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RESUMO

A anemia falciforme é determinada pela homozigose da Hb S, que € o resultado de uma
Unica mutacdo no sexto cddon do gene da globina beta. Diversos polimorfismos foram
descritos no agrupamento de genes que codificam essa globina. Cinco haplétipos
principais, com diferentes origens geograficas foram descritos: Bantu, Benin, Senegal,
Camardes e Arabe-Indiano. As talassemias alfa s&o o resultado de mutagées de ponto ou
de dele¢bes no gene da globina alfa, resultando em alteracdes na producdo dessas
cadeias. O objetivo desse trabalho foi determinar a prevaléncia dos haplétipos e das
principais dele¢cbes que causam a talassemia alfa em 110 pacientes com anemia
falciforme do RS. A determinacdo dos haplotipos foi realizada por PCR-RFLP, pela
genotipagem de cinco sitios polimoérficos. As dele¢bes que determinam a talassemia alfa
foram identificadas através de PCR-multiplex. O haplotipo Bantu foi o mais freqliente
(67,3%), seguido por Benin (25%), Camardes (0,9%) e Senegal (0,5%). Além disso,
6,4% dos cromossomos nao apresentaram padrbes de clivagem conhecidos, sendo
considerados atipicos. Estes resultados séo similares aos descritos em outras populacdes
brasileiras. Apenas a delecdo -o’ foi observada, com uma freqiiéncia alélica de 0,14.
Esta freqiiéncia € semelhante a encontrada em afro-descendentes, indicando que ndo ha

um aumento desta caracteristica.



INTRODUCAO

A hemoglobina S (Hb S) é o resultado de uma mutagdo de ponto no sexto codon
do gene da globina B, que leva a troca do &cido glutdmico existente nessa posi¢do por
uma valina. A homozigose para essa mutagdo determina a anemia falciforme. A alta
freqliéncia dessa mutacdo deve-se, sobretudo, ao efeito protetor do alelo S a infeccdo
por malaria.

O primeiro trabalho a identificar polimorfismos genéticos em sitios de clivagem
de endonucleases de restricdo no gene da globina beta foi realizado por Kan e Dozy
(1978) no qual eles observaram a existéncia de um sitio polimorfico intimamente
relacionado com Hb S, na regido flanqueadora do gene da globina B. A partir desse
trabalho, estudos com populacbes africanas e asiaticas descobriram varios
polimorfismos de DNA que podem estar presentes ou ausentes nesse agrupamento de
genes. Esses polimorfismos apresentam determinados padrdes de organizagédo
denominados haplotipos e sdo transmitidos como um bloco de ligagéo.

Kan e Dozy (1978), estudando uma amostra de pacientes africanos com anemia
falciforme, observaram que a mutagdo que origina essa hemoglobina ocorreu mais de
uma vez, pois foi possivel observar dois padrbes distintos apos a clivagem com a
enzima de restricdo, que puderam ser relacionados com diferentes localizacbes
geogréficas. Trabalhos posteriores analisaram cromossomos de individuos provenientes
de diferentes regides africanas e concluiram que cada populacdo tinha uma alta
frequiéncia de um tipo especifico de haplétipo, levando ao surgimento de pelo menos
mais dois haplétipos diferentes daqueles observados por Kan e Dozy (1978). (Nagel
1984; Pagnier et al. 1984; Kulozick et al.1986;). Essas informacGes levaram a

conclusdo de que a mutacéo se originou no minimo quatro vezes na Africa. Também foi



possivel observar uma origem distinta na Asia, quando populacdes da Peninsula
Arébica e india foram estudadas e o hapl6tipo observado diferiu daqueles encontrados
na Africa.

Dessa forma, através da andlise dos polimorfismos desse agrupamento foi
demonstrada uma origem multicéntrica da mutacdo da Hb S, uma vez que se sabe que a
Unica regido nesse agrupamento onde ocorre recombinacdo € situada a 1kb 5°do gene P,
0 que impossibilitaria o surgimento de todos os haplétipos observados, ja que eles
diferem em pelo menos 3 sitios polimorficos (Pagnier et al. 1984).

