz que se produce en estos pacientes. Sin embargo, en el paciente con ACS la
expresion vuelve a estar disminuida. Esto podria explicarse porque el paciente presenta

una alteracion en la sintesis del grupo hemo.
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Figura 26. Analisis de expresion diferencial de los genes implicados en la eritropoyesis y
metabolismo del hierro. Se observa un incremento de expresion de los genes GATAI, HEMGN,
ALAS2, SLC25A438, SLC25437, ABCB10, y FECH en todas las anemias congénitas con respecto
a los controles sanos, excepto en el paciente con ACS.

El aumento de expresion del gen ERFE es constante en todas las anemias congénitas estudiadas.
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Otro gen analizado por ser esencial en la eritropoyesis fue el CDANI (codifica
Codanin-1). Su funcién no es muy conocida, pero se cree que regula la incorporacion de
histonas al ADN durante la replicacion celular (170). Ademas, mutaciones en este gen
causan anemia diseritropoyética congénita tipo I (171). Es curioso que, en nuestro
estudio, so6lo el paciente con ACS presentd una disminucion significativa de la expresion
del gen CDANI (foldchange -6,6, p<0,01). No encontrandose diferencias significativas

en el resto de los grupos de estudio (figura 27).
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Figura 27. Se describe la expresion del gen CDANI en los diferentes grupos de
anemias congénitas a estudio, observando una expresion significativamente
disminuida de dicho gen en el paciente con ACS con respecto al resto de pacientes
estudiados.

3. Patron de expresion de BPGM en los diferentes tipos de anemias congénitas

En el eritrocito la glucosa se metaboliza principalmente por glucélisis anaerobia
o por la via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), y una pequefia proporcion por la via de
las pentosas fosfato (PPP), necesaria para la proteccion celular frente al dafio oxidativo

mediante la produccion de NADPH (172,173).

La via de la EMP metaboliza alrededor del 90% de la glucosa en condiciones
fisiologicas, produciendo piruvato o lactato, ATP, NADH y 2,3-BPG. La glucolisis
comienza con la fosforilacion de la glucosa por la enzima hexoquinasa, que utiliza ATP
para producir glucosa-6-fosfato, y termina con la sintesis de ATP por la enzima piruvato
quinasa (PK). Ademas, el 1,3 bifosfoglicerato (1,3-BPG) producido por la gliceraldehido-
3 fosfato deshidrogenasa se convierte en 3-fosfoglicerato (3-PGA) para producir ATP por
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la fosfoglicerato cinasa (PGK) (173,174). Sin embargo, el 3-PGA puede evitar este tltimo
paso y desviarse a una via glicolitica alternativa conocida como la via Rapoport-
Luebering donde es convertido por la bifosfoglicerato mutasa (BPGM) a 2,3-BPG. La
BPGM puede actuar de forma reversible hidrolizando el 2,3-BPG a 3-PGA para que

vuelva a entrar en la via glucolitica principal (173,174).

La utilizacion de la glucosa por las diferentes vias metabolicas depende del estado
de oxigenacion de los eritrocitos. El factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1) coordina la
adaptacion a la hipoxia disminuyendo la actividad oxidativa mitocondrial hacia la
produccion anaerobica de ATP (173). HIF-1 activa la transcripcion de SLC2A1 y
SLC2A3, que codifican los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT3,
respectivamente, asi como HK1 y HK2, que codifican la hexoquinasa, la primera enzima

de la via EMP (glucélisis) (175).

Asi, en estado desoxigenado, el metabolismo de la glucosa es priorizado por la via
EMP, cuyo metabolito 2,3-BPG facilitara la cesién de oxigeno a los tejidos. Asi, la
funcion de transporte de oxigeno estd estrechamente relacionada con los niveles de 2,3-

BPG (173,174).

En nuestro estudio, observamos un aumento significativo en la expresion de
BPGM en pacientes talasémicos y con ECF (figura 28). Estos resultados sugieren que se
trata de un aumento fisiologico de la expresion que intenta compensar una situacion de
hipoxemia secundaria a un estado hemolitico cronico (176). Sin embargo, en el caso del
paciente con ACS, la expresion esta significativamente disminuida en comparacién con
el grupo control y con el resto de los grupos a estudio. No cumpliendo con la premisa

anterior (figura 28).
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Figura 28. Expresion del gen BPGM en los pacientes con TDT, NTDT, ECF y ACS en
comparacion con los controles sanos. Se observa un incremento significativo de la
expresion en todos los grupos a estudio salvo en el paciente con ACS.

