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RESUMOQ

Neste estudo procurou-se esclarecer a base molecular de uma [-talassémia de transmissio
dominante, segregando em heterozigotia, numa familia do norte de Portugal com talassémia
intermédia. Caracterizou-se: i) a estrutura do agrupamento génico da o-globina; ii) o haplotipo
de restrigdo do agrupamento génico da B-globina; e iii) a natureza da mutagio [3-talassémica. O
agrupamento génico da o-globina encontrava-se estruturalmente normal. Detectou-se, nos indi-
viduos afectados, uma transversdo G>T no coddo 121 do gene da B-globina. Esta mutagio se-
grega em associacio com o haplotipo V (seg. Orkin). E uma mutacdo rara, mas ubiqua, tendo
sido detectada em baixa frequéncia, associada a diversos haplotipos, em diferentes populagdes.
Foi encontrada em Portugal em trés geragdes desta linica familia. Propde-se um mecanismo
explicativo da relagdo gendtipo/fenétipo.

R SO MM AT REV A e
Molecular Basis of a Dominantly Inherited B-Thalassemia

In this study, we sought to clarity the molecular basis of a dominant inherited B-thalassemia,
found in heterozygosity in a northern Portuguese family with thalassemia intermedia. We char-
acterized: 1) the o-globin gene cluster structure: ii) the B-globin gene cluster haplotype: and iii)
the B-thalassemia mutation. The o-globin gene cluster was structurally normal. The G~T trans-
version at codon 121 of the B-globin gene was found in the affected individuals 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 only
been observed in this three-generation family, in the Portuguese population. We suggest a me
chanism to explain the genotype/phenotype correlation.

A B-talassémia é uma doenga genética, em geral com
uma hereditaridade autossémica recessiva, caracterizada
por uma sintese deficiente (B*-talassémia) ou nula (B0-
talassémia) das cadeias de B-globina constituintes da
hemoglobina (Hb), o que resulta num fenétipo clinico de
anemia hemolitica mais ou menos grave. A dependéncia
da terapéutica transfusional permite categorizar a [-
talassémia em talassémia major (dependente de trans-
fusdo) e a talassémia intermédia (em geral ndo depen-
dente de transfusdo). O estado de heterozigotia ou trago
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B-talassémico, apesar da grande heterogeneidade mole-
cular que lhe subjaz!, é. salvo raras excepgdes, clinica-
mente assintomdtico, com um perfil hematolégico
caracterizado por uma discreta anemia microcitica
(VGM<80fl) e hipocrémica (HGM<27pg) conjunta-
mente com um aumento do nivel da Hb Ay (>3.,5%). O
nivel de Hb fetal (Hb F) encontra-se, também, aumenta-
do (1-5%) em cerca de 50% dos casos2. Os portadores
tipicos do trago B-talassémico estdo geneticamente pro-
tegidos contra a maldria. o que explica a sua elevada



PALULA FAUSTINO et al

prevaléncia em regides onde esta € ou foi endémica,
nomeadamente nos paises da bacia do Mediterraneo?.
Foram descritas algumas formas de talassémia intermé-
dia em individuos que herdaram uma tnica cépia de um
gene B-globina mutado e um gendtipo normal para a o
globina. Estes casos sdo clinicamente detectéveis, apre-
sentando anemia moderada, aumento do nivel de Hb A,
e Hb F ictericia, esplenomegilia, desequilibrio de sin-
tese das cadeias globinicas e presenga, em alguns casos,
de corpos de inclusdo nos precursores eritrdides e nos
eritrécitos do sangue periférico apds esplenectomia’. O
principal factor que determina este tipo de fenétipo
parece ser o tamanho do péptido resultante da tradugdo
do gene mutado da B-globina, a sua possibilidade de se
ligar ao heme, de formar dimeros o8 e tetramerizar
(09B9) e, ainda, a estabilidade do tetrdmero nos precur-
sores dos glébulos vermelhos. A base molecular deste
tipo de talassémia é heterogénia mas, na maioria dos
casos, parece envolver mutacdes no terceiro exdo do
gene da B-globina que ddo origem a variantes altamente
instdveis da cadeia B-globina3. No entanto, jé encontrd-
mos na populagdo Portuguesa uma familia onde a B-
talassémia intermédia resulta de um deficiente processa-
mento (splicing) do RNA provocado por uma mutagio
na sequéncia de consenso entre 0 exdo 2 e o intrdo 2 do
gene da B-globina®.

E importante esclarecer a natureza da lesdo molecular
que determina cada caso de talassémia intermédia, jd que
o estabelecimento de uma relagio genétipo/fendtipo
poderd contribuir para o aconselhamento genético e para
a defini¢do da melhor estratégia terapéutica.