Ha 5 haplétipos principais no gene p°, denominados de Bantu, Benin, Senegal,
CamarGes e Arabe-Indiano (Pagnier et al. 1984; Kulozik et al. 1986; Lapouméroulie et
al. 1992), que variam conforme a regido onde se originaram e o0s locais onde
predominam. Na Figura 1, podemos observar a distribuicdo desses haplotipos: Bantu
predomina na Africa Central (Gab&o, Republica Centro- Africana, Congo, Zaire e
Angola), Benin no ocidente centro-africano (Togo, Benin, Burkina Fasso e Nigeria),
Camardes se restringe ao grupo éetnico Eton no Camardes e Senegal prevalece no Litoral
Atlantico Africano (Senegal, Gambia, Guiné, Guine-Bissau, Serra Leoa e Libéria). O
hapldtipo Arabe-Indiano é o predominante na Asia (Romero et al. 1998).

Atualmente, a mutacdo que determina a Hb S € amplamente distribuida embora
ndo seja mais completamente relacionada com as areas de maléria, devido ao intenso
transito de individuos entre as regides, sobretudo o trafico de escravos que ocorreu da
Africa para as demais regides na época do descobrimento da América.

Outra hemoglobinopatia presente em populac6es africanas e afro-descendentes é
a talassemia alfa, a qual se caracteriza pela deficiéncia na sintese de cadeias alfa e
apresenta uma distribuicdo geografica bastante similar a da B talassemia. (Higgs and

Weatherall 2009). Os alelos mais comuns sdo -a*’ (que ocorre em todo 0 mundo, mas



possui freqiiéncias elevadas em populacdes africanas e mediterraneas) e -o*? e —>#

(que
sd0 comuns na Asia). Também se observa os alelos -a?*® e M2 em populagées do
Mediterraneo (Flint et al. 1993; Katamis et al. 1996) .

O Brasil é 0o maior pais na América do Sul, com uma extensdo territorial de
8.511.965 km? e cerca de 184 milhdes de habitantes. A populacéo brasileira é formada
por grupos de origem africana, européia e amerindia, com contribuicfes diferenciadas
de cada grupo dependendo da regido do pais. Entre os anos de 1701 e 1810, foi intenso
o tréafico de escravos provenientes de diversas partes da Africa para o Brasil. Pesquisas
mostram que cerca de 2,8 milhdes de africanos foram trazidos para o pais nesse periodo,
sendo que suas origens foram variadas, conforme pode ser visto na figura 1 (Cardoso e
Guerreiro 2006).

A freqiiéncia dos haplotipos B° e das talassemias alfa tem sido estudada em
diversas cidades brasileiras, objetivando esclarecer a origem de nossa populagdo, uma
vez que se sabe que essas mutacOes ndo estavam presentes nas populacfes nativas
(Zago et al. 1995). Nesse trabalho, n6s determinamos os haplotipos do agrupamento de

globina beta e a freqiiéncia de talassemia alfa em 110 pacientes com anemia falciforme

de Porto Alegre.

PACIENTES E METODOS

A amostra € composta de 110 pacientes com diagndstico de anemia falciforme,
encaminhados pelo Servico de Referéncia em Triagem Neonatal do Estado do Rio
Grande do Sul (RS) ou por médicos e servicos de salde para confirmacdo diagnostica
no Laboratorio de Hematologia da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do

Rio Grande do Sul.



O DNA foi extraido a partir de sangue periférico pelo método de salting out
(Lahiri e Nurmberg 1991). A presenca da mutacdo da Hb S foi confirmada pela técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguida por clivagem com a endonuclease
Ddel. Para determinacdo dos haplétipos, o DNA foi amplificado e clivado com enzimas
de restricdo (PCR-RFLP) nos seguintes sitios polimorficos: Hindlll-yG , Hindlll-yA,
Hincll-yp, Hincll, 3’yp, Hinfl- 5’ (Sutton et al. 1989). A identificacdo das delecdes

que determinam a talassemia alfa (-o®', -a*?, -0?%°, -5FA ¢ _MED

) foi através de uma
reacdo PCR-multiplex (Tan et al. 2001).