Dada la implicacion del metabolito 2,3-BPG en la transferencia de oxigeno a los
tejidos, y su posible repercusion en la polimerizacion del hematie falciforme (174),
analizamos dentro del grupo de pacientes con ECF si existian diferencias dependientes
del fenotipo clinico en la expresion del gen BPGM, encontrando que la expresion mas
alta se encontraba en los pacientes homocigotos para HbS (pacientes S2 y S4), que
presentaban un fenotipo clinico mas grave a pesar su menor edad (figura 29). Es
importante destacar, que, en el momento del analisis, los pacientes S1, S2 y S4 estaban
en tratamiento con hidroxiurea, posible factor modulador de los niveles de BPG por su

efecto sobre los niveles de HbF.
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Figura 29. Correlacion entre la gravedad fenotipica de los pacientes
con ECF y los niveles de expresion del gen BPGM, observando
mayores niveles de expresion en los pacientes con genotipo SS.
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4. Diferencias de expresion en los genes relacionados con el estrés oxidativo

entre las diferentes anemias congénitas

La polimerizacion de la HbS en pacientes con ECF y la acumulacion de cadenas
de globina no conjugadas en pacientes con talasemia, conducen a cambios
fisiopatologicos en el eritrocito y el endotelio asociados a una amplia gama de
complicaciones clinicas. Estas alteraciones en el citoesqueleto y estructura de la
membrana eritrocitaria inducen un estrés oxidativo severo que conduce a la pérdida de la

integridad de la membrana y a la hemolisis del eritrocito (34,79,81).

El estrés oxidativo es consecuencia de varios mecanismos, entre ellos la hemolisis,
que conlleva un consumo de NO y la generacion de especies oxidativas reactivas a través
de la regulacion de la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa. El dafio oxidativo se
manifiesta en las membranas eritrocitarias a través de la disminucion de la presencia de
grupos sulthidrilo, el aumento de la peroxidacion lipidica y la deformacion del
citoesqueleto (50). Este aumento de ROS dana la estructura conformacional de la

membrana eritrocitaria, provocando la lisis temprana del hematie.

En nuestro andlisis, se observd un aumento global de la expresion de los genes
que codificaban para enzimas antioxidantes implicadas en reacciones REDOX en todos

los grupos, excepto en el paciente con ACS en el que la expresion estaba disminuida.

Los genes con significacion estadistica (p<0,05) fueron los implicados en la via
del glutation (GLRXS5, GPX'y GCLC) y en la reduccion de H2O2 (PRDX2). Observando
un aumento significativo de la expresion en los pacientes talasémicos y con ECF, y una
disminucién significativa de la expresion nuevamente en el paciente con ACS (figura

30).

Los resultados observados en nuestros pacientes talasémicos y con ECF podrian

deberse a una respuesta fisiologica compensatoria al aumento del estrés oxidativo.
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Figura 30. Expresion de los principales genes implicados en el metabolismo oxidativo
en los distintos grupos de anemias congénitas con respecto a los controles sanos. Se
observa un incremento significativo de expresion de los genes GLRXS5, GPXI, GCLC'y
PRDX?2 en todas las anemias congénitas estudiadas a excepcion del paciente con ACS.

El glutation se produce en el citosol y se transporta principalmente a las
mitocondrias a través del transportador SLC25A39 (177). Dado el papel crucial del
glutation en el metabolismo oxidativo, se examind la expresion de SLC25439 en
diferentes grupos de anemias congénitas. Los resultados fueron coherentes con los de los
andlisis de genes del metabolismo oxidativo, mostrando un aumento de la expresion en
los pacientes talasémicos y con ECF, y una disminucion de la expresion en el paciente

con ACS en comparacién con los controles sanos (figura 31).
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Figura 31. Expresion significativamente disminuida del gen SLC25439 en el
paciente con ACS.
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5. Diferencias significativas en genes relacionados con la expresion de

