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A teoria de Haldane a respeito da vantagem seletiva dos heterozigotos com os tragos
falciforme e talassémico beta na presenga da malaria causada pelo Plasmodium
falciparum tem sido largamente aceita, principalmente em relagdo ao gene da
hemoglobina S, nas 4reas onde a malaria ainda é endémica. A semelhanga das
distribuigdes geograficas da talassemia beta e de antigas zonas hiperendémicas de malaria
na regido mediterrdnea também tem sido demonstrada em varios estudos, mas 0s
mecanismos de prote¢do apresentados pelos talassémicos heterozigotos ainda ndo estdo
completamente esclarecidos.

Além de apresentar alguns aspectos controversos, a hipotese da malaria pressupde
que os portadores do trago falciforme e do trago talassémico beta nascem na proporgao
mendeliana esperada e sdo favorecidos posteriormente por algum fator do meio ambiente.
A fertilidade diferencial também tem sido proposta como um mecanismo alternativo de
manutengdo do polimorfismo balanceado da talassemia beta em algumas populagdes.
Entretanto, uma eventual distor¢do favorecendo a transmissdo do alelo mutante da
hemoglobina S e da talassemia beta também € uma hipdtese plausivel, que merece ser
verificada.

A propor¢do mendeliana foi testada no presente trabalho pelo teste do v? na prole de
201 portadores do trago falciforme (AS) e de 138 portadores do trago talassémico beta
(AT), casados com pessoas com a hemoglobina normal (AA). A amostra de filhos era
composta predominantemente por criangas € OS individuos AS e AT eram

oligossintomaticos ou assintomaticos. As taxas de mortalidade (4,17% para filhos de

it



genitores AS e 2,28% para filhos de genitores AT) foram baixas para terem exercido
alguma influéncia na propor¢ao de filhos AS e AT sobreviventes.

Ja a porcentagem de abortamentos reconhecidos foi significativamente maior entre
as mdes AS e AT.

A tabela mostra o numero de filhos portadores e ndo portadores gerados por pais e

maes AS e AT.

Casais AS X AA (nucleos familiais, n = 201, prole, n = 437)

~AS AA Total v p
Mie (107) 144 89 233 12.98283  p=0.000315
Pai  (94) 103 101 204 00196078 p=0.888639
Total (201) 247 190 437 7434783  p=0.006401

Casais AT X AA (nucleos familiais, n = 138; prole, n = 282)

AT AA Total x p
Mie (95) 117 66 183 14.21311 p=0.000164
Pai  (43) 57 42 99 2.272727 p=0.131678
Total (138) 174 108 282 15.44681 p = 0.000085

Esses dados demostram um efeito materno estatisticamente significativo favorecendo
a transmissdo dos alelos da hemoglobina S e da talassemia beta.

Como seria de se esperar, a propor¢do mendeliana foi confirmada entre os filhos dos
casos-indice do sexo masculino, embora a existéncia de um efeito paterno sd possa ser

descartada com seguranga nos casos com a hemoglobina S.
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Evidentemente, os mecanismos pré e poés-zigdticos de distorgdo ndo podem ser
ignorados e merecem ser investigados. Os resultados obtidos devem refletir um efeito
bioldgico, podendo ser atribuidos a um distirbio de segregacdo de gametas, ou, mais
provavelmente, a sobrevivéncia seletiva de embrides heterozigotos de mées portadoras.

Sob essa interpretagdo, um excesso de abortamentos, reconhecidos ou ndo, de
homozigotos AA explicaria o relativo excesso de heterozigotos, que sobreviveriam até o
nascimento. Além disso, o fendtipo heterozigoto da méie deve contribuir de forma
importante nesse efeito, uma vez que o excesso de filhos heterozigotos ndo foi observado

a nivel significativo quando o genitor heterozigoto foi o pai € ndo a mae.
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I - Introducao




L1 A hemoglobina S e a talassemia beta

A hemoglobina S e a talassemia beta estdo incluidas entre os polimorfismos
genéticos humanos mais profundamente estudados dos pontos de vista clinico.
bioquimico, molecular e populacional. Ambas afetam a cadeia de globina beta da
hemoglobina adulta normal A (HbA=c; ), cujo gene esta localizado no tergo distal do
braco curto do cromossomo 11 (especificamente em 11p 15.5) (Deisseroth er al., 1976;
1978). Embora causadas por mutagdes do mesmo gene, elas pertencem a classes distintas
de hemoglobinopatias hereditarias, uma vez que a hemoglobina S apresenta uma alteragao
de estrutura da cadeia de globina beta, enquanto a talassemia beta decorre de uma

deficiéncia de sintese parcial ou total dessa cadeia.

A hemoglobina S foi a primeira hemoglobinopatia estrutural descrita (Pauling ef al.,
1949), inaugurando uma vasta classe de hemoglobinopatias hereditarias, representada hoje
por mais de 600 hemoglobinas humanas andmalas (Wajcman ef al., 1991; Weatherall ez
al., 1995). Ela difere da hemoglobina adulta normal A por apenas um residuo aminoacido
da posi¢do niimero seis das cadeias B, apresentando a valina em lugar do acido glutamico
(Ingram, 1957). Essa U(nica troca aminoacida ¢ a base de toda fisiopatogenia da
hemoglobina S, uma vez que ela ¢ diretamente responsavel pelo fenomeno de falcizagdo
ou falciformagfio das hemacias. De fato, as moléculas de hemoglobina S, quando
desoxigenadas, tém a propriedade de se agregarem, formando longos polimeros (fibras de

hemoglobina S), que deformam a hemacia. Essa, por sua vez, assume a forma que lembra
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a de uma foice, dai ter recebido o nome da primeira letra da palavra inglesa sickle, que

quer dizer foice.

O gene da hemoglobina S apresenta, evidentemente, uma alteracdo molecular muito
simples, ou seja, a mutagdo do cddon B® de GAG, que codifica o acido glutamico, para
GTG, que codifica a valina. Conseqiientemente, a identificagdo de tal gene pela analise
direta de DNA também ¢é muito simples, seja pelo uso de enzimas de restrigdo, como a
Mst II, seja pelo emprego de oligonucleotideos sintéticos alelo-especificos. Apesar disso,
como veremos adiante, a expressio do gene da hemoglobina S ¢ influenciada
significativamente pelos haplotipos do grupamento génico B° e pela acdo de proteinas

repressoras, como a BP.

Os homozigotos do gene da hemoglobina S (homozigotos SS) manifestam uma
anemia hemolitica cronica e incuravel, embora tratavel, denominada anemia falciforme.
Além do processo hemolitico, causado pela destruigdo de hemacias falcizadas, tais
homozigotos manifestam complicagdes vaso-oclusivas, com isquemia, dor, infartamento,
necrose e fibrose em varios o6rgdos. Ossos e articulagdes, bago, rins, pulmdes e coragdo
apresentam-se quase que invariavelmente comprometidos na anemia falciforme. Trata-se,
portanto, de uma doenga cronica que evolui por crises, que podem ser hemoliticas,
dolorosas, aplasticas e de seqiiestramento de hemacias falcizadas em 6rgdos como o bago
e o figado (Sergeant, 1974; 1985; Ramalho, 1986; Embury ef al., 1995). O diagnostico e o
tratamento precoce (sobretudo a administragdo profilatica de penicilina entre os seis

meses e 0s cinco anos de idade) aumentam a sobrevida dos pacientes, diminuindo a

(V%)



mortalidade na infancia por doengas infecciosas, sobretudo as septicemias fulminantes por
pneumococos e outras bactérias encapsuladas. Apesar disso, cerca de 20% das criangas
brasileiras com a anemia falciforme ainda falecem antes dos cinco anos de idade (Araujo
et al., 1993). Ja nos E.U.A. e na Europa, a esperanga média de vida desses pacientes ¢ de
cerca de quarenta anos, existindo casos bem documentados de grande longevidade

(Ramalho, 1986).