Neste estudo pretendeu-se determinar a base molecu-
lar de uma talassémia de transmissdo dominante, segre-
gando em heterozigotia numa familia do norte de
Portugal com talassémia intermédia e prople-se um
mecanismo para explicar a relagfio fisiopatoldgica entre
gendtipo e fendtipo.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi efectuado em trés geracdes de uma
familia onde se observava segregagio de uma talassémia
intermédia. A proposita, individuo do sexo feminino de
30 anos de idade, apresentava desde a infancia, valores
médios de Hb de 9,1 g/dl, (variagdes entre 8,4 e 10,0),
microcitose, hipocromia e presenca de eritroblastos no
sangue periférico. Os indices hematimétricos (HGM e
VGM) foram calculados num contador automdtico de
células. A separagdo electroforética das hemoglobinas
foi efectuada em acetato de celulose a pH 8,4.
Apresentava elevagdo dos niveis de Hb Aj (6,4%), quan-
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tificada por cromatografia em DEAE-celulose, e de Hb F
(4,9%), quantificada pelo método de desnaturagdo alcali-
naS. Observou-se esplenomegilia (3 cm abaixo da linha
média costal) e hiperbilirrubinémia com ictericia. Na
gravidez declarou-se uma anemia grave que obrigou a
transfusiio. O metabolismo do ferro era normal, nfo se
observou deficiéncia de glucose-6-fosfato desidroge-
nase, de piruvato quinase, nem presenga de haptoglobi-
nas e hemoglobinas instdveis. A mée e o filho da proposi-
ta apresentavam um fendtipo semelhante. A média dos
valores hematolégicos dos trés membros afectados da
familia (Fig. /) era a seguinte: Hb = 9,5 g/dl, MCV = 63
fl; MCH =20 pg; Hb Ay = 4.5 %, Hb F =35 %.
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Fig.1 - Arvore genealdgica da familia em estudo. A proposita estd indi-
cada com uma seta

Pretendeu-se determinar a base molecular na origem
deste fen6tipo de talassémia intermédia. O DNA gen6mi-
co total foi extraido® de uma amostra de sangue periféri-
co da proposita e dos familiares representados na Fig. /.
A andlise familiar dos polimorfismos de tamanho de
fragmentos de restri¢do (RFLPs), no agrupamento géni-
co da B-globina foi efectuada por Southern blotting?.
Pesquisou-se, no DNA da proposita, as 4 mutagdes B-
talassémicas mais frequentes na populagio portuguesa®:
coddo 39 C»~T, IVS-I-1 G>A, IVS-1-110 G~A e IVS-I-
6 T~C por dot-blor3, apés amplificagdo enzimdtica in
vitro do fragmento de DNA (PCR)? contendo o gene da
B-globina. Foram pesquisadas, também, mais trés
mutacdes [P-talassémicas frequentes nas populagdes
mediterrinicas: coddo 6(-A), IVS-II-745 C>~G e IVS-II-
1 G>A, por andlise de restricdo apés amplificagdo enzi-
madtica do DNA. Perante os resultados negativos obtidos
na pesquisa das mutagdes B-talassémicas mais comuns
nas populages mediterrdnicas, efectuou-se a sequenci-
acdo directa, pelo método de Sanger, dos genes da B-glo-
bina no DNA amplificado em cadeia dupla!®.

O agrupamento génico da o-globina foi cartografado



BASE MOLECULAR DI UMA R-TALASSEMIA DI TRANSMISSAO DOMINANTIE

por Southern blotting, usando as enzimas de restri¢io
Bglll e BamHI e as sondas genémicas especificas para os
genes { e a-globina. Tanto as sondas genémicas como as
sondas de oligonucledtidos sintéticos foram marcadas
radioactivamente com 32p!1.12,

RESULTADOS

Pretendeu-se com este estudo determinar a base mole-
cular na origem deste fendtipo de talassémia intermédia.
A andlise dos polimorfismos de tamanho de fragmentos
de restri¢do (RFLPs) no agrupamento génico da B-globi-
na, determinados nos diferentes membros da familia
(Fig. 1) revelou haver uma transmissdo da lesdo molecu-
lar associada ao haplotipo V segundo Orkin!3. Nio foi
detectada na proposita nenhuma das mutagdes f-
talassémicas mais frequentes nas populagbes mediter-
rinicas. A sequenciagfo directa do fragmento de DNA da
proposita correspondente aos genes da B-globina permi-
tiu detectar uma mutagio pontual G~T no coddo 121 (3°
exdo) de um dos genes da B-globina, transformando um
coddo codificante para 4cido glutimico num coddo de
terminagido (GAA ~TAA) (Fig. 2). Esta mutaciio anula
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Fig. 2 - Autorradiografia de parte da sequenciagio directa (cadeia
anti-sense) do DNA amplificado em cadeia dupla, dos genes da B-glo-
bina da proposita, que permitiv a identificacdo da muta¢io P-
talassémica G>T no corddo 121. A seta indica a posi¢io da mutagdo.

um sitio de restri¢do da endonuclease EcoRI o que per-
mitiu confirmar a existéncia da mutagdo no DNA da mie
e filho da proposita, por digestdo com a referida endonu-
clease de restri¢do, apds amplificagdo enzimadtica in vitro
de um fragmento de DNA contendo o terceiro exdo do
gene da B-globina (Fig 3a). A separagdo electroforética,
em gel de agarose, dos fragmentos de DNA anterior-
mente obtidos permitiu observar, nos elementos afecta-
dos da familia, a presenca de um fragmento diagnédstico
de 486 pb para além dos normais 271 e 215 pb (Fig. 3b).
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Gene da B-globina
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Fig. 3a - Esquema do gene da B-globina mostrando o fragmento do
gene amplificado enzimaticamente in vitro usando os iniciadores L3'p
e R3" B e. ainda. os fragmentos obtidos pela digestdo deste fragmento
com a endonuclease EcoRIl na presenga ¢ na auséncia da mutagao.