proteinas estructurales de membrana entre las distintas anemias congénitas

Los pacientes con anemias congénitas suelen presentar un desequilibrio en las
proteinas estructurales de la membrana eritrocitaria. Concretamente, en la talasemia, el
desequilibrio de las cadenas de globina altera el ensamblaje normal de las proteinas de
membrana de los precursores eritroides, contribuyendo a la lisis intramedular (178). En
la ECF, la mutacién en la cadena B-globina conduce a la deformacion de los hematies
falciformes, afectando a la integridad de la membrana eritrocitaria y al citoesqueleto,

aumentando la rigidez de los hematies y favoreciendo su lisis (34).

En nuestro estudio, encontramos sobre-expresion de los genes SLC4A41, ANKI,
EPB41, EPB42, SPTA1, SPTB y STOM, todos ellos implicados en el mantenimiento de
la estructura y funcion eritrocitaria, en pacientes con talasemia y ECF. Sin embargo, en
el caso del paciente con ACS, una vez mas, estos genes presentaban una expresion

disminuida en comparacion con los controles sanos (figura 32).
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Figura 32. Diferencias de expresion de los principales genes codificantes para proteinas de
membrana eritrocitaria. Se observa un incremento global de la expresion de los genes
SCL4A1, ANKI, EPB4.1, EPB4.2, SPTA1, SPTB y STOM en los pacientes con TDT, NTDT,
ECF, excepto en el paciente con ACS en el que la expresion esta significativamente
disminuida.
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6. Otras vias alteradas en las anemias congénitas

Ademas del estudio de las vias candnicas implicadas en la homeostasis
eritrocitaria, se realizd un andlisis de las vias metabdlicas afectadas en cada grupo de
pacientes en comparacion con los controles sanos utilizando la base de datos STRING.
En este analisis se empled un criterio de seleccion mas estricto, considerando unicamente
los genes con un valor p<0,05 y Log2FC <-2 o >2. Los resultados indicaron que los
pacientes con TDT no presentaban ninguna via metabolica significativamente alterada
aparte de las comentadas anteriormente. Por el contrario, los pacientes con NTDT
presentaron incremento de expresion en genes asociados con el ciclo celular (figura 33A)
y genes infra-expresados implicados en la respuesta inflamatoria y en la respuesta inmune
(figura 33B). Por el contrario, los pacientes con ECF presentaron genes sobre-expresados
implicados en la autofagia y en la regulacion del catabolismo (figura 33C).
Curiosamente, los genes infra-expresados en estos pacientes estaban implicados en la
respuesta inflamatoria y de citocinas (figura 33D), de forma similar a los pacientes con
NTDT (Figura 33B). Por ultimo, en el paciente con ACS se encontr6 genes sobre-
expresados sin relacion significativa con ninguna ruta especifica y genes infra-expresados

asociados con la sintesis del ribosoma y los procesos metabolicos del ARN (figura 33E).

@
- : o Ruta Contaje | Strength | P value
Ruta Contaje | Strength | P value
Respuesta 11/538 0.68 0.0132
Ciclo celular 65/1246 0.3 0.0024 ) )
inflamatoria
Metabolismo 10/41 0.97 0.0326
Respuesta 12/638 0.64 0.0127
Hemo
inmunologica
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CAPITULO 3: RESULTADOS

L3 .o o ot et B eain
Ruta Contaje | Strength | P value Respuesta 16/538 0.71 0.0004
Autofagia 17/303 0.55 0.0239 inflamatoria
i t 1 4 51 04
Regulacion negativa | 17329 | 051 | 00326 | | Respuestade | 15/80 0.5 0.0458
i citoquinas
del catabolismo

Ruta Contaje | Strength | P value
Ribosomas 19/299 0.48 0.0437
Metabolismo RNA | 58/1550 0.25 0.0331

Figura 33. Vias metabdlicas alteradas en pacientes con anemias congénitas. STRING (A-E). Analisis
de las interacciones entre genes con expresion incrementada en pacientes con NTDT (A) y ECF (C), y
genes con disminucion de la expresion en pacientes con NTDT (B), ECF (D) y ACS (E) en comparacion
con controles sanos.
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DISCUSION






La eritropoyesis es un proceso complejo y dindmico en el que intervienen
numerosas vias metabolicas. En muchas anemias congénitas, una unica mutacion es la
causante de la enfermedad, sin embargo, esta alteracion primaria a menudo conduce a
multiples procesos secundarios que estan alterados y desregulados. Nuestro estudio
profundiza en los niveles de expresion de ARN de estos procesos para comprender su
implicacion en diferentes formas de anemias congénitas, observando claros patrones de
expresion diferencial entre pacientes con anemia hemolitica congénita (talasemia y ECF)
y anemia congénita por insuficiencia medular (ACS con la mutacion en el gen

SLC25A438).

