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Neste estudo procurou-se esclarecer a base molecular de uma 3-talassémia de transmissão
dominante, segregando em heterozigotia, numa família do norte de Portugal com talassémia
intermédia. Caracterizou-se: i) a estrutura do agrupamento génico da cx-globina; ii) o haplotipo
de restrição do agrupamento génico da 3-giobina; e iii) a natureza da mutação 3-talassémica. O
agrupamento génico da cz-globina encontrava-se estruturaimente normal. Detectou-se, nos indi
víduos afectados, uma transversão G ~-T no codão 121 do gene da 3-globina. Esta mutação se
grega em associação com o haplotipo V (seg. Orkin). E uma mutação rara, mas ubíqua, tendo
sido detectada em baixa frequência, associada a diversos hapiotipos, em diferentes populações.
Foi encontrada em Portugal em três gerações desta única família. Propõe-se um mecanismo
explicativo da relação genótipo/fenótipo.

ARY

Molecular Basis of a Dominantly Inherited B-Thalassemia

In this study, we sought to clarity the molecular basis of a dominant inherited 3-thalassemia,
found in heterozygosity in a northern Portuguese family with thalassemia intermedia. We char
acterized: i) the c&globin gene cluster structure: ii) the ~3-globin gene cluster haplotype: and iii)
the J3-thalassemia mutation. The a-globin gene cluster was structurally normal. The G ‘-T trans
version at codon 121 of the ~3-globin gene was found in the affected individuais in association
with Orkin’s haplotype V. This is an uncommon, though ubiquitous. mutation. Which has also
been found, in association with different haplotypes. in several distant populations. It has oniy
been observed in this three-generation family, in the Portuguese population. We suggest a me
chanism to expiam the genotype/phenotype correlation.

A 3-talassémia é uma doença genética, em geral com 3-talassémico, apesar da grande heterogeneidade mole

uma hereditaridade autossómica recessiva, caracterizada cuiar que lhe subjaz’, é. salvo raras excepções, clinica

por uma síntese deficiente (3+talassémia) ou nula (30~ mente assintomático, com um perfil hematológico

talassémia) das cadeias de 13-globina constituintes da caracterizado por uma discreta anemia microcítica

hemoglobina (Hb), o que resulta num fenótipo clínico de (VGM<80fl) e hipocrómica (HGM<27pg) conjunta-

anemia hemolítica mais ou menos grave. A dependência mente com um aumento do nível da Hb A2 (>3,5%). O

da terapêutica transfusional permite categorizar a 3- nível de Hb fetal (Hb F) encontra-se, também, aumenta

talassémia em taiassémia major (dependente de trans- do (1-5%) em cerca de 50% dos casos2. Os portadores

fusão) e a taiassémia intermédia (em geral não depen- típicos do traço 3-talassémico estão geneticamente pro

dente de transfusão). O estado de heterozigotia ou traço tegidos contra a malária, o que explica a sua elevada
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prevalência em regiões onde esta é ou foi endémica,
nomeadamente nos países da bacia do Mediterrâneo2.
Foram descritas algumas formas de talassérnia intermé
dia em indivíduos que herdaram uma única cópia de um
gene ~-globina mutado e um genótipo normal para a a
globina. Estes casos são clinicamente detectáveis, apre
sentando anemia moderada, aumento do nível de Hb A2
e Hb F, icterícia, esplenomegália, desequilíbrio de sín
tese das cadeias globínicas e presença, em alguns casos,
de corpos de inclusão nos precursores eritróides e nos
eritrócitos do sangue periférico após esplenectomia3. O
principal factor que determina este tipo de fenótipo
parece ser o tamanho do péptido resultante da tradução
do gene mutado da 13-globina, a sua possibilidade de se
ligar ao heme, de formar dímeros aí3 e tetramerizar
(a2~2) e, ainda, a estabilidade do tetrâmero nos precur
sores dos glóbulos vermelhos. A base molecular deste
tipo de talassémia é heterogénia mas, na maioria dos
casos, parece envolver mutações no terceiro exão do
gene da 13-globina que dão origem a variantes altamente
instáveis da cadeia i3-globina3. No entanto, já encontrá
mos na população Portuguesa uma família onde a 3-
talassémia intermédia resulta de um deficiente processa
mento (splicing) do RNA provocado por uma mutação
na sequência de consenso entre o exão 2 e o intrão 2 do
gene da 13-globina4.
É importante esclarecer a natureza da lesão molecular

que determina cada caso de talassémia intermédia, já que
o estabelecimento de uma relação genótipo/fenótipo
poderá contribuir para o aconselhamento genético e para
a definição da melhor estratégia terapêutica.

Neste estudo pretendeu-se determinar a base molecu
lar de uma talassémia de transmissão dominante, segre
gando em heterozigotia numa família do norte de
Portugal com talassémia intermédia e propõe-se um
mecanismo para explicar a relação fisiopatológica entre
genótipo e fenótipo.

