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- RESUMO

Os autores ilustram a aplicagio das metodologias do DNA recombinante (em particular o Southern
blotting) ao diagnéstico genotipico da hemoglobinopatia de Lepore Boston. A wtilizagio das endonucleases
de restrigio Pstl e Xbal ¢ de uma sondamolecular especifica do gene daPglobina permite pér em evidéncia
a delecgio de aproximadamente 7kb tipica do gene 53™=. K discutido o impacto deste tipo de métodos
no diagnéstico pré-natal das hemoglobinopatias major.

SUMMARY
Diagnosis of Lepore haemoglobinopathy through DNA testing

We illustrate the application of recombinant DNA methods (namely Southem blotting) for the genotypic
diagnosis of haemoglobin Lepore Boston: the use of the restriction endonucleases Pstl and Xbal along with
a B globin gene specific probe make it possible to detect a deletion of approximately 7kb which typically
characterizes the 335 gene. The impact of using such methods in the prenatal diagnosis of major haemo-
globinopathies is discussed.

INTRODUCAO

A hemoglobinopatia de Lepore, no estado homozigético ou
em associagdo com o trago B talassémico ou drepanocitico (Hb
S), manifesta-se, respectivamente, por um quadro clinico de
talassémia major ou talassodrepanocitose. O estado hetero-
zigético € assintomético (talassémia minor)!. O estudo epide-
miolégico das hemoglobinopatias na populagdo portuguesa
revelou aexisténcia de portadores de Hb Lepore nos distritos de
Vila Real, Porto, Viseu (0,12%), Coimbra, Santarém (0,50%),
Lisboa e Faro (M C Martins, comunicagdo pessoal).

O gene globinico anémalo, que controla a sintese da cadeia
nio-acda Hb Lepore, resulta da fusdo dos genes 8 ¢ B globina
em consequéncia de um crossover desigual entre os dois cro-
mossomas 11 homélogos de que resulta uma delecgdo de
aproximadamente 7 quilobases (kb) (pararevisioconsultar aref
2):no casoda Hb Lepore mais comum (Hb Lepore Boston) o
ponto de quebra situa-se numa regiio de homologia entre os
genes d e Bna vizinhanga da jungéo entre o exio 2 e o intrio
2%, Assim, o gene recombinante 587 contém o promotor,
osexdes 1 e 2 e ointrdo 1do gene 8, enquanto o intrdo 2, o exdo
3 e aregido de flanco a juzante provém do gene B (Fig 1).
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Fig.1- Anilise do DNA com endonucleases de restrigio e Sowuthern
blotting. Mapa de restrigao da regiao dos genes 8¢ P globina para as en-
donucleases Pstl (P) e Xbal (X) nas configuragbes normal (B)e Lepore
(8B). Os comprimentos dos fragmentos de restrigio estdo expressos em
quilobases (kb). O rectingulo a negro indica a posi¢ao da sonda molecu-
lar utilizada neste estudo: um fragmento de DNA com 1,2kb com ex-
tremidades EcoRI (57) e Pstl (3).
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A demonstragdo da presenga da Hb Lepore nos eritrocitos
periféricos faz-se por rotina através da separagdo
electroforética das hemoglobinas sobre acetato de celulose a pH
alcalino. No entanto, este método carece de especificidade pois
foram descritas virias outras hemoglobinas anormais que, a luz
dos critérios de Schneider & Barwick?, 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 observagio dos indices hematimétricos e da abundancia
relativa da hemoglobina variante permitird excluir muitas
daquelas hemoglobinas como sendo Hb Lepore (isto €, a fusdo
dos genes & ¢ B globina) uma vez que esta est4 associada a uma
discreta hipocromia e microcitose e se encontra numa proporgio
situada tipicamente entre 7 € 13%. No entanto, o conhecimento
do defeito molecular que estd na base da produgio da Hb Lepore
permite conceber um método de confirmagio do diagnéstico por
andlise directa do DNA3,

Neste estudo, que visava ilustrar as aplicagGes da tecnologia
do DNA recombinante ao diagnéstico de doencas genéticas, a
anilise molecular permitiu confirmar o diagnéstico hema-
tolégico de portador de Hb Lepore numa mulher com litiase
vesicular e seus familiares.

MATERIAL E METODOS

A. Individuos estudados: A necessidade deste estudo foi
sugerida aquando da avaliagdo pré-operatéria para colecistecto-
mia de uma mulher caucasiana com 40 anos que apresentava
Murphy vesicular positivo e, a0 exame ecogréfico, litiase
vesicular. As anomalias observadas nos indices hematimétri-
cos € na morfologia eritrocitiria motivaram a realizagdo
da electroforese dehemoglobinas na paciente. Posteriormente
uma investigagio hematolégica semelhante foi efectuada nos
progenitores, nos filhos e no marido (Fig 2).