Si0 conhecidos atualmente, entretanto, varios “fatores modificadores” do quadro
clinico da anemia falciforme, tanto de origem ambiental (cuidados médicos, tipo de
alimentacdo, clima) quanto de origem genética (concomitancia com a talassemia alfa,
haplotipos de DNA). Assim, por exemplo, as caracteristicas polimérficas do DNA
~adjacente ao gene da hemoglobina S podem variar de um individuo para outro,
caracterizando varios haplotipos especificos. Dessa forma, enquanto o haplétipo Bantu ou
CAR, freqiiente na Africa Central, esta associado a uma forma clinica grave de anemia
falciforme, os haplotipos Benin e Senegal estdo associados, respectivamente, as formas
clinicas moderada e leve da doenca. Estudos moleculares realizados no Brasil mostram,
por exemplo, que o haplotipo Bantu é mais freqilente no Estado de Sao Paulo, enquanto o
haplétipo Benin é mais encontrado entre doentes falciformes da Bahia (Costa ez al., 1992;
Zago et al., 1992). Essas diferencas regionais traduzem diferentes padrdes de trafico de
escravos. Ja o haplotipo Senegal, raro no Brasil, é freqiiente nos EUA e no Caribe (Zago

etal., 1992).



Os polimorfismos do DNA do grupamento ("cluster") do gene B°, préximos dos
genes de cadeias y (Hb F=a. y;), regulam a sintese de hemoglobina fetal, a razdo de
hemoglobina S para a hemoglobina fetal nas hemacias falcizadas e a taxa de decréscimo
da hemoglobina fetal durante o inicio da infincia. Uma vez que a hemoglobina fetal
interfere na polimerizagdo da hemoglobina S, sendo um dos mais potentes inibidores da
falcizagdo das hemacias, a modulagdo de gravidade da anemia falciforme exercida pelos
haplétipos de DNA baseia-se, em grande parte, nos niveis de hemoglobina fetal. De fato,
enquanto nos pacientes falciformes adultos com o haplotipo Bantu sdo encontrados niveis
de hemoglobina fetal abaixo de 5%, naqueles com haplotipo Benin tais niveis oscilam
entre 5% e 15% e nos com o haploétipo Senegal eles superam a taxa de 15% (Powars ef
al., 1990; Powars, 1991). Verificou-se, também, que a ligagdo da proteina repressora BP,,
capaz de reprimir a expressdo do gene 3°, é variavel nos vérios haplotipos de DNA, sendo
decrescente entre os haplotipos Senegal, Benin ¢ Bantu (Elion ef al., 1992). Assim, por
exemplo, os pacientes falciformes com a composigao haplotipica Bantu/Bantu, que sdo os
mais comuns em nosso meio, além de apresentarem baixos niveis de hemoglobina fetal,
ainda apresentam pequena ligacdo com a proteina repressora BP; e, portanto, alta
concentragdo intracelular de hemoglobina S, do que resulta uma expressdo clinica de

maxima gravidade.

Os heterozigotos do gene da hemoglobina S, portadores do trago falciforme ou
siclémico (heterozigotos AS) possuem um percentual de hemoglobina andmala que varia

de 22% a 45% da hemoglobina total. As suas hemaécias apresentam a capacidade de se



tornarem falciformes, embora, para tanto, devam ser submetidas a menores tensdes de
oxigénio do que as hemacias dos pacientes homozigotos, que possuem maior potencial de

falcizacdo (Ramalho, 1986).

A real morbidade do trago falciforme é um assunto bastante controvertido. Segundo
alguns autores, as complicagdes clinicas nos heterozigotos AS sdo muito raras, enquanto
que, para outros, elas sdo relativamente freqiientes, conferindo ao trago falciforme uma
significativa importancia clinica. Analisando a literatura especializada, no entanto, ¢
possivel separar as alteragdes morbidas dos heterozigotos AS em dois grandes grupos. No
primeiro deles podem ser reunidos os casos de complicagdes agudas, muitas vezes fatais,
geralmente associadas a exposigdo a fatores predisponentes da produgdo de hemacias
falciformes. Nesse grupo estdo incluidas, por exemplo, as complicagdes ocorridas por
anestesia geral, mudanga brusca de altitude, voo em avido ndo pressurizado, esforgo fisico
excessivo, insuficiéncia respiratoria, infecgdo grave, acidose, desidratagdo. etc. No
segundo grupo podem ser reunidas as manifestagdes mais insidiosas, de evolugdo cronica,
que geralmente ndo se mostram associadas a fatores precipitantes detectaveis, embora
muitas vezes possam representar meras complicagdes das lesdes agudas mencionadas no
grupo anterior. Dentro desse grupo merecem destaque as alteragdes renais (sobretudo

hemattiria), 6steo-articulares, dermatologicas e neuroldgicas (Ramalho, 1979).

A opinido mais comum, no entanto, ¢ a de que essas complicagdes ocorram muito
raramente, pois o baixo potencial de falcizagio das hemacias dos heterozigotos AS exige

fatores desencadeantes (hipoxia, acidose, desidratagdo) muito intensos. Assim, por



exemplo, estudos de avaliagdo da morbidade do trago falciforme realizados na UNICAMP
ndo constataram uma associagdo estatisticamente significativa entre essa condi¢do clinica
e as dores Osteo-articulares (Gongales e Ramalho, 1985), as tlceras de membros inferiores
(Ramalho e7 al., 1985), a hemataria (Gongalves ef al., 1989) e a ulcera duodenal (Nomura

etal., 1992).

Embora a hemoglobina S tenha uma ampla distribuicdo geografica, ela atinge
freqiiéncias particularmente altas em populagdes africanas. indices falcémicos de até 40%
foram observados em tribos da Uganda, na Tanzania e em Mogambique. Na Guiné, na
Nigéria, no Congo, em Serra Leoa, em Gana e em Angola, foram encontrados indices
falcémicos entre 20% e 30%, enquanto no Senegal, na Libéria, em Gambia e no Sul do
~ Suddo foram observados indices mais baixos, variando entre 10% e 20% (Cezar et al.,

1974; Serjeant, 1974; 1985).

Nas populagdes negroides do continente americano, também foram encontrados
indices falcémicos relativamente altos, embora geralmente inferiores aos observados nas
populagdes africanas. Na revisdo realizada por Ramalho (1986), por exemplo, foram
registrados em negréides brasileiros valores entre cerca de 6% a 10%, valores esses que
néo diferem muito dos encontrados na populagdo negréide norte americana, bem como na
da Colombia, da Venezuela, do México, de Cuba ¢ de outros paises americanos (Serjeant,

1974; 1985; Embury et al., 1994; Weatheral et al., 1995).

A freqiéncia do trago falciforme pode ser estimada em 6,6% nas populagdes

negrdides do Sul e Sudeste brasileiros (Ramalho e Beiguelman, 1977; Salzano, 1979). o



que permite estimar a freqiiéncia de mnascimento de homozigotos SS em,
aproximadamente, 0,1% nessas populagdes. Pode-se dizer, portanto, que a anemia
falciforme é um problema de Satde Publica entre nos, sendo a doenca hereditaria

monogénica mais freqiiente no Brasil (Ramalho, 1986).

Apesar de a hemoglobina S ser mais comum em negréides, ela ndo ¢ exclusiva desse
grupo racial, sendo encontrada também em altas freqiiéncias em populagdes ndo negroides
da regidio do Mediterraneo, da india e da Asia Menor. No Brasil, freqiiéncias apreciaveis
dessa hemoglobinopatia também sdo encontradas em algumas populagdes caucasoides que

receberam, pela miscigenagdo, fluxo génico negroide importante (Ramalho, 1986).

