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RESUMO

Os autores ilustram a aplicação das metodologias do DNA recombinante (em particular o Southern
blouing)ao diagnósticogenotípico dahønoglobinopatiadeLepore&sw~ A utilização das endonucleases
de restrição PstleXbal e de uma sondamolecular específica do gene da~globina permite pôr em evidência
a delecção de aproximadamente lkb típica do gene ã(i~. É discutido o impaao deste tipo de métodos
no diagnóstico pré-natal das hemoglobinopatias major.

SUMMARY

Diagnosla of Lepore haemogloblnopathy through DNA testlng

INTRODUÇÃO
A hemoglobinopatia de Lepore, no estado homozigótico ou

em associação com o traço 8 talassémico ou drepanocítico (Hb
S), manifesta-se, respectivamente, por um quadro clínico de
talassémia major ou talassodrepanocitose. O estado hetero
zigótico 6 assintoniático (talassémia minor)1. O estudo epide
miológico das hemoglobinopatias na população portuguesa
revelou a existência de portadores de Hb Lepore nos distritos de
Vila Real, Porto, Viseu (0,12%), Coimbra, Santarém (0,50%),
Lisboa e Faro (M C Martins, comunicação pessoal).

O gene globínico anómalo, que controla a síntese da cadeia
não-a da Hb Lepore, resulta da fusão dos genes 6 e i3 globina
em consequência de um crossover desigual entre os dois cro
mossomas 11 homólogos de que resulta urna delecção de
aproximadamente 7 quilobases (kb) (pararevisão consultar a ref
2): no caso da Hb Lepore mais comum (Hb Lepore Boston) o
ponto de quebra situa-se numa região de homologia entre os
genes 8 e na vizinhança da junção entre o exão 2 e o intrão
2~. Assim, o gene recombinante 8~~’ contém o promotor,
os exões 1 e 2 e o intrão 1 do gene 8, enquanto o intrão 2,o exão
3 e a região de flanco a juzante provêm do gene í3 (Fig 1).
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Fig. 1 - Análise do DNA com endonucleases de restrição e Southern
b1o~ting. Mapa de restrição da região dos genes êe ~ globina para as en
donucleases Pstl (P) e XbaI (X) nas configurações normal (~) e Lepore
(6~). Os comprimentos dos fragmentos de restrição estão expressos em
quilobases (kb). O rectângulo a negro indica a posição da sonda molecu
lar utilizada neste estudo: um fragmento de DNA com 1 ,2kb com ex
tremidades EcoRI (5’) e PstI (3’).
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A demonstração da presença da Hb Lepore nos eritrocitos
periféricos faz-se por rotina através da separação
electmforética das hemoglobinas sobre acetato de celulose a pH
alcalino. No entanto, este método carece de especificidade pois
foram descritas várias outras hemoglobinas anormais que, à luz
dos critérios de Schneider& Barwick4, migram «como Lepore»:
Alabama, D-Ibadan, D-Iran, D-Korle Bu, D-Los Angeles, G
Accra, G-Galveston, G-Philadelphia, G-Saskaton Cousha,
Hasharon, Mobile, Okaloosa, Russ, S, Vancouver, etc. E~ certo
que a observação dos índices hematimétricos e da abundância
relativa da hemoglobina variante permitirá excluir muitas
daquelas hemoglobinas como sendo Hb Lepore (isto é, a fusão
dos genes 6 e ~ globina) urna vez que esta está associada a uma
discreta hipocromia e microcitose e se encontra numa proporção
situada tipicamente entre 7 e 13%. No entanto, o conhecimento
do defeito molecular que está na base da produção da Hb Lepore
permite conceber um método de confirmação do diagnóstico por
análise directa do DNA3.

Neste estudo, que visava ilustrar as aplicações da tecnologia
do DNA recombinante ao diagnóstico de doenças genéticas, a
análise molecular permitiu confirmar o diagnóstico hema
tológico de portador de Hb Lepore numa mulher com litíase
vesicular e seus familiares.

MATERIAL E MÉTODOS
A. Indivíduos estudados: A necessidade deste estudo foi

sugerida aquando da avaliação pré-operatória para colecistecto
mia de uma mulher caucasiana com 40 anos que apresentava
Murphy vesicular positivo e, ao exame ecográfico, litíase
vesicular. As anomalias observadas nos índices hematimétri
cos e na morfologia eritrocitária motivaram a realização
da electroforese de hemoglobinas na paciente. Posteriormente

js uma investigação hematológica semelhante foi efectuada nos
progenitores, nos filhos e no marido (Fig 2).

B. Estudo hematológico: Hemograma (índices hematimé
tricos, obtidos num contador automático de células, e morfo
logia dos entrocitos). Contagem de reticulocitos. Doseamento
do ferm sérico e determinação da capacidade total de fixação do
ferro. Electroforese das hemoglobinas em acetato de celulose a
pH=8,4 seguida da avaliação densitométrica das fracções. Do
seamento da Hb A2 após separação por cromatografia em
coluna de DEAE-celulose. Prova de falciformação. Estudo da
resistência globular (imediata e após 24 horas).