En la eritropoyesis normal, los niveles de GATAIL en el nucleo se regulan
mediante el equilibrio entre la escision por caspasa 3 y la funcion protectora de la proteina
HSP70 (179). En el eritroblasto B-talasémico, la falta de cadenas funcionales de B-globina
induce la acumulacion de las cadenas sobrantes de o-globina que restringen la
distribucion de HSP70 al citoplasma. En consecuencia, GATAI es escindido por caspasa
3 en el nucleo, resultando en una reduccion de eritrocitos maduros funcionales (84). Como
resultado, se produce una apoptosis masiva en el estadio de eritroblasto policromatico,
que afecta secundariamente a la fase temprana de diferenciacion con la expansion de

progenitores eritroides inmaduros (84).

En los eritroblastos falciformes, la cinética de atrapamiento de la HSP70 es mas
lenta que en talasemia. Mientras que las cadenas de a-globina forman agregados tan
pronto como se expresan secuestrando la proteina HSP70 en el citoplasma, la HbS
necesita tiempo para formar polimeros, ya que su formacion depende de la atmdsfera
hipoxica del microambiente medular y de la concentracion intracelular de HbS. Debido a
esto, se produce un aumento de la apoptosis en las etapas de diferenciacion de eritroblasto
policromatico y ortocromadtico, a diferencia de la talasemia en las que la eritropoyesis

ineficaz afecta a las primeras etapas de la diferenciacion (6,57).

Debido a esta eritropoyesis ineficaz, los eritrocitos circulantes pueden mostrar
deficiencias en sus componentes celulares y sistemas enzimdticos involucrados en el
metabolismo energético y oxidativo, contribuyendo a la disminucién de la supervivencia

del eritrocito. Para disminuir esta eritropoyesis ineficaz, existe en fases terminales de la
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diferenciacion eritroide un mecanismo antiapoptotico que selecciona positivamente las

células con altos niveles de HbF (57,180).

En nuestro estudio, observamos un aumento de la expresion de GATA! y de otros
genes implicados en la diferenciacion eritroide en pacientes con talasemia y ECF. Esto
podria deberse a un mecanismo compensatorio por la eritropoyesis ineficaz y la hemolisis

crénica, como ya ha sido descrito en pacientes con ECF fuera de la CVO (181).

Sin embargo, en el caso del paciente con ACS, se observa una disminucion global
de la expresion de genes implicados en la eritropoyesis. Se ha descrito en pacientes con
sindrome mielodisplasico, que la baja expresion de HEMGN contribuye a la
deslocalizacion intranuclear de GATA1 y puede contribuir a empeorar la eritropoyesis
ineficaz (169). En el caso de nuestro paciente con ACS, observamos una disminucion
significativa de este gen, lo que nos hace pensar que el mecanismo por el que se produce
la diseritropoyesis en pacientes con anemias por insuficiencia medular es diferente del

observado en otras anemias hemoliticas congénitas.

También llama la atencion la baja expresion del gen CDANI, implicado en la
anemia diseritropoyética congénita tipo I (ADC-I) (170). En nuestro estudio, so6lo el
paciente con ACS present6 una expresion significativamente disminuida de este gen. Asi,
la baja expresion encontrada del gen CDANI podria estar relacionada con la afectacion

de la maduracion eritroide en otros tipos de anemia congénita por insuficiencia medular.