Ao contrario do que ocorre com a hemoglobina S, a talassemia beta possui bases
moleculares extremamente heterogéneas, podendo ser causada por mais de 600 tipos de
mutagdes (Weatherall er al., 1995). Tais mutagdes determinam uma depressdo parcial
(mutag¢des B7) ou total (mutagdes %) da sintese da cadeia beta da hemoglobina A. Essa
deficiéncia de sintese, por sua vez, pode ser determinada por varios tipos de alteragdes
moleculares, as quais, em rtesumo, afetam a transcrigdo, a maturagdo, a liberagdo, a
estabilidade ou a tradugdo do RNA mensageiro. Assim, entre as mutagdes talassémicas.
podem ser encontradas as dos tipos “nonsense”, “frameshift”, as de afetam o “splicing”, a
regido promotora, a cauda de poli-A, etc. (Gelehrter e Collins, 1990; W catherall er al..

1995). No Brasil, entretanto, quatro tipos de mutagdes perfazem 97% dos casos de

talassemia beta heterozigdtica, ou seja, a B°% (64%), a RIS (20%), a B0 (7%) e



IVSi-6

a ROV (6%) (Martins et al., 1993). Infelizmente, dentre elas, apenas a B~ pode ser

considerada uma mutagdo “‘benigna”, causando uma forma mais leve de talassemia.

Os homozigotos da talassemia beta (homozigotos TT) geralmente apresentam uma
anemia hemolitica intensa, dependente de transfusdes sanguineas sucessivas, denominada
talassemia major, talassemia maior ou anemia de Cooley. No entanto, os homozigotos de
mutagdes B° “benignas” podem apresentar uma anemia hemolitica moderada, ndo
dependente de transfusdes sanguineas, denominada talassemia intermédia ou
intermediaria. Além da hemolise cronica, os talassémicos homozigotos também
manifestam esplenomegalia, hepatomegalia, alteragdes osseas, tendéncia a sangramento,
etc. Até ha pouco tempo, os pacientes com as formas graves de talassemia beta
homozigdtica geralmente faleciam na infincia. Com a introdugdo da terapia por
hipertransfusio de papa de hemacias lavadas, acompanhada de quelagdo continua do ferro
pela desferroxamina, a sobrevivéncia ¢ a qualidade de vida desses pacientes melhorou

bastante (Ramalho, 1986).

J& os heterozigotos do gene da talassemia beta (heterozigotos AT), que manifestam o
traco talassémico beta, talassemia minor, ou talassemia menor, sdo imdividuos
assintomaticos ou oligossintomaticos, que podem manifestar, em alguns periodos de suas

vidas, uma anemia hipocrémica e microcitica leve ou moderada (Ramalho er al., 1985).

Embora a talassemia beta tenha uma distribui¢do geografica praticamente universal,
ela atinge as suas maiores freqiiéncias nos paises que circulam o Mar Mediterraneo

(“talassa”, em grego, significa mar). Assim, taxas de heterozigotos superiores a 20%
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foram descritas em algumas regides da Italia, da Grécia e de Chipre (Silvestroni e Bianco,

1975; Ramalho, 1976, 1979, 1986; Weatherall et al., 1995).

Os heterozigotos do gene da talassemia beta sdo freqiientes no Sul e no Sudeste do
Brasil, em decorréncia da maci¢a imigracdo de origem italiana e de outros povos do
Mediterraneo para essas regides. Estudos realizados em populagdes de grandes centros
urbanos, como Campinas, SP (Ramalho, 1976, 1979). Ribeirdo Preto, SP (Zago, 1981;
Zago et al., 1981; Zago e Costa, 1985) e Porto Alegre, RS (Freitas e Rocha, 1983)
constataram prevaléncias dessa alteragdo em torno de 1% dos caucasdides. A freqiiéncia
da talassemia beta deve atingir, no entanto, valores ainda mais expressivos naquelas
comunidades brasileiras de origem italiana que, por razdes diversas, permanecem mais
refratarias a miscigenagdo. De fato, investigagdes realizadas entre paulistas descendentes
ndo miscigenados de italianos encontraram prevaléncias de talassemia beta heterozigdtica

em torno de 6,5% (Ramalho, 1976; 1979; Zago et al., 1981; Ramalho er al., 1983).

Concluindo este item, ¢ interessante ressaltar que a hemoglobina S e a talassemia
beta coexistem em alta freqiéncia em algumas regides do Brasil, como € o caso, por
exemplo, do Estado de Sdo Paulo. Tendo em vista a alta taxa de miscigenagdo entre
caucasoides e negrdides observada em nosso meio, ndo € raro o aparecimento de pacientes
com a intera¢gdo das duas anomalias genéticas, os quais manifestam uma anemia

hemolitica cronica denominada S/B talassemia ou microdrepanocitose (Ramalho, 1986).
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L.2. A manuten¢do do polimorfismo da hemoglobina S e da talassemia beta: a

hipdtese da maldria.

Um aspecto que sempre despertou o interesse dos geneticistas foi o de algumas
hemoglobinopatias, como ¢ o caso da hemoglobina S e da talassemia beta, atingirem
freqiiéncias extremamente elevadas em certas populagdes, a despeito do alto coeficiente
seletivo dos genes que as determinam. De fato, “salta a vista que a taxa de mutagdes ou de
casamentos preferenciais seria incapaz de contrabalangar a eliminagfo dos genes dessas
hemoglobinopatias, feita pela selegdo praticamente total dos homozigotos antes da idade
reprodutiva, que ocorria na maioria das populagdes, pelo menos até ha bem pouco tempo™
(Pinto Jr., 1978; Beiguelman, 1981; Ramalho, 1986). Em outras palavras, a gravidade da
anemia falciforme e da talassemia maior torna dificil explicar a manutengdo do
| polimorfismo da hemoglobina S e da talassemia beta por mutagdes recorrentes, em
determinadas populagdes. Assim sendo, ¢ for¢oso pensar em outros mecanismos

homeostaticos mantendo o polimorfismo dessas hemoglobinopatias.

A teoria da maior resisténcia dos portadores do trago falciforme e do trago
talassémico beta frente a malaria causada pelo Plasmodium falciparum é o exemplo
classico de mecanismo homeostatico de manutencgdo de polimorfismos genéticos humanos

por selegdo favordvel dos heterozigotos.

O aparecimento da malaria endémica causada pelo Plasmodium falciparum foi um
desastre ecologico que provavelmente matou mais pessoas do que qualquer outra doenga.

Tal endemia ¢ atribuida a mudanca de habitos das populagdes de areas tropicais e sub-
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tropicais, que passaram da vida noémade de cacadores para a vida sedentaria de
agricultores. De fato, a destruigdo das florestas, a criagdo de povoados com cabanas
cobertas por folhas e o estabelecimento de condi¢des propicias a estagnagio da agua e a
reprodugdo do Anopheles gambiae, principal mosquito vetor do Plasmodium falciparum,
foram fatores fundamentais para o aparecimento da malaria endémica em areas tropicais e
sub-tropicais. Na Africa, esse desastre ecoldgico teve inicio ha cerca de 2.000 anos,
embora provavelmente ele seja mais antigo em algumas regides da Europa e da Asia
(Eaton, 1994). Estimativas técnicas situam a mortalidade pela malaria causada pelo
Plasmodium falciparum em torno de 20% nessas populagdes africanas (Livingstone,
1971), o que ressalta a importancia dessa forga seletiva em relagdo as condigdes genéticas
benignas (traco falciforme, trago talassémico beta, deficiéncia de G-6PD) que
Veventualmente conferissem aos seus portadores alguma resisténcia adicional contra o

Plasmodium falciparum.

Haldane (1949), verificando a semelhanga das distribuigdes geograficas da
talassemia beta e da malaria causada pelo Plasmodium falciparum, sugeriu a hipotese de
que os heterozigotos da talassemia beta teriam vantagem seletiva em relagdo aos normais,
no que diz respeito a esse tipo de maldria. Assim sendo, os individuos com a talassemia
beta homozigotica morreriam antes da idade reprodutiva em virtude da propria doenga,
enquanto os homozigotos normais seriam mais eliminados pela malaria do que os

heterozigotos, cuja freqiiéncia entdo aumentaria nas populagdes.