Os intervalos de confianca para as freqiiéncias observadas foram obtidos no
programa WINPEPI 9.7 (Abramson, 2004). Foi feito um dendograma (figura 2) no
programa POPTREE (Takezaki, 2001), utilizando a distancia Da (Nei et al, 1983) e 0
algoritmo de agrupamento UPGMA, objetivando visualizar de maneira mais clara os
padrdes de agrupamento das diferentes populacbes da América. Os haplotipos com
padrdes atipicos de clivagem foram retirados da amostra para a elaboracdo do
dendograma, uma vez que nao séo representativos de nenhuma das rotas de trafico para
essas regides. Para facilitar a visualizacdo dos dados, foi obtida uma média ponderada

das frequéncias haplotipicas das diversas populagdes brasileiras, assim como dos 2

trabalhos referentes a Venezuela.

RESULTADOS

Entre os 220 cromossomos analisados, foram identificados os quatro haplétipos
africanos e ndo se observou a presenca do hapldtipo Arabe-Indiano. Os resultados para
as frequéncias haplotipicas observadas encontram-se na Tabela 1. O haplotipo mais

frequente foi o Bantu com 67,3% (IC 95%: 60,9 - 73,2) seguido dos haplotipos Benin



com 25,0% (IC 95%: 19,6- 31,0), Camardes com 0,9% (IC 95%: 0,2- 3,0), Senegal com
0,5% (IC 95%: 0,0- 2,2) e o0s 6,4% restantes foram considerados atipicos. Quanto as
combinacdes de haplotipos encontradas, temos 47,3% Bantu/Bantu, 30% Bantu/Benin,
9,1% Bantu/Atipico, 8,2% Benin/Benin, 3,6% Benin/Atipico, 0,9% Bantu/Camarfes e
0,9% Senegal/Camardes, o que sugere uma origem africana para a mutacio p°no Brasil,
através do trafico de escravos que ocorreu durante o periodo em que 0 pais era uma
colbnia de Portugal.

Em relacdo ao dendograma obtido (figura 2), podemos observar que ocorreu
uma divisdo das populagdes em diferentes grupos, sendo esses grupos representativos
dos padrdes de distribuicdo haplotipica nessas populacdes. Conforme era esperado,
populacdes com predominancia do haplétipo Bantu tenderam a se agrupar, assim como
aquelas em que h& predominancia do hapldtipo Benin, conforme as freqiiéncias

expressas nas tabelas 1 e 2.

DISCUSSAO

Em concordancia com os resultados encontrados em outras cidades brasileiras, o
haplotipo mais freqliente foi o Bantu, seguido por Benin, Camardes e Senegal. Esse
achado esta de acordo com os registros historicos referentes ao trafico de escravos para
0 pais. Pode-se fazer uma relacdo entre o periodo econdmico em que o Brasil se
encontrava e os locais de origem e desembarque dos africanos que vieram para o pais
(Figura 1). A primeira rota de trafico a ser estabelecida, ainda na fase das capitanias
hereditarias, saia do noroeste africano, onde a predominancia é do haplétipo Senegal e
chegava a Recife. Com as lavouras agucareiras no nordeste brasileiro, a rota de tréafico

mudou passando a sair da Baia de Benin e chegando a Salvador. Nessa época muitos



africanos chegaram ao nordeste brasileiro, provenientes dessa regido africana onde a
predominancia é do hapl6tipo Benin (Fleury 2007).