MATERIAL E MÉTODOS
Este estudo foi efectuado em três gerações de uma

família onde se observava segregação de uma talassémia
intermédia. A proposita, indivíduo do sexo feminino de
30 anos de idade, apresentava desde a infância, valores
médios de Hb de 9,1 g/dl, (variações entre 8,4 e 10,0),
microcitose, hipocromia e presença de eritroblastos no
sangue periférico. Os índices hematimétricos (HGM e
VGM) foram calculados num contador automático de
células. A separação electroforética das hemoglobinas
foi efectuada em acetato de celulose a pH 8,4.
Apresentava elevação dos níveis de Hb A2 (6,4%), quan

tificada por cromatografia em DEAE-celulose, e de Hb F
(4,9%), quantificada pelo método de desnaturação alcali
na5. Observou-se esplenomegália (3 cm abaixo da linha
média costal) e hiperbilirrubinérnia com icterícia. Na
gravidez declarou-se urna anemia grave que obrigou a
transfusão. O metabolismo do ferro era normal, não se
observou deficiência de glucose-6-fosfato desidroge
nase, de piruvato quinase, nem presença de haptoglobi
nas e hemoglobinas instáveis. A mãe e o filho da proposi

ta apresentavam um fenótipo semelhante. A média dos
valores hematológicos dos três membros afectados da
família (Fig. 1) era a seguinte: Hb = 9,5 g/dl, MCV = 63
fl;MCH=2Opg;HbA2 = 4,5%,HbF=3,5%.

Fig. 1 — Árvore genealógica dafaniília e~~i estudo. A pmposita está i,,cli—
cada (0111 111110 seta

Pretendeu-se determinar a base molecular na origem
deste fenótipo de talassémia intermédia. O DNA genómi
co total foi extraído6 de uma amostra de sangue periféri
co da proposita e dos familiares representados na Fig. 1.

A análise familiar dos polimorfismos de tamanho de
fragmentos de restrição (RFLPs), no agrupamento géni
co da 3-globina foi efectuada por Southern blotting7.
Pesquisou-se, no DNA da proposita, as 4 mutações 13-
talassémicas mais frequentes na população portuguesa4:
codão 39 C ‘-T, IVS-I-l G ‘-A, IVS-I-l 10 G ‘-A e IVS-I
6 T ‘-C por dot-blot8, após amplificação enzimática ia
vitro do fragmento de DNA (PCR)9 contendo o gene da
3-globina. Foram pesquisadas, também, mais três
mutações f3-talassémicas frequentes nas populações
mediterrânicas: codão 6(-A), IVS-II-745 C —G e IVS-II
1 G «-A, por análise de restrição após amplificação enzi
mática do DNA. Perante os resultados negativos obtidos
na pesquisa das mutações 13-talassémicas mais comuns
nas populações mediterrânicas, efectuou-se a sequenci
ação directa, pelo método de Sanger, dos genes da 13-glo-
bina no DNA amplificado em cadeia dupla10.

O agrupamento génico da a-globina foi cartografado
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por Southern blotting, usando as enzimas de restrição
Bglll e BamHI e as sondas genómicas específicas para os
genes Ç e ~-globina. Tanto as sondas genómicas como as
sondas de oligonucleótidos sintéticos foram marcadas
radioactivamente com 32P’112.

RESULTADOS
Pretendeu-se com este estudo determinar a base mole

cular na origem deste fenótipo de talassémia intermédia.
A análise dos polimorfismos de tamanho de fragmentos
de restrição (RFLPs) no agrupamento génico da ~3-g1obi-
na, determinados nos diferentes membros da família
(Fig. 1) revelou haver uma transmissão da lesão molecu
lar associada ao haplotipo V segundo Orkin13. Não foi
detectada na proposita nenhuma das mutações f3-
talassémicas mais frequentes nas populações mediter
rânicas. A sequenciação directa do fragmento de DNA da
pmposita correspondente aos genes da 13-globina permi
tiu detectar urna mutação pontual G ~-T no codão 121(3°
exão) de um dos genes da 13-globina, transformando um
codão codificante para áci~io glutâmico num codão de
terminação (GAA ~TAA) (Fig. 2). Esta mutação anula

anti-Serise

CODÃO 121 ( G—T)

NORMAL MUTADO

Fig. 3a - Esquema do gene da ~3—globina mostrando a Iragmento do
gene amplificado enzimaticaniente in i’itro usando 05 miciado,-es L3’
e R3 J3 e. ainda. as fragmentas obtidas pela digestão deste fiaginento
caiu a endonuclea.se EcoRi na presença e na ausência tia inalação.