O mesmo raciocinio de Haldane em relagdo a malaria e a talassemia beta foi
empregado para explicar o polimorfismo da hemoglobina S na Africa (Allison, 1954 a,b).
Além disso, a existéncia de associagio entre a malaria e a deficiéncia de desidrogenase de
6-fosfato de glicose (G-6PD) foi sugerida por Motulsky (1960). De fato, observa-se, de
modo geral, correlagio geografica evidente entre a distribui¢do da malana causada pelo
Plasmodium falciparum e a distribuigdo desses trés caracteres genéticos, ou seja, da

talassemia beta, da hemoglobina S e da deficiéncia de G-6PD.

Na Grécia, no entanto, observou-se correlagdo negativa entre os tragos falciforme e
talassémico (Barnicot er al., 1963), ou seja, nos locais em que a talassemia beta era mais
freqiiente, a prevaléncia do trago falciforme era menor. Uma correlagdo negativa similar
~ foi observada na Tailandia entre a talassemia beta e os heterozigotos da hemoglobina E
(Lie-Injo, 1969). Por outro lado, uma correlagdo positiva foi observada na Sardenha entre
a talassemia beta e a deficiéncia de G-6PD (Sinicalco er al., 1961), o mesmo ocorrendo

entre a deficiéncia de G-6PD e o traco falciforme em varias populagdes (Motulsky, 1964).

A correlagdo negativa entre a talassemia beta e as hemoglobinopatias estruturais de
cadeia P, tais como a hemoglobina S ¢ a hemoglobina E, pode ser interpretada como
decorrente de um efeito deletério condicionado pela interagdo dos dois genes detrimentais
no mesmo individuo, ao passo que a interagdo de cada um desses genes com o da

deficiéncia de G-6PD, em um mesmo individuo, ndo causa danos maiores.

A hipdtese de Haldane a respeito da talassemia beta foi testada em varias
populagdes, recebendo evidéncias favordveis em algumas e desfavoraveis em outras.
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Assim, por exemplo, Carcassi e colaboradores (1957) constataram maior prevaléncia de
talassemia beta nas zonas pantanosas baixas da Sardenha do que nas regides montanhosas,
onde, obviamente, havia menor incidéncia da malaria. A mesma distribuicéo foi observada
por Curtain e colaboradores (1962) nas ilhas da Oceania. Ja na Grécia (Choremis et a/.,
1963; Fraser et al., 1964; Fessas ef al., 1966), em Chipre (Plato ef al.,1964) e na Tailandia
(Lie-Injo, 1969), as relagdes observadas entre malaria e a talassemia beta ndo se

mostraram muito evidentes.

Na ilha de Chipre, Plato e colaboradores (1964), embora tenham encontrado uma
freqiiéncia bem maior de deficiéncia de G-6PD nas zonas de maléria endémica do litoral
do que nas zonas montanhosas do interior, ndo observaram, em relacdo a talassemia,

~diferenca significativa entre as suas freqiiéncias no litoral e nas regides altas. Para explicar
esse fato, os autores sugeriram a hipodtese de que o gene da talassemia beta, presente ha
mais tempo na ilha, deveria ser, inicialmente, muito freqiiente nas populagdes do litoral.
Com a invasdo da ilha por conquistadores, que trouxeram o gene da deficiéncia de G-
6PD, essas populagdes litoraneas primitivas refugiaram-se, em grande parte, nas regides
montanhosas da ilha, levando consigo o gene da talassemia. Os genes da talassemia beta
que permaneceram nas populagdes do litoral, bem como os genes da deficiéncia de G-
6PD, sofreram sele¢do positiva pela malaria nessa regido de Chipre. Isso explicaria a
freqiiéncia praticamente igual da talassemia no litoral e nas regides montanhosas da ilha.
Por outro lado, a presenga da hemoglobina S na maioria das areas com malaria endémica

da Grécia, do mesmo modo que a presenca da hemoglobina E na Tailandia, poderiam ser
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responsaveis, pelo menos em parte, pela correlagdo menos evidente entre a malaria e a

talassemia nesses paises.

Como comenta Ramalho (1986), “sendo a distribui¢do geografica da talassemia beta
correspondente aquela da malaria causada pelo Plasmodium falciparum e sendo as regides
de mator prevaléncia de talassemia, geralmente, zonas hiperendémicas de malaria no
passado, parece plausivel aceitar que o trago talassémico beta confira, realmente, certa
protecdo contra a malaria. Refor¢a essa 1déia o fato de ndo poder ser afastada a
possibilidade de interferéncia de outros fatores (hemoglobina S, hemoglobina E, fluxos
migratorios) nas areas onde as relagdes entre a malaria e a talassemia ndo se mostram
muito evidentes”. De fato, na ampla revisdo bibliografica realizada por Weatherall e
Clegg (1981), a coincidéncia da distribuicdo geografica da talassemia beta e de areas

hiperendémicas de malaria no passado ¢ demonstrada em varios estudos.

Apesar dessas evidéncias geograficas, os mecanismos de protecdo dos talassémicos
beta heterozigotos contra o Plasmodium falciparum ainda ndo estdo esclarecidos
(Lehmann, 1982; Nagel e Roth, 1989; Lisa et al., 1994). Realmente, a suposi¢do de que o
mecanismo protetor contra a malaria decorra da presenga de microcitose, hipocromia,
anisocitose ¢ poiquilocitose nos talassémicos heterozigotos ndo passa de simples
especulagdo tedrica, sem qualquer evidéncia experimental. Friedman (1979), Pasvol e
Wilson (1982} e Roth e colaboradores (1983) constataram, in vitro, um desenvolvimento

normal do Plasmodium falciparum em hemacias de heterozigotos da talassemia beta.



Na revisdo biografica de Nagel e Roth (1989), as seguintes teorias sio sugeridas para
explicar a maior resisténcia dos talassémicos heterozigotos frente a malaria: a) deficiéncia
intra-eritrocitaria de ferro; b) interagdo com deficiéncias nutricionais; ¢) aumento da
suscetibilidade ao estresse oxidante; d) aumento da vulnerabilidade a fagocitose do
parasita; e) aumento dos niveis de hemoglobina fetal na infincia; f) baixa atividade da
oxidase de fosfato de piridoxina e g) baixa concentragdo de hemoglobina intra-celular.
Todas elas sdo, no entanto, hipoteses tedricas, sem qualquer comprovagdo experimental

convincente.

Mesmo do ponto de vista da coincidéncia da distribuigdo geografica da talassemia
beta e da malaria causada pelo Plasmodium falciparum, outros aspectos devem ser
- considerados. Segundo Lisa e colaboradores (1994), a teoria de Haldane seria plenamente
confirmada se fosse constatada uma correlagdo positiva direta entre freqiiéncia de
heterozigotos da talassemia beta e os niveis de incidéncia e mortalidade da malaria. Esse,
no entanto, ndo € o caso das povoagdes da Sardenha, nas quais a correlagdo entre os graus
de morbidade da malaria e a freqiiéncia de heterozigotos da talassemia é fraca. Essa
observagdo levou a hipotese de que a malaria ndo seria o fator seletivo de uma mutagdo
talassémica autdctone na Sardenha, mas o fator de manutencdo de uma mutagdo
introduzida por fluxo génico externo, durante as conquistas fenicias e cartaginesas. De
fato, os estudos de Genética Molecular demonstraram que as mutacdes de talassemia beta
mais freqiientes na Sardenha sdo as mesmas encontradas em outras colonias fenicias e

cartaginesas. A malaria possivelmente foi introduzida na Sardenha no mesmo periodo, das
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invasdes, como resultado das mudancas ecoldgicas provocadas pelas extensas plantagdes
de trigo introduzidas pelos cartagineses. No decorrer do tempo, muitos fatores
modificadores, tanto de ordem ecologica quanto cultural, poderiam ter afetado
intermitentemente a incidéncia de malaria nas diversas povoagdes. Entretanto, essas
flutuagdes nio teriam sido suficientes para modificar a condigdo de equilibrio do

polimorfismo da talassemia beta.