We illustrate the application of recombinant DNA methods (namely Southem blouing) for the genotypic
diagnosis of haemoglobin Lepore Boston: lhe use of lhe restnctioa endonucleaaes PstI and XbaI along with
a JI globin gene specific probe make it possible to detect a deletion of approximately 7kb which typically
characterizes lhe 6(3~’’ gene. The impact of using such methods in lhe prenatal diagnosis of major haemo
globinopathies is discussed.
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Fig. 2 - Árvore genealógica da família com Hb Lepore que foi objecto
deste estudo. Os indivíduos examinados estão assinalados com um traço
(-). A paciente estã indicada com uma seta (-~).

C. Estudo molecular: O DNA genómico total foi isolado
dos linfócitos periféricos apartirde lOml de sangue colhido em
EDTA5, digerido com as endonucleases de restrição Pstl e XbaI
nas condições especificadas pelo fabricante, tendo os fragmen
tos resultantes sido analisados pelo método de Southern6 com
uma sonda molecular correspondente à região 3’ do gene da
6 globina, marcada com 32P por extensão múltipla com inicia
dor ~.

RESULTADOS

Na sequência de uma avaliação pré-operatória para
colecistectomia, foi detectada na paciente uma hemoglobina
anormal migrando «como Lepore» no estado heterozigótico.
Este achado motivou a realização de um estudo familiar com
vista a elucidar o estado de portador da hemoglobinopatia de
Lepore no marido, nos progenitores e nos filhos. Os resultados
dos estudos hematológicos estão surnarizados no Quadro 1.

XbaI 3’13
Fig. 3- Visualização da delecção de aproximadamente 7kb associada ao
gene híbrido 6~°”~ através da digestão com XbaI e hibridação com a
sonda definida acima: heterozigoto para Hb Lepore — controlo positivo
(canal 1), 112 (canal 2), 1112 (canal 3) e homozigoto normal — controlo
negativo (canal 4).

QUADRO 1-Resultados do estudo hematológico com vista à detecção de portadores de Hb Lepore ou outra hemogloblnopath

Indivíduo GV Hb Retics VGM HGM Hb Lepore Hb A2 RG

11 4.6 13,0 4 85 29 - N N

12 6,0 14,8 5 72 25 16 N N

III 4,7 14,0 n.d. 94 30 n.d. n.d. n.d.

112 6,1 11,7 n.d. 60 19 12 N N

1111 5,9 12,9 n.d. 68 22 10 N N

1112 5,6 11,3 13 64 21 12 2’ N

GV=glóbulosvennelhos (1012/I), Retics=reticulocitos (‘/oo), VGM=volume globularmédio (fl),HGM=hemoglobina globular média (pg), RG=resist€ncia
globular, N=nomsal, n.d.=não determinado, c=quantificado após separação por cromatografia em coluna de DEAE-celulose. A abundância relativa das
fracções da hemoglobina estã expressa em percentagem.

Típicos portadores de Hb Lepore, os indivíduos 12,112,1111 effl2
‘apresentam uma discreta anemia microcítica e hipocrómica com
valores normais de Hb A2 e sem alteração da resistência
globular. O exame do esfregaço de sangue periférico revelou
acentuada anisocitose, anisocromia, esquizocitose e poiquiloci
tose. A contribuição dahemoglobina Lepore para ahemoglobina
total varia entre 10 e 16%. Na Fig lo mapa de restrição (para as
enzimas PstI e XbaJ) da região dos genes da 6 e da ~i globina
num cromossoma normal é confrontado com o da mesma

região num cromossoma 8j3 Lepore Boston. E’, pois, de esperar
que, para além dos fragmentos de 4,5kb (PstI) e 1 lkb (XbaJ)
correspondentes à configuração normal, os portadores de Hb
Lepore apresentem fragmentos adicionais de 2,5kb e 3,5kb,
respectivamente. De facto, foi observado esse padrão de
fragmentos de restrição típico da heterozigotia para Hb Lepore
na paciente (112) e num dos filhos (ffl2) (Fig 3).

A identidade da hemoglobina anormal observada nos in
divíduos 12 e ff1 foi inferida a partir dos achados nos dois
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familiares analisados a nível molecular. Com efeito, tendo sido
demonstrado o caracter familiar da delecção de 7kb, é possível
afirmar, sem ambiguidade, que, nos restantes elementos da
família portadores de uma hemoglobina de mobilidade anormal,
aquela delecção também está presente, dando origem à produção
de Hb Lepore.

DISCUSSÃO

Os resultados obtidos neste estudo ilustram a forma como,
após a introdução das metodologias do DNA recombinante na
medicina~ se pode fazer o diagnóstico genotípico de
uma doença genética (ou, neste caso, do seu estado de portador).
De facto san crescente ns~unero de patologias são já hoje abordáveis
de uma perspectiva «molecular»10. Em termos de unia prevenção
das doenças monogénicas baseada na detecção de portadores,
no aconselhamento genético e no diagnóstico pré-natal, ela é
já correntemente proposta no nosso País aos casais em risco
de hemoglobinopatia, hemofilia, fibrose quística ou distrofia
muscular de Duchenne° ‘~. A este respeito está a ser
particularmaite bem sscedido o programa da Organização Mundial
da Saúde para a prevenção das hemoglobinopatias (entre as
quais a relativamente pouco frequente hemoglobinopatia de
Lepore) na região mediterrânica15.
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