Se ha descrito un aumento de las enzimas glucoliticas en pacientes con ECF
atribuido a una mayor demanda en la sintesis de ATP. Los datos proteémicos publicados
sugieren un aumento de los niveles de la enzima 2,3-BPG quinasa, lo que apoya la teoria
de la estimulacién de las vias glucoliticas en la ECF (182). Nuestros datos corroboran que
los genes implicados en el metabolismo anaerobio eritrocitario muestran una mayor
expresion en los pacientes con ECF, aunque no de forma significativa. De nuevo, resulta
sorprendente la diferencia de expresion en el paciente con ACS, en el que la expresion de

estos genes de la via glucolitica estd globalmente disminuida.

En este contexto, se han descrito concentraciones significativamente elevadas de
2,3-BPG en los eritrocitos falciformes como una respuesta adaptativa secundaria a la

hemolisis cronica. Sin embargo, esta respuesta es contraproducente porque el aumento de
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desoxi-Hb promueve la polimerizacion del eritrocito falciforme (174). Asi, los datos
publicados sugieren que los niveles de 2,3-BPG estan directamente implicados en la
estabilizacion de los polimeros de HbS (183). Se ha demostrado que su disminucién en
células falciformes reduce la polimerizacion de la HbS. En nuestro estudio, los datos
obtenidos en pacientes con ECF apoyan los publicados en la literatura. Hemos encontrado
también un aumento significativo en pacientes con talasemia, mostrando de nuevo
similitudes en cuanto a la expresion génica. Sin embargo, en el caso del paciente con
ACS, la expresion esta significativamente disminuida con respecto al grupo control y al

resto de grupos en estudio.

Se ha descrito que en los pacientes talasémicos y en los pacientes con ECF existe
un aumento del estrés oxidativo secundario a la Hb y al hierro libres, al desequilibrio de
cadenas en el caso de los pacientes talasémicos y a las CVO de repeticion en los pacientes
con ECF (31,34). El aumento de la expresion de genes con actividad antioxidante parece
ser comun en la mayoria de los estudios realizados en pacientes con ECF, especialmente
el aumento de catalasa y peroxiredoxinas, en el contexto de un aumento compensatorio

de los mecanismos antioxidantes ante un incremento del estrés oxidativo (50).

Nuestros resultados mostraron que las vias implicadas en la respuesta al estrés
oxidativo (GLRXS5, GPX, GCLC y PRDX?2) estaban mds activadas en los pacientes
talasémicos y con ECF en comparacion con los individuos sanos, corroborando los
resultados publicados en la literatura. Sin embargo, el comportamiento en el paciente con
ACS es inverso, mostrando niveles de expresion significativamente disminuidos con

respecto a los controles y al resto de anemias congénitas estudiadas.

Ademas, el glutation mitocondrial es necesario para la actividad y estabilidad de
proteinas que contienen grupos hierro y azufre, asi como para la eritropoyesis y el
metabolismo oxidativo (177). En nuestro estudio, observamos en el paciente con ACS
una disminucion significativa de la expresion del gen SLC25439 que codifica para el
transportador mitocondrial de glutation, que era no se observo en el resto de los grupos a
estudio. Asi, pensamos que el transportador SLC25A39 podria desempefiar un papel

desconocido en la fisiopatologia de la ACS.

En relacion con las proteinas estructurales de membrana, se ha informado

mediante estudios protedmicos que los eritrocitos falciformes muestran defectos en el
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citoesqueleto. Muchos de estos hallazgos son coherentes con la fisiopatologia de la ECF,
incluida la elevada carga oxidativa, que provoca dafios en las proteinas del citoesqueleto
y rigidez eritrocitaria (182). Ademas, la glucdlisis anaerdbica depende de la expresion de
ciertas proteinas de membrana (174), que encontramos sobre-expresadas en la talasemia
y en la ECF. En nuestro andlisis, observamos un aumento global en la expresion de genes
que codifican para proteinas estructurales de membrana en los grupos con anemia
hemolitica congénita (ECF y talasemia), mientras que esta premisa no se cumplio en el

paciente con anemia por insuficiencia medular.

Por tltimo, otras vias importantes como el ciclo celular, la respuesta inflamatoria
e inmune, o la autofagia parecen estar moduladas de forma diferente en las anemias
estudiadas. Por lo tanto, este estudio abre nuevas vias para profundizar en estas

enfermedades raras.