Do exposto, parece claro que as relagdes entre a talassemia beta e a malaria sdo
extremamente complexas. De fato, quando Haldane elaborou a sua hipétese, ele nunca
poderia imaginar que a talassemia beta fosse uma entidade extremamente heterogénea,
causada por mais de seiscentos tipos de mutagdes. Ja as relagdes entre hemoglobina S e a
 malaria ja sdo um pouco mais claras e, atualmente, baseadas em mecanismos fisiologicos,
bioquimicos e moleculares de resisténcia ao parasita comprovados experimentalmente.
Mesmo assim, podemos adiantar desde ji, a mortalidade pela maldria também ¢
insuficiente para, por si s6, explicar as altas freqiiéncias da hemoglobina S observadas em

areas endémicas do Plasmodium falciparum (Eaton, 1994).

Quando Allison (1954) utilizou a hipdtese de Haldane para explicar a manutengdo
do polimorfismo da hemoglobina S na Africa, ele baseou-se em quatro consideragdes

principais:

1 - Uma vez que os homozigotos do gene da hemoglobina S praticamente ndo se

reproduziam, a manutengdo das altas freqiiéncias do gene da hemoglobina S
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exigiria, na falta de algum mecanismo homeostatico de manutengdo do

polimorfismo, taxas de muta¢do inaceitavelmente altas;

A freqiiéncia do gene da hemoglobina S tendia a ser maior nas areas de malaria

endémica;

A parasitemia em criangas com o trago falciforme era significativamente menor

que a observada em criangas com o genotipo normal AA;

Em experimentos de inoculagdo do Plasmodium falciparum em individuos
residentes em areas endémicas de malaria, ele observou que apenas 2 em 15

heterozigotos AS desenvolviam a doenga, contra 14 em 15 mdividuos com o

gendtipo AA.

Além disso, Raper (1959) demonstrou que o grau de parasitemia era inversamente

proporcional ao conteido de hemoglobina S nas hemdcias. Outras evidéncias a favor da
hipétese de Allison foram obtidas nos trabalhos de Vandepitte e Delaisse (1957) e de

Motulsky (1964).

Esses fatos contribuiram para que a hipdtese de Allison ganhasse grande

popularidade, passando a ser empregada como exemplo cldssico de manutengdo de
polimorfismo por selegdo a favor dos heterozigotos. Apesar disso, tal hipdtese também
deu inicio a uma consideravel controvérsia. Dois outros estudos ndo comprovaram
diferencas de parasitemia entre falcémicos e ndo falcémicos (Moore et al, 1954,

Archibald e Bruce-Chwatt, 1955). Da mesma forma, Beutler e colaboradores (1955) néo
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conseguiram comprovar os resultados dos experimentos de inoculagdo realizados por
Allison (1954). O préprio Raper (1956) levantou davidas sobre os resultados do trabalho
de Allison (1954), supondo a existéncia de um viés. Isso porque, como comenta Pinto Jr.
(1978), aquele autor ndio encontrou incidéncia menor de malaria entre individuos com o
traco falciforme, ao analisar uma amostra populacional cerca de oito vezes maior que a
estudada por Allison. Da mesma forma, Ringelhann e colaboradores (1976), estudando
uma grande casuistica de criangas de uma area endémica de malaria de Gana, encontraram

uma taxa de infestagdo maior entre portadores do trago falciforme.

Apbs varios estudos com resultados conflitantes é que se percebeu a necessidade de

se colocar em jogo uma terceira variavel: a imunidade adquirida contra o Plasmodium
falciparum, a qual poderia confundir-se com o efeito protetor do trago falciforme sobre a
malaria. Assim, como comenta Serjeant (1985), o efeito protetor do trago falciforme €
mais evidente em situacdes de baixa imunidade, como é o caso, por exemplo, do periodo
critico da infancia situado entre a perda da imunidade obtida passivamente através da mae
e o desenvolvimento da imunidade ativa. Esse periodo critico situa-se entre os 6 meses €

os 3 anos de idade, aproximadamente.

Estudando o sangue de criancas infestadas naturalmente pelo Plasmodium
falciparum, Luzzatto e colaboradores (1970) observaram que a falciza¢do de hemacias AS
parasitadas era duas a oito vezes mais rapida que a dos eritrocitos ndo parasitados da
mesma amostra sanguinea. Roth e colaboradores (1978) constataram resultados

semelhantes em estudos de falcizagdo realizados em hemacias humanas contaminadas in
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vitro. Isso indica, evidentemente, que a falcizagdo preferencial tem um papel importante
na prote¢do conferida pela hemoglobina S contra a malaria, o que poderia ser explicado
por algum efeito toxico da hemoglobina S polimerizada sobre o parasita, ou, mais
provavelmente, pela destruicdo das hemdcias falcizadas e parasitadas pelo sistema
reticulo-endotelial do baco e outros orgdos. Além disso, na malaria causada pelo
Plasmodium falciparum, as hemacias falcizadas e parasitadas também sdo sequestradas no
bago e expostas a baixas tensdes de oxigénio, com perda do ion K e queda de pH, que
sdo fatores que impedem a reprodugdo do parasita (Friedman, 1978; Friedman er al.,
1979). Pasvol e colaboradores (1978) também sugeriram que a invasdo de hemacias AS
por merozoitas do Plasmodium falciparum poderia ser prejudicada em condigdo de baixa

oxigenagao.

Alguns autores supdem que o consumo de oxigénio pelo parasita causa a falcizagdo
da hemacia e a sua conseqiiente fagocitose pelo sistema reticulo-endotelial, quebrando o
ciclo da malaria (Luzzatto et al, 1970). E estranho, no entanto, que esse mecanismo
protetor limite-se ao Plasmodium falciparum, uma vez que a prote¢do confra o
Plasmodium malariae, o Plasmodium vivax e outros nunca foi demonstrada de forma

convincente (Power, 1975).

Verificou-se, por outro lado, que a hemoglobina S pode interferir na formagdo de
algumas excrescéncias externas ou “knobs” nas células parasitadas, as quais permitem que
as formas maduras fiquem aderidas ao endotélio vascular, protegidas do reconhecimento e

da destruicdo pelo sistema reticulo-endotelial. Assim sendo, a falcizacdo poderia



favorecer o deslocamento das hemacias parasitadas do endotélio vascular, predispondo-as
a destruigdo pelo sistema reticulo-endotelial do bago e outros 6rgdos (Udeinya el al.,

1981).

O mecanismo de destruicdo dos parasitas no interior das células falcémicas, na
verdade, ainda ndo esta completamente elucidado (Nagel e Roth, 1989; Eaton, 1994). A
baixa concentragdo de ions K proposta por Friedman (1978) tem algumas evidéncias
experimentais, j4 que os seus efeitos deletérios sobre o crescimento do parasita sdo
parcialmente revertidos quando se adiciona potassio ao meio de cultura (Friedman er al.,
1979). Outras investigagdes demostraram também que a perda de 4gua pela hemacia
falcizada, a formagdo do polimero de hemoglobina S, que interfere diretamente sobre
algumas fungdes criticas do parasita e que representa um substrato pobre para as proteases
produzidas pelo Plasmodium falciparum, além da presenca de hemoglobina fetal (Hb. F),
adversa ao parasita, sdo mecanismos importantes na resisténcia conferida aos falcémicos
contra a malaria (Nagel e Roth, 1989). Quanto a presenca da hemoglobina F, convém
lembrar, no entanto, que ela se limita, nos adultos, as hemécias dos homozigotos, ja que
0s seus niveis ndo estdo aumentados nos adultos heterozigotos, portadores do trago
falciforme. Assim sendo, os efeitos adversos dessa hemoglobina sobre o Plasmodium
falciparum estariam condicionados a persisténcia de niveis significativos de hemoglobina
fetal por mais tempo nas criangas heterozigotas com o trago falciforme do que nas
criangas normais, nas quais ela costuma desaparecer antes dos seis meses de idade (Nagel

e Roth, 1989).