Com a mudanca da capital para o Rio de Janeiro, 0 comércio de escravos passou
a ser estabelecido com a regido de Angola, onde predomina o hapl6tipo Bantu em
detrimento a Baia de Benin. A partir desse momento, 0 Rio de Janeiro passou a
distribuir escravos para o resto do pais, 0 que inclui o Rio Grande do Sul.

Com base nesses registros podemos observar que a alta prevaléncia do haplotipo
Bantu encontrada em Porto Alegre é esperada, assim como a do haplétipo Benin, devido
ao trafico interno de escravos que ocorreu principalmente ap6s o fim do trafico pelo
Atlantico. A baixa freqiiéncia do haplotipo Senegal deve-se ao fato que esse haplotipo
chegou ao pais por um curto periodo e para uma determinada regido. Mesmo com 0s
processos de migracdo interna, sua freqiiéncia so é alta em Belém (PA) (Cardoso e
Guerreiro 2006). Quanto ao haplotipo Camardes, que sé foi encontrado anteriormente
em Belém (Cardoso e Guerreiro 2006) e em Pernambuco (Bezerra et al. 2007), seu
aparecimento em Porto Alegre deve-se possivelmente ao trafico de escravos domésticos
e as migracOes tardias que ocorreram de regides supridas por escravos originarios de
regides africanas onde esse haplotipo é encontrado. Comparando nossos resultados com
0s encontrados em outros paises do continente americano, vemos uma discordancia de
frequéncias, uma vez que o haplétipo Benin € o mais fregliente na grande maioria dos
paises estudados, como mostrado na Tabela 2. Pode-se observar que somente Colémbia
e México apresentam o haplétipo Bantu como sendo o mais prevalente, semelhante ao
que ocorre no Brasil. Essas discordancias entre os diversos paises da América devem-se
as rotas de trafico adotadas por Portugal, Espanha, Franca e Inglaterra para suas
coldnias, buscando escravos em diferentes regides africanas onde diferentes haplétipos

s80 0s mais prevalentes.



Conforme pode ser observado na figura 2, as popula¢cdes da América realmente
agruparam de maneira diferenciada. 1sso se deve, sobretudo, as diferengas em relacdo ao
trafico de escravos para essas regifes. Populacdes onde a predominancia do haplétipo
Bantu € visivelmente superior a do haplétipo Benin formaram um grupo (Colémbia,
Brasil e México), as popula¢des onde predomina o haplétipo Benin em rela¢do ao Bantu
tenderam a formar outro grupo (EUA, Canada, Trinidad, Guadalupe e Jamaica). O
restante das populacdes apresenta uma freqliéncia de Benin muito préxima de suas
freqliéncias de Bantu, e € justamente essa proximidade que justifica a formacao de outro
grupo (Venezuela, Suriname e Cuba). Esses grupos demonstram uma clara organizacao
geogréfica onde a divisdo em América do Norte, Central e do Sul pode ser observada,
em sua maioria.

No presente estudo foram identificados 14 cromossomos que ndo correspondem
aos padrbes de clivagem dos hapldtipos principais sendo, portanto, considerados
atipicos. Esses padrbes polimorficos diferenciados surgem por diversos mecanismos,
como recombinacdo entre os cromossomos [° tipicos ou entre eles e 0s cromossomos
B” substituicBes pontuais, mutacdes de novo ou conversdo génica de um haplétipo
principal pré-existente (Zago et al. 2001). Zago e cols (2000) analisaram 40 haplotipos
atipicos de diversas regides brasileiras e concluiram que, em sua grande maioria, eles
sdo o produto de recombinacdo no hotspot 5° do gene da 6-globina. Em nosso trabalho
ndo foi possivel determinar, com a metodologia adotada, qual mecanismo genético que
atuou para a formacao dos haplotipos atipicos encontrados.

Quanto aos resultados encontrados referentes a talassemia alfa, sé foi observada
a delecdo de —a®’, com uma freqiiéncia alélica de 0,14. Essa freqiiéncia esta de acordo
com a esperada, levando em consideracdo a ancestralidade africana e européia da

amostra. Baseados nisso, podemos sugerir que essa caracteristica foi introduzida em
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Porto Alegre através de migracBes provenientes da Africa subsaariana e de certas
regides do Mediterraneo.