O agrupamento génico da ~.-globina encontra-se estrutu
ralmente normal em todos os membros da família repre
sentados na Fig. 1.
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Fig. 2 — Autorradiografla de parte da sequenciação directa (cadeia
anti—sense) da DNA amplificado em cadeia dupla, das genes da ~3—glo—
bina da proposita, que peisnitiu a identificação da inatação ~3-
talassémica G—~T no cordão 121. A seta indica a posição do lautoção.

um sítio de restrição da endonuclease EcoRI o que per
mitiu confirmar a existência da mutação no DNA da mãe
e filho da proposita, por digestão com a referida endonu
clease de restrição, após amplificação enzimática ia vitro

de um fragmento de DNA contendo o terceiro exão do
gene da 13-globina (Fig 3a). A separação electroforética,
em gel de agarose, dos fragmentos de DNA anterior
mente obtidos permitiu observar, nos elementos afecta
dos da família, a presença de um fragmento diagnóstico
de 486 pb para além dos normais 271 e 215 pb (Fig. 3b).

Fig. 3b — Separação electroforética. eia gel de 4% de agarose caiado
cai,, brometo de etídeo, dos pirdutos resultantes da digestão com a
endonuclease de restrição EcoRi. defrag,nentos de DNA a,npl~ficados

enCima(iccunente (486 pares de bases, pb) tios diferentes memnbros da
família. Canais: / -fragmento não digerido, 2 - controlo normal, 3 - 1:
1,4-!: 2,5-11:1.6-11:2, 7-li!: 1, 8-inarcadordepesomolecu-
lar: plasniídeo pBR322 digerido co,,? as endonucleases de restrição
BglI e Hinfl.

DISCUSSÃO
A mutação CDI 21 G-’-T no gene da ~3-globina, respon

sável por um fenótipo de 3-talassémia do tipo domi
nante, é rara e ubiquitária, tendo sido encontrada, até
agora, num número reduzido de famílias, em associação
com diferentes haplotipos, em diversas populações:
polaca, suíça-francesa, japonesa e britânica1. Em
Portugal foi apenas detectada, segregando em heterozi
gotia, nesta família4. Ao contrário da 3-talassémia típica,
a qual é prevalente em regiões onde a malária é, ou foi,
endémica, as 3-talassémias do tipo dominante são raras,
ocorrendo em diversas regiões geográficas incluindo o
norte e o leste da Europa, o Japão e a Coreia. Em todas
estas regiões a frequência génica para 3-talassémia é
muito baixa3. Postula-se que a baixa frequência das

(,tine da p-globina

EcoRi
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mutações í3-talassémicas dominantes em populações
onde coexistiu com a malária é devida à falta de um fac
tor de selecção positiva, ao contrário das formas recessi
vas que aí alcançaram elevadas frequências génicas.

A grande maioria das mutações 3-talassémicas que dão
origem a um codão de terminação, ou a uma
adição/delecção com desfasamento da grelha de leitura e
uma paragem da tradução a montante do codão 72
traduzem-se por uma 8-talassémia clássica, de transmissão
recessiva, onde a forma heterozigótica é praticamente
assintomática, não sendo detectável a cadeia da f3-globina
anómala. Pelo contrário, se a alteração genética ocorreu a
jusante daquele codão, por exemplo no terceiro exão,
resulta na síntese de uma cadeia de ~3-globina truncada. No
caso aqui apresentado, a cadeia truncada da 3-globina
resultante da tradução do gene portador da mutação de ter
minação G ~-T no codão 121 terá 120 resíduos de aminoá
cidos, ao invés dos normais 146. No entanto, a proteína
resultante mantém a capacidade de ligar o heme visto con
ter os principais resíduos de aminoácidos envolvidos no
contacto com este (Ris 63, Val 67, Ris 92, Asn 102, Phe
103)14. As cadeias truncadas contendo o heme possuem
uma estrutura secundária que lhes confere uma certa
resistência à degradação proteolítica. Faltam-lhes, no
entanto, os últimos 26 resíduos de aminoácidos da cadeia
da 3-globina (hélice H). A perda da hélice H desprotege
a face hidrófoba da hélice G e partes hidrófobas das
hélices E e F, habitualmente protegidas do contacto com o
meio aquoso. Ficam, assim, susceptíveis a agregação e/ou
precipitação sem que possam formar o normal tetrâmero e
sem que possam ser totalmente eliminadas pela proteólise
intracelular por saturação da respectiva maquinaria bio
química. Estas variantes, altamente instáveis, podem for
mar agregados e precipitar intracelularmente com o con
comitante excesso de cadeias x-globina livres. Estas
inclusões são responsáveis por uma certa destruição
intramedular dos precursores eritróides e consequente
mente pelo marcado grau de deseritropoiese observado em
doentes portadores desta mutação. Estão, também, na
origem de um processo hemolítico devido à destruição dos
glóbulos vermelhos maduros circulantes que contêm estas

inclusões e no desencadear de um processo fisiopatológi
co característico da talassémia intermédia. A confirmação
da ocorrência iii vivo deste mecanismo de patogénese
abrirá caminho à concepção de intervenções terapêuticas
mais adequadas.
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