E importante ressaltar, porém, que as condigdes de realizagdo dos estudos in vifro
podem interferir significativamente nos resultados obtidos. Os agentes utilizados para
induzir a falcizagfio in vitro e os nutrientes presentes no meio de cultura podem ser
relevantes. Normalmente, o Plasmodium falciparum adquire seus nutrientes pela digestdo
da hemoglobina. Quando /n vitro, ele também os obtém do meio de cultura. Assim, por
exemplo, Brockelman e colaboradores (1987) demonstraram que a utilizagdo de meios de
cultura ricos ou pobres em aminodacidos, biotina, acido paraminobenzoico e cobalamina
podem levar a resultados diferentes, sobretudo quando as hemacias em estudo possuem
baixo contetido de hemoglobina. Por outro lado, a falcizagdo de hemacias AS induzida in

vitro geralmente ¢ muito mais intensa do que a que ocorre em condigdes fisiologicas.

Na opinido de Eaton (1994), apesar de décadas de estudos epidemiolégicos e
especulagdes, o mecanismo de sele¢do favoravel do gene da hemoglobina S ainda ¢
desconhecido. Como ja comentamos anteriormente, esse autor ressalta o fato de a
mortalidade pela malaria ser insuficiente para, por si s, explicar as altas freqiiéncias de

hemoglobina S observadas em areas endémicas do Plasmodium falciparum.

De acordo com Flint e colaboradores (1993), dois aspectos parecem enfraquecer a
hipotese da malaria: em primeiro lugar, a maldria e as hemoglobinopatias ndo sdo
coincidentes em algumas regides e, em segundo lugar, a hipotese da malaria ndo explica
facilmente por que nem sempre as areas malarigenas do mundo possuem a mesma

hemoglobinopatia ou a mesma associagdo de hemoglobinopatias. Ainda segundo esses
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autores, a hipdtese da malaria deve ser sempre considerada em combinagdo com outros

fatores.

1.3. Outros mecanismos homeostdticos sugeridos para explicar a manuten¢do

do polimorfismo da hemoglobina S e da talassemia beta.

A existéncia de outros mecanismos homeostaticos muito potentes, além da malaria,
mantendo o polimorfismo da hemoglobina S e da talassemia beta em varias populagdes €
suposta ha muito tempo. O préprio Haldane (1949), ao apresentar a sua hipotese classica
da malaria, também sugeriu que os heterozigotos da talassemia beta poderiam estar
protegidos contra os periodos de diminuicdo intensa dos depositos de ferro corporal,
hipotese essa ja afastada (Bannerman, 1961). Sugeriu-se também que os niveis
relativamente baixos de colesterol sérico e da lipoproteina (3 dos talassémicos
heterozigotos poderiam constituir uma vantagem seletiva importante, ainda que apos a

idade reprodutiva (Weatherall, 1967).

Tendo em vista que a distribuigiio geografica do gene da hemoglobina S na Africa e
na India ndo coincide apenas com a de areas malarigenas, mas, também, com a de antigas
zonas hiperendémicas de lepra, Cézar e colaboradores (1974) julgaram nteressante
investigar no Brasil se os portadores do trago falciforme ndo teriam alguma vantagem
seletiva frente ao Mycobacterium leprae. Esse estudo obteve os mesmos resultados
negativos observados anteriormente por Lewis e Chaudhury (1969) em Gana, ou seja, a

constatagdo de que a freqiiéncia de portadores heterozigotos da hemoglobina S ndo diferia
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significamente entre hansenianos e individuos-controle. Do mesmo modo, resultados
negativos similares foram obtidos por Ramalho e colaboradores (1983), ao analisar as

relagdes entre a talassemia beta e a hanseniase no Estado de Sao Paulo.

Ja as relagdes entre a hemoglobina S e a tuberculose pulmonar vém sendo
investigadas desde a década de 50, com resultados sempre controvertidos. Assim, a
existéncia de uma associagdo entre a forma heterozigdtica da hemoglobina S e a
tuberculose pulmonar foi observada por alguns autores (Weiss e Stecher, 1952; Ramalho e

Beiguelman, 1977) e ndo por outros (Rosenblum e7 al., 1955; Ryan et al., 1960).

Pinto Jr. (1978), voltando a analisar o problema entre pacientes com tuberculose
pulmonar, ndo encontrou freqiiéncias do traco falciforme que diferissem
- significativamente daquelas usualmente encontradas em negroides do Sul e Sudeste
Brasileiros. Da mesma forma que havia sido observado anteriormente por Weiss e Stecher
(1952), esse autor também constatou uma maior tendéncia a forma exsudativa da
tuberculose pulmonar entre os pacientes com o trago falciforme, além de observar que o
hilo congestionado, a fibrose, os micronodulos e a perda pulmonar volumétrica também
eram sinais radiologicos mais freqiientes entre os heterozigotos da hemoglobina S, quando

comparados aos controles AA.

Os resultados obtidos por Pinto Jr. (1978) permitiram-lhe aventar a hipotese de que a
diversidade de resultados poderia eventualmente depender das caracteristicas das amostras
de negroides examinadas nos diversos trabalhos. Isso porque, na sua opinido, os pacientes
com o trago falciforme e com tuberculose pulmonar poderiam responder melhor ao
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tratamento, pelo fato de geralmente manifestarem uma forma exsudativa da infecgéo,
forma essa mais incomoda e que obrigaria o paciente a procurar atendimento médico
mais precocemente. Assim sendo, os trabalhos que s6 examinassem negroides em inicio
de tratamento poderiam encontrar uma freqiiéncia muito alta de portadores do traco
falciforme, enquanto que os trabalhos que examinassem negréides em tratamento ha mais
tempo, encontrariam freqiiéncias baixas desse trago hemoglobinico. Dessa forma, caso os
falcémicos realmente apresentassem cura mais rapida e menor mortalidade pela
tuberculose pulmonar, a introdugdo de uma terapéutica efetiva para essa doenga teria
entdo criado um novo mecanismo homeostatico de manutencdo do polimorfismo da

hemoglobina S.

Martins, Ramalho e Pinto Jr. (1987), investigando a eventual associagdo entre a
forma heterozigdtica da hemoglobinopatia S e o tempo de tratamento da tuberculose
pulmonar, ndo encontraram, no entanto, resultados confirmatorios dessa hipédtese. De fato,
esses autores ndo observaram um excesso de heterozigotos AS entre os pacientes com
menos de seis meses de tratamento € nem mesmo entre os recém-admitidos nos
sanatérios. Além disso, também ndo se observou menor prevaléncia de heterozigotos AS
na amostra de pacientes com mais de um ano de tratamento, o que poderia indicar uma
cura mais rapida por parte desses portadores do trago falciforme. Esses resultados néo
favorecem a hipotese, portanto, que o trago falciforme confira algum valor progndstico a
tuberculose pulmonar, antecipando o inicio do tratamento ou modificando a duragdo da

doenca.
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A primeira sugestdo de que a hemoglobina S poderia oferecer alguma resisténcia
frente a febre reumatica foi apresentada por Restrepo e Moore (1968). nos EUA. Esses
autores encontraram uma freqiiéncia de apenas 4,4% de portadores do trago falciforme
entre 266 negroides com febre reumatica, contra 11,7% entre 230 negréides da amostra-
controle. Além disso, esses mesmos autores observaram que, quando estreptococos [-
hemoliticos do grupo A eram cultivados em placas de agar-sangue contendo apenas
hemoglobina S, obtinha-se um niimero menor de colonias do que quando se usava apenas
a hemoglobina normal A. Tais resultados indicavam, evidentemente, que a maior
resisténcia frente ao Streptococcus pyogenes poderia ser um mecanismo homeostatico de
manutengdo do polimorfismo da hemoglobina S, sobretudo em regides temperadas, onde a

incidéncia de febre reumatica é maior que a incidéncia de malaria (Markowitz, 1991).