O agrupamento génico da a-globina encontra-se estrutu-
ralmente normal em todos os membros da familia repre-

sentados na Fig. /.
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| 271
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Fig. 3b - Separagdo electroforética, em gel de 4% de agarose corado
com brometo de etideo, dos produtos resultantes da digestao com a

endonuclease de restricio EcoRI, de fragmentos de DNA amplificados
enzimaticamente (486 pares de bases, pb) dos diferentes membros du

Sfamilia. Canais: I - fragmento ndo digerido, 2 - controlo normal, 3 - I:

Ld-1:25-1:16-1:27-1: 1,8 - marcador de peso molecu-
lar: plasmideo pBR322 digerido com as endonucleases de restri¢do
Bgl! ¢ Hinfl.
DISCUSSAO

A mutagdo CD121 G~T no gene da B-globina, respon-
sdvel por um fendtipo de B-talassémia do tipo domi-
nante, € rara e ubiquitdria, tendo sido encontrada, até
agora, num nimero reduzido de familias, em associagdo
com diferentes haplotipos, em diversas populacdes:
polaca, sui¢a-francesa, japonesa e britdnical. Em
Portugal foi apenas detectada, segregando em heterozi-
gotia, nesta familia%. Ao contrario da B-talassémia tipica,
a qual € prevalente em regides onde a malaria €, ou foi,
endémica, as -talassémias do tipo dominante sio raras,
ocorrendo em diversas regides geogréficas incluindo o
norte € o leste da Europa, o Japao e a Coreia. Em todas
estas regides a frequéncia génica para P-talassémia é
muito baixa3. Postula-se que a baixa frequéncia das
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mutagdes [-talassémicas dominantes em populagdes
onde coexistiu com a maldria é devida a falta de um fac-
tor de selec¢do positiva, ao contririo das formas recessi-
vas que af alcangaram elevadas frequéncias génicas.

A grande maioria das muta¢Ses B-talassémicas que ddo
origem a um coddo de terminacdo, ou a uma
adi¢do/delec¢do com desfasamento da grelha de leitura e
uma paragem da traducio a montante do coddo 72
traduzem-se por uma B-talassémia cldssica, de transmissio
recessiva, onde a forma heterozigdtica € praticamente
assintomdtica, ndo sendo detectdvel a cadeia da B-globina
anémala. Pelo contrdrio, se a alteragiio genética ocorreu a
jusante daquele coddo, por exemplo no terceiro exdo,
resulta na sintese de uma cadeia de B-globina truncada. No
caso aqui apresentado, a cadeia truncada da B-globina
resultante da tradugfo do gene portador da mutagio de ter-
minacio G~T no coddo 121 terd 120 residuos de aminod-
cidos, ao invés dos normais 146. No entanto, a proteina
resultante mantém a capacidade de ligar o heme visto con-
ter os principais residuos de aminodcidos envolvidos no
contacto com este (His 63, Val 67, His 92, Asn 102, Phe
103)14. As cadeias truncadas contendo o heme possuem
uma estrutura secunddria que lhes confere uma certa
resisténcia & degradagdo proteolitica. Faltam-lhes, no
entanto, os Ultimos 26 residuos de aminoécidos da cadeia
da B-globina (hélice H). A perda da hélice H desprotege
a face hidréfoba da hélice G e partes hidréfobas das
hélices E e F, habitualmente protegidas do contacto com o
meio aquoso. Ficam, assim, susceptiveis a agregacéo e/ou
precipitagdo sem que possam formar o normal tetrdmero e
sem que possam ser totalmente eliminadas pela protedlise
intracelular por satura¢@o da respectiva magquinaria bio-
quimica. Estas variantes, altamente instdveis, podem for-
mar agregados e precipitar intracelularmente com o con-
comitante excesso de cadeias o-globina livres. Estas
inclusbes sdo responsdveis por uma certa destrui¢do
intramedular dos precursores eritréides e consequente-
mente pelo marcado grau de deseritropoiese observado em
doentes portadores desta mutagfio. Estdo, também, na
origem de um processo hemolitico devido a destrui¢do dos
glébulos vermelhos maduros circulantes que contém estas
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inclusées e no desencadear de um processo fisiopatoldgi-
co caracteristico da talassémia intermédia. A confirmagdo
da ocorréncia in vivo deste mecanismo de patogénese
abrird caminho 2 concepgio de intervengdes terapéuticas
mais adequadas.
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