Os dados obtidos nesse trabalho ajudam a esclarecer a origem de nossa
populacdo, assim como reforcam as informacdes histéricas pré-existentes referentes a

essa questao.
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TABELA 1: Frequéncia dos haplétipos ligados a Hb S em diversas populacdes

brasileiras
Populacéo N Bantu Benin  Senegal Camardes Atipicos
Porto Alegre (RS) * 220 67,3 25,0 0,5 0,9 6,4
Rio de Janeiro (RJ) 2 148 54,0 44,6 1,4 - -
Salvador (BA) ® 160 48,2 45,6 0,6 - 5,6
Salvador (BA) * 42 54,8 45,2 - - -
Belém (PA) ** 60 66,7 30,0 33 - -
Belém (PA) ° 260 66,0 21,8 10,9 1,3 -
Campinas (SP) ’ 142 64,8 35,2 - - -
Ribeirdo Preto (SP)*® 67 73,1 25,4 1,5 - -
Pernambuco (PE) ° 127 81,1 14,2 - 0,8 3,9

N= numero de cromossomos; 1, presente estudo; 2, Fleury (2007); 3, Gongalves et al.
(2003); 4, Figueiredo et al. (1994); 5, Pante-de-Souza et al. (1998); 6, Cardoso et al
(2006); 7, Gongalves et al. (1994); 8, Zago et al. (1992); 9, Bezerra et al. (2007)
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TABELA 2: Frequéncia dos haplétipos Hb S em diferentes popula¢des das Américas

Arabe-

Populacéo N  Bantu Benin Senegal Camardes indiano Atipicos
Canada’ 61 115 49,2 13,1 13,1 - 13,1
EUA' 371 191 5573 15,1 3,5 - 7,0
Suriname’ 77 29,9 532 2,6 2,6 - 11,7
Cuba® 198 40,9 51,0 8,1 - - -
Guadalupe® 832 110 747 6,1 2,3 0,7 5,0
Jamaica®*® 244 98 754 2,9 2,0 0,8 9,0
Trinidad® 283 17,3 618 8,5 3,5 3,2 5,6
Colémbia’ 92 555 348 43 5,4 - -
México® 37 788 182 - - - 3,0
Venezuela ° 176 32,4 511 14,2 2,3 - -
Venezuela™ 90 434 511 3,3 - - 2,2
Venezuela™ 359 364 51,5 10,6 1,5 - -
Brasil*? 1176 650 315 3,0 0,5 - -

N= niimero de cromossomos; 1, Oner et al (1992); 2, Muniz et al (1995); 3, Kiclard et al
(1997); 4, Antonarakis et al (1984); 5, Wainscoat et al (1983); 6, Jones-Lecointe et al
(2008); 7, Cuellar-Ambrosi et al (2000); 8, Magana et al (2002); 9, Arends, et al (2000);
10, Moreno et al (2002); 11, média ponderada dos dois trabalhos referentes a
Venezuela; 12, média ponderada das diferentes populacdes do Brasil. ~ Ambas as
médias ponderadas foram feitas sem os haplétipos atipicos.
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FIGURA 1: Mapa mostrando os padrdes de distribuicio dos hapl6tipos na Africa e no
Brasil. As setas representam os locais de origem e destino. Os gréaficos em forma de
pizza representados sobre os Estados brasileiros representam as freqiiéncias observadas
de cada hapl6tipo na regido, conforme mostrado na Tabela 1.
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Figura 2: Dendograma mostrando os padrdes de agrupamento das diferentes populagdes da América. O nimero 1 representa predominancia de
haplétipo Benin; nimero 2 representa predominancia de haplotipo Bantu. Os paises indicados com 1 e 2 sdo aqueles onde a frequiéncia desses
dois hapl6tipos é muito semelhante.
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