Tendo em vista a importancia dos achados laboratoriais de Restrepo ¢ Moore (1968),
Calusni e Ramalho (1997) julgaram interessante estudar a interagdo in vifro entre a
hemoglobina S e o Streptococcus pyogenes, afastando algum possivel viés do trabalho
daqueles autores, ja que o menor crescimento de colonias de Streplococcus pyogenes nas
placas de agar-sangue contendo a hemoglobina S poderia estar relacionado a outros
fatores do sangue dos pacientes homozigotos, tais como a anemia, a concentragdo
plasmatica de antibidticos (sobretudo a penicilina), o titulo de anticorpos anti-
estreptolisina O e a presenca da hemoglobina fetal. De fato, eliminando esses possiveis

fatores de interferéncia, Calusni e Ramalho (1997) ndo observaram diferenga significativa
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entre o numero de col6nias de Streptococcus pyogenes, nem da taxa de hemdlise, entre as

placas de agar-sangue preparadas com a hemoglobina S e com a hemoglobina A.

Domingos e colaboradores (1991), investigando a freqii€éncia de heterozigotos do
gene da hemoglobina S entre brasileiros com a doengca de Chagas, também ndo

encontraram diferencga significativa em relagdo a amostra-controle.

Do exposto, parece claro que a hipotese da vantagem seletiva dos portadores dos
tragos falciforme e talassémico frente a alguma outra doenca infecciosa ou parasitaria

endémica com alta mortalidade, além da malaria, nunca foi confirmada.

Uma explicagdo alternativa para a manutengdo do polimorfismo da hemoglobina S e
da talassemia beta inclui a possibilidade de aumento da fertilidade dos heterozigotos. De
acordo com Livingstone (1957), as mulheres AS estariam menos sujeitas as complicagdes
da gravidez causadas pela malaria e, por 1sso, seriam mais férteis do que as homozigotas
normais AA. Allard (1955) ja havia sugerido que os homens AS teriam aumento da sua
capacidade reprodutiva, o que, segundo Eaton e Mucha (1971), poderia ser explicado por

menor dano a espermatogénese pela febre causada pela malaria.

Fleming e colaboradores (1979), no entanto, ndo observaram, na Nigéria, uma
fertilidade maior das mulheres e dos homens heterozigotos AS em relagdo aos

homozigotos normais AA.

Fraser e colaboradores (1964) também sugeriram que a fertilidade das talassémicas

heterozigotas poderia estar aumentada por razdes desconhecidas. Na verdade, a primeira

27



demostragdo de que os heterozigotos poderiam ter aumento de fertilidade foi dada em um
trabalho realizado entre talassémicos italianos, ja na época em que a hipdtese de Haldane
estava sendo formulada. Nesse trabalho, Silvestroni e colaboradores (1950) encontraram
algumas evidéncias, ndo comprovadas estatisticamente, da maior fertilidade de familias de
Ferrara (Italia) quando ambos os genitores eram heterozigotos. Posteriormente, um estudo
realizado na mesma area confirmou essa tendéncia. embora o respaldo da significancia

estatistica também nfo tenha sido obtido (Aguzzi et al., 1978).

Esse assunto foi retomado recentemente por Lisa e colaboradores (1994), que
realizaram um estudo indireto de fertilidade na Sardenha, utilizando dados demograficos
de 1961. Os autores analisaram os dados de 52 povoagdes da ilha, classificadas de acordo
~com a freqiiéncia alta ou baixa de heterozigotos da talassemia beta. Os resultados obtidos
apoiaram a hipotese de aumento da fertilidade média nos locais onde a freqiiéncia de
heterozigotos era alta. De fato, um maior nimero médio de filhos por mulher e uma baixa
porcentagem de mulheres casadas sem filhos foram demonstrados nas povoagdes com alta
freqiiéncia de heterozigotos. Em tais locais, o nimero médio de filhos por mulher era 10%

a 20% maior do que em areas com baixa freqiiéncia de heterozigotos da talassemia beta.

Ao analisar, no entanto, o aumento de fertilidade média em locais com alta
freqiiéncia de heterozigotos e alta incidéncia de malaria, dois aspectos devem ser
considerados. Em primeiro lugar, a maior fertilidade pode ser realmente atribuido a maior
quantidade de heterozigotas na populagfo, as quais teriam, por razdes desconhecidadas,

maior fertilidade. Em segundo lugar, esse fato também pode ser atribuido "a maior



quantidade de mulheres com imunidade a malaria, adquirida ja na infancia e,
conseqiientemente, com menor perda fetal por malaria. De fato, o efeito de diferentes
graus de malaria sobre o comportamento reprodutivo ja havia sido demonstrado

anteriormente por Zei e colaboradores (1990).

Para avaliar, portanto, o efeito da composigdo genética e dos dados epidemiologicos
da malaria sobre comportamento reprodutivo nas diversas areas, Lisa e colaboradores
(1994) classificaram os dados de fertilidade e esterilidade de acordo com a freqiiéncia de
heterozigotos e o nivel de morbidade da malaria. Assim procedendo, eles constataram um
efeito direto e combinado do fator genético e da imunidade adquirida sobre as taxas de

fertilidade e esterilidade na Sardenha.

Esses resultados indicam, portanto, a conveniéncia da realizag¢do de estudos diretos
de comportamento reprodutivo nas familias dos heterozigotos. Quanto a este aspecto, €
interessante mencionar que, em um estudo realizado na Malasia, Joishy e colaboradores
(1988) nio constataram, entre familias com a hemoglobina S, um numero de filhos maior

do que em familias sem hemoglobina andémala.

Recentemente Schilird e colaboradores (1997) voltaram a chamar a atengdo para a
importancia do estudo das hemoglobinopatias sob uma perspectiva historica, levando-se
em consideragdo outros fatores além da maléaria. Nesse contexto, ¢ interessante lembrar,
por exemplo, que barreiras geograficas, politicas, religiosas ou culturais fizeram com que
algumas tribos africanas e populagdes mediterraneas se comportassem como pequenos
isolados, estando sujeitas a alguns efeitos, como a deriva genética e, em alguns casos, até
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mesmo ao “efeito do fundador”. Por outro lado, como enfatiza Beiguelman (1994), nas
populagdes primitivas também era freqilente a diminuigdo abrupta de seu tamanho em
consequéncia de guerras, epidemias, fome e outras catastrofes. As freqiiéncias génicas dos
sobreviventes nem sempre correspondiam a da populagdo original, de sorte que a
populagio derivada deles podia mostrar uma composigdo genética diferente da que existia
anteriormente. Esse efeito, decorrente do estreitamento da passagem de genes de uma
populagdo original para outra, por intermédio de uma geracdo reduzida, costuma ser
denominado efeito do gargalo. Outro fator evolutivo a ser considerado sob a perspectiva
histérica ¢ o do fluxo génico de populagdes imigrantes, decorrente das multiplas invasoes
e conquistas. Sé a ilha da Sicilia, por exemplo, foi dominada sucessivamente por gregos,
fenicios, etruscos, romanos, bizantinos, arabes, normandos e ibéricos (Schiliro er al.,

1993).

Finalmente, um ultimo fator a ser considerado na discussdo do polimorfismo das
hemoglobinopatias diz respeito a possibilidade de casamentos preferenciais. Assim, por
exemplo, em um estudo realizado entre pais de 882 pacientes com hemoglobinopatias
hereditarias seguidos na Clinica Pediatrica da Universidade de Catania, na Italia,
observou-se uma taxa de consangiinidade superior a esperada nos casamentos casuais
(Schilird et al., 1993). Tal resultado levou Schiliré e colaboradores (1997) a concluirem
que as mutagdes espontaneas, as migragdes, a vantagem seletiva dos heterozigotos frente a
malaria, a deriva genética, o efeito do fundador e os casamentos preferenciais sdo os

principais fatores genéticos responsaveis pelo alto polimorfismo do sistema da globina



beta na populagdo siciliana. Ja em outro estudo italiano realizado na regido de Ferrara,
embora os resultados sugerissem certo grau de casamentos preferenciais entre os pais de
2.227 talassémicos, eles ndo diferiam significativamente dos observados na populagdo

geral (Barrai et al., 1987).