En definitiva, nuestro estudio proporciona un nuevo mapa de perfiles de expresion
génica que incluye diferentes tipos de anemias congénitas que podrian utilizarse como

nuevos biomarcadores en la clinica.
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CONCLUSIONES






La incidencia de los sindromes drepanociticos en la Region de Murcia, obtenida
a través de los datos del cribado neonatal, es de 1/10.000 recién nacidos, similar
al resto de CCAA en las que se ha estudiado, e inferior al de CCAA con mayor

flujo migratorio (Cataluia, Islas Baleares y Madrid).

La implantacion del cribado de la ECF en nuestra Region ha permitido detectar
10 casos de enfermedad falciforme a los que se ha podido instaurar de forma
precoz medidas que han demostrado disminuir la morbimortalidad infantil,

ademads de ofrecer asesoramiento genético a los padres en todos los casos.

Describimos por primera vez la implicacion del inflamasoma NLRP1 en la
eritropoyesis de un paciente con ACS homocigoto para la mutacion en SCL25438.
Ademas, el paciente presenta una nueva variante de NLRP1, mas activa que la
variante silvestre y con un procesamiento proteico mayor. Esto puede indicar que
distintas variantes de NLRP1 pueden influir en el fenotipo clinico de la

enfermedad.

La inhibicién farmacologica de CASP1 aumenta la formacion de eritrocitos ex
vivo en el paciente con ACS, lo que indica que es un mecanismo que puede

contribuir a restaurar la eritropoyesis en estos pacientes.

La ferroptosis favorece el procesamiento proteico de NLRP1 y su inhibicion
produce un aumento de colonias eritroides. Esto indica que la ferroptosis es un
mecanismo que puede contribuir a empeorar el fenotipo de la ACS y su inhibicion

puede ser una via de investigacion futura para desarrollar nuevas terapias.

La inhibicion de CASP1 junto con la inhibicion de la ferroptosis contribuyen de

forma sinérgica a la formacion de colonias eritroides en un paciente con ACS.
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7. Hemos encontrado un patrén de expresion génica diferencial entre los distintos
tipos de anemias congénitas: las anemias con predominio del componente
diseritropoyético/hemolitico vs las anemias por fallo medular. Asi, en las
primeras, objetivamos un incremento global en la expresion de los genes
implicados en la eritropoyesis, metabolismo redox, sintesis de proteinas de
membrana y glucolisis, probablemente como mecanismo compensatorio a la
hipoxemia, hemolisis y eritropoyesis ineficaz. Destaca el incremento significativo
de la expresion del gen de la BPGM por su posible implicacion en el agravamiento
fenotipico de los pacientes con ECF. En los pacientes con fallo medular, el patrén

de expresion parece ser completamente el inverso.
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CONCLUSIONS






1.

The incidence of sickle cell syndromes in the Region of Murcia, obtained through
neonatal screening data, is 1/10,000 newborns, similar to the rest of the
Autonomous Communities in which it has been studied, and lower than in the
Autonomous Communities with a greater migratory flow (Catalonia, Balearic

Islands and Madrid).

In our Region, the implementation of neonatal screening for SCD has made it
possible to detect 10 cases of SCD for which it has been possible to implement
early measures that have been shown to reduce infant morbidity and mortality, in

addition to offering genetic counseling to parents in all cases.

We describe for the first time the involvement of the NLRP1 inflammasome in
erythropoiesis in a patient with CSA with homozygous mutation in the SLC25438
gene. In addition, the patient presents a new NLRP1 variant, more active than the
wild-type variant, whose protein processing is higher than that of the wild-type.
This may indicate that different NLRP1 variants may influence the clinical

phenotype of the disease.

Pharmacological inhibition of CASP1 increases ex vivo erythrocyte formation in
CSA patient, indicating that this is a mechanism that could contribute to restore

erythropoiesis in these patients.

Ferroptosis favors NLRP1 protein processing, and its inhibition results in
increased erythroid colonies. This indicates that ferroptosis is a mechanism that
may contribute to worsening the CSA phenotype, and its inhibition may be an

avenue for future research to develop new therapies.

Inhibition of CASPI and ferroptosis show a synergic effect in erythrocyte
production in a CSA patient.