B. Estudo hematolégico: Hemograma (indices hematimé-
tricos, obtidos num contador automético de células, e morfo-
logia dos eritrocitos). Contagem de reticulocitos. Doseamento
do ferrosérico e determinagdo da capacidade total de fixacdo do
ferro. Electroforese das hemoglobinas em acetato de celulose a
pH=8,4 seguida da avaliagdo densitométrica das frac¢des. Do-
seamento da Hb A2 apés separacdo por cromatografia em
coluna de DEAE-celulose. Prova de falciformagdo. Estudo da
resisténcia globular (imediata e ap6s 24 horas).
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Fig.2 - Arvore genealégica da familia com Hb Lepore que foi objecto
deste estudo. Os individuos examinados estdo assinalados com um trago
(-). A paciente est4 indicada com uma seta ().

C. Estudo molecular: O DNA gendémico total foi isolado
dos linfécitos periféricos apartir de 10mlde sangue cothido em
EDTA?, digerido com as endonucleases de restrigio Pstl e Xbal
nas condigdes especificadas pelo fabricante, tendo os fragmen-
tos resultantes sido analisados pelo método de Southern® com
uma sonda molecular correspondente 2 regido 3' do gene da
B8 gl;)bina, marcada com 3?P por extens3o miiltipla com inicia-
dor’.

RESULTADOS

Na sequéncia de uma avaliagio pré-operatéria para
colecistectomia, foi detectada na paciente uma hemoglobina
anormal migrando «como Lepore» no estado heterozigético.
Este achado motivou a realizagdo de um estudo familiar com
vista a elucidar o estado de portador da hemoglobinopatia de
Lepore no marido, nos progenitores ¢ nos filhos. Os resultados
dos estudos hematolégicos estdo sumarizados no Quadro 1.
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Fig.3 - Visualizagdo da delecgao de aproximadamente Tkb associada ao
gene hibrido 88 através da digestio com Xbal e hibridagdo com a
sonda definida acima: heterozigoto para Hb Lepore — controlo positivo
(canal 1), II2 (canal 2), 1112 (canal 3) e homozigoto normal — controlo
negativo (canal 4).

QUADRO 1 — Resultados do estudo hematolégico com vista 3 deteccio de portadores de Hb Lepore ou outra hemogiobinopatia

Individuo GV Hb Retics VGM HGM Hb Lepore Hb A2 RG
It 46 13,0 4 85 29 -
12 6,0 148 5 72 25 16
11 47 14,0 nd. 94 30 nd. nd. n.d.
2 6,1 117 nd. 60 19 12
m 59 12,9 n.d. 68 22 10 N
12 5.6 113 13 64 21 12 2

GV=glébulos vermelhos (10'1), Retics=reticulocitos (*/o0), VGM=volume globularmédio (1), HGM=hemoglobina globular média (pg), RG=resisténcia
globular, N=normal, n.d.=no determinado, c=quantificado apds separagio por cromatografia em coluna de DEAE-celulose. A abundéncia relativa das

fracgGes da hemoglobina estd expressa em percentagem.

Tipicos portadoresde Hb Lepore, os individuos 12,112, 1111 e II12
-apresentam uma discreta anemiamicrocitica e hipocrémica com
valores normais de Hb A2 e sem alteragdo da resisténcia
globular. O exame do esfregago de sangue periférico revelou
acentuada anisocitose, anisocromia, esquizocitose e poiquiloci-
tose. A contribui¢io dahemoglobina Lepore paraahemoglobina
total varia entre 10 € 16%. Na Fig 1 o mapa de restrigdo (para as
enzimas Pstl ¢ Xbal) daregido dos genes da 3 e da B globina
num cromossoma normal € confrontado com o da mesma
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regi&o num cromossoma 8B Lepore Boston. E', pois, de esperar
que, para além dos fragmentos de 4,5kb (Pst) e 11kb (Xbal)
correspondentes & configurag@o normal, os portadores de Hb
Lepore apresentem fragmentos adicionais de 2,5kb ¢ 3,5kb,
respectivamente. De facto, foi observado esse padrio de
fragmentos de restri¢do tipico da heterozigotia para Hb Lepore
na paciente (112) e num dos filthos (II2) (Fig 3).

A identidade da hemoglobina anormal observada nos in-
dividuos I2 e III1 foi inferida a partir dos achados nos dois
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familiares analisados a nivel molecular. Com efeito, tendo sido
demonstrado o caracter familiar da delecgao de 7kb, € possivel
afirmar, sem ambiguidade, que, nos restantes elementos da
familia portadores de uma hemoglobina de mobilidade anormal,
aquela delecgdo também esté presente, dando origem 4 produgdo
de Hb Lepore.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo ilustram a forma como,
ap6s aintrodug@io das metodologias do DNA recombinante na
medicina humana®?, se pode fazer o diagnéstico genotipico de
umadoenga genética (ou, neste caso, do seu estado de portador).
De facto um crescente niimero de patologias s80 ji hoje abordaveis
de uma perspectiva «molecular»'®. Em termos de uma prevengio
das doengas monogénicas baseada na detecgdo de portadores,
no aconselhamento genético e no diagnéstico pré-natal, ela é
ja correntemente proposta no nosso Pais aos casais em risco
de hemoglobinopatia, hemofilia, fibrose quistica ou distrofia
muscular de Duchenne!!', A este respeito estd a ser
particularmente bem sucedido o programa da Organizacdo Mundial
da Saide para a prevengio das hemoglobinopatias (entre as
quais arelativamente pouco frequente hemoglobinopatia de
Lepore) na regido mediterranica's,
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