We have found a differential gene expression pattern between the different types
of congenital anemias: anemias with a predominance of the
dyserythropoietic/hemolytic component vs anemias due to marrow failure. Thus,

in the former, we observed a global increase in the expression of genes involved
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in erythropoiesis, redox metabolism, membrane protein synthesis and glycolysis,
probably as a compensatory mechanism for hypoxemia, hemolysis, and
ineffective erythropoiesis. The significant increase in the expression of the BPGM
gene stands out for its possible implication in the phenotypic worsening of patients
with SCD. In patients with bone marrow failure, the expression pattern appears to

be completely the reverse.
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SUMMARY






Congenital anemias are classified into two main groups: hemolytic anemias due to
intrinsic alterations of the red blood cell and anemias due to bone marrow failure. The
first group includes: membranopathies, enzymopathies and hemoglobinopathies,
including sickle cell disease (SCD) and thalassemia syndromes; the second group
includes congenital sideroblastic anemias (CSA) and congenital dyserythropoietic
anemia.

These are diseases with multisystemic involvement and great phenotypic variety, in which
patients with the same mutation can present from mild-moderate anemia to severe anemia
with transfusion dependence from infancy. Despite a good knowledge of their etiology,
there are many unknown factors associated with this clinical heterogeneity, and it is
necessary to study these possible modulators of the disease further to better understand
the gene signature of these patients. These are rare diseases, frequently underdiagnosed,
which makes it difficult to study the true population incidence of these diseases.

In this work, we will attempt to further study SCD, ACS and thalassemia, trying to clarify
some of the issues raised.

As mentioned, SCD is an autosomal recessive hemoglobinopathy, characterized by a
chronic inflammatory state and repeated vaso-occlusive crises, presenting multiorgan
damage and high infant mortality. Due to the need to establish early treatment and due to
the increase of the endemic population in our country, newborn screening was established
in 2016 in the Region of Murcia. In this study, we have tried to determine the incidence
of SCD and to evaluate its benefit in the neonatal population of the Region of Murcia. In
our region, the prevalence of SCD was similar to other regions of Spain except Madrid
and Catalonia, with a greater migratory flow. All newborns with SCD early therapeutic

care and all carrier couples received genetic counseling.

Within the group of bone marrow failure anemias, we find CSA as described. CSA
encompasses a heterogeneous group of rare, hereditary hematopoietic disorders
characterized by an accumulation of mitochondrial iron in erythroid precursors, leading
to iron overload and ineffective erythropoiesis characteristic of this disease. Recently, it
has been described in animal models that NLRP1 inhibition can have a significant impact
on erythropoiesis. Thus, in this study, we have tried to characterize the possible
involvement of the inflammasome in the pathophysiology of a patient with CSA due to
mutation in the mitochondrial transporter SLC25A38. With this study, we have

demonstrated, on the one hand, that inhibition of the inflammasome increases erythrocyte

171



formation in a patient with CSA due to mutation in the SLC25438 gene; and on the other
hand, we have identified in this patient by NGS a variant of NLRP1 that in combination
with other factors such as ferroptosis could aggravate his clinical phenotype, thus

providing significant data on the possible involvement of the inflammasome in CSA.

Despite their different etiologies, hemoglobinopathies (SCD and thalassemia syndromes)
and CSA have a common pathophysiological origin in congenital alteration in
erythropoiesis. To study them in depth, we have analyzed the transcriptome of ten patients
with thalassemia syndromes, four patients with SCD, and one patient with CSA using the
Quant 3' mRNA-Sequencing technique. Our results have shown a clearly differentiated
expression between patients and healthy controls, revealing an increased expression in
genes related to glycolytic and oxidative metabolism, membrane genes, and
erythropoiesis in all the patients studied except the patient with CSA, who shows a unique

gene expression pattern compared to the rest of the congenital anemias studied.
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ANEXO II:

ESTANCIAS EN OTROS CENTROS DE INVESTIGACION
DURANTE EL DOCTORADO






Centro: Complejo Hospitalario Universitario de Coimbra (CHUC). Laboratorio de
Erltropatologia

Ciudad: Coimbra, Portugal.
Persona responsable de la estancia: Celeste Bento

Duracién de la estancia: del 15 de septiembre de 2024 al 15 de diciembre de 2024.
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