Concluindo este item, parece desnecessario enfatizar, frente ao exposto até aqut, que
atribuir a manuten¢do do polimorfismo da hemoglobina S e da talassemia beta nas
diversas populagdes exclusivamente a vantagem seletiva dos heterozigotos frente a
malaria, seria uma visdo inadequadamente simplista de um problema muito mais
complexo. Nesse contexto, a pesquisa de outros fatores eventualmente envolvidos nessa

questdo parece ser um tema bastante atraente em termos de Genética Humana e Evolutiva.
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11 1.

Justificativa

Conforme foi apresentado na parte introdutéria do presente trabalho, varios

argumentos sugerem a existéncia de outros mecanismos homeostaticos, além da malaria,

mantendo o polimorfismo da hemoglobina S e da talassemia beta em varias populagdes.

Fazendo uma sintese, podemos destacar os seguintes aspectos:

(98]

E pouco provavel que um unico mecanismo homeostatico consiga manter
freqiiéncias tdo elevadas de genes cuja eliminagéo, através dos homozigotos,

era praticamente total até ha bem pouco tempo;

A mortalidade pela malaria € insuficiente para, por si so, explicar as altas
freqiiéncias de hemoglobina S observadas em areas endémicas do Plasmodium

Jfalciparum;

O efeito mais evidente da interagdo in vitro entre a hemoglobina S e o
Plasmodium falciparum, ou seja, a falcizagdo facilitada das hemacias, ndo é
um fenémeno que ocorra freqiientemente nos heterozigotos AS em condi¢des

fisiolégicas;

O trago falciforme confere alguma protecdo contra a malaria causada pelo
Plasmodium falciparum, principalmente durante o periodo imunoldgico critico
da infancia, situado entre a perda da imunidade obtida passivamente através da
mae (anticorpos maternos) ¢ o desenvolvimento da imunidade ativa (entre os 6

meses € os 3 anos, aproximadamente). Antes e apds este periodo, o efeito



10.

11.

12.

protetor conferido pelo trago falciforme é minimizado e confundido pelo efeito

protetor conferido pelas imunidades passiva e ativa, respectivamente;

Os mecanismos que conferem uma eventual protecdo dos heterozigotos do
gene da talassemia beta contra o Plasmodium falciparum ainda séo

desconhecidos;

Nem todas &reas de alta prevaléncia de hemoglobina S e de talassemia beta

correspondem a antigas zonas endémicas de malaria;

A hemoglobinopatia ou a combinagdo de hemoglobinopatias presentes variam

muito de uma area malarigena para outra;

Todos os estudos que investigaram a maior resisténcia dos heterozigotos AS e
AT frente a outras doengas infecciosas e parasitarias de alta mortalidade

levaram a resultados negativos;

O aumento da fertilidade das heterozigotas, ainda que possivel, sé foi

demonstrado de forma indireta, em antigas areas hiperendémicas de malaria;

Nao foi constatada uma correlacdo positiva direta entre a frequéncia de

heterozigotos AS e AT e os niveis de morbidade e mortalidade pela maléaria;

O casamento preferencial entre pais de pacientes com hemoglobinopatias foi

verificado em uma regido da Italia, mas ndo em outra;

Sob uma perspectiva historica, varios outros fatores devem ser levados em
consideracdo no estudo do polimorfismo das hemoglobinopatias, além da

selegdo favoravel dos heterozigotos pela malaria. Dentre eles, merecem
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atencdo a deriva genética, o efeito do fundador, o efeito do gargalo e o fluxo

génico de populagdes migrantes.

Curiosamente, todos os mecanismos homeostaticos sugeridos para explicar a
manutengdo do polimorfismo da hemoglobina S e da talassemia beta partem da premissa
de que os heterozigotos AS e AT realmente nascem na proporgdo mendeliana esperada e
que, posteriomente, sofrem sele¢do favoravel, por algum fator do meio ambiente. E se
esses heterozigotos ja nascessem, por um processo qualquer, em proporgdo superior a

esperada pela teoria mendeliana?

I11.2.  Objetivo

O presente trabalho tem justamente por objetivo verificar, por meio da analise
direta de familias, se os heterozigotos AS e AT nascem na propor¢do mendeliana
esperada. A hipétese alternativa, ou seja, a do nascimento desses heterozigotos em
proporg¢do superior a esperada, coloca em discussdo, evidentemente, mais um eventual
mecanismo homeostatico de manutengdo de polimorfismo da hemoglobina S e da

talassemia beta.

Por outro lado, julgou-se interessante, também, investigar, a existéncia de um
eventual efeito materno ou paterno favorecendo a transmissdo hereditiria dos tragos

falciforme e talassémico beta.
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IIl.1. Casuistica

Para a realiza¢do do presente trabalho foram examinados 339 nucleos familiais, dos
quais 201 (59%) foram identificados por um genitor (caso-indice) AS e 138 (41%) por um
genitor AT.

A proporgdo de heterozigotos foi investigada entre os filhos dos casos-indice AS e
AT, evitando-se assim distor¢des de averiguagdo, uma vez que o estudo das familias foi
feito a partir da geragdo paterna e nao da geragdo filial (Beiguelman, 1994).

Todos os nicleos familiais foram completamente estudados pela autora, para a
obten¢do de informagdes necessarias para o preenchimento de uma ficha para cada um
deles. Essa ficha continha além de dados pessoais, os heredogramas com todas as
informagdes importantes, tais como procedéncia, idades, sexo, abortamentos e criangas
falecidas. Os nucleos familiais nos quais ndo foi possivel examinar ambos os conjuges e
todos os filhos ndo foram incluidos na casuistica acima mencionada.

A distribuigdo da origem das familias que foram obtidas no servigo de
aconselhamento genético e nos programas de triagem populacional e orientagdo genética
desenvolvidos no Hemocentro da UNICAMP (Ramalho er al, 1996) e no Nucleo de
Genética da Prefeitura Municipal de Araras (Teixeira e Ramalho, 1994) pode ser

observada na tabela I:
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ERRATA:

O Grafico I da Casuistica e Métodos, situado na pagina 38, encontra-se com as cores das

barras do iten "Gestantes" trocadas. O grafico com as cores corretas encontra-se abaixo.

Gestantes

Parentes de gestantes

Doadores de sangue

Origem

Parentes de doadores

Andal de Henmgloblnopatias |
do Hermcentro (UNICA NP




Tabela I: Procedéncia dos

casos-indice dos nucleos

(freqiiéncia e porcentagem).

familiais examinados

 Parentes de -'Ga@stanies"é-‘f

. Parentesde Doadores

11 (547%)

Azhbulatl')_r‘io? :dé‘fHémgglobilirn_)‘patj_#'_s*l

38 (-1._3,90%

: e Total o

= ,'_".'-_201'"2(;?100%)

Para melhor visualiza¢do, os dados foram condensados no Grafico I:

Grifico I- Distribuigdo dos nucleos familiais por procedéncia.

Parentes de gestantes

Doadores de sangue [ :

Origem

BAT

120

Nimero de nlcleos
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A idade média, o desvio-padrio ¢ o intervalo de confianga da média das idades dos

casos-indice AS e AT estdo apresentados na Tabela I1.

Tabela II: Idade dos casos-indice AS e AT.

i f«,Méd_ii Desvio-Padriio Intervalo de confian¢a da média

Masc 34.78 8.77 33.01 < p<36.55
AS Fem 27.48 837 25.89 < u < 29.07
Total 30.89 9.28 29.61 < p < 32.17
Masc 39.53 12.72 3573 < u <4333
AT Fem 35.40 11.35 3310 < p <3770
Total 36.70 11.91 34.71 < n < 38.69

A média das idades dos casos-indice, bem como seu intervalo de confianga podem
ser observados no Grafico Il:
Grafico 1I- Média e intervalo de confianga da média das idades dos casos-indice AS

e AT.

Casos-indice - média e respectivos desvios

Do

25 : E % : i

ASM AS/F ATM ATIF B Superior

Tipo de trago/sexo A Inferior
-Media |

Idade
8 & 8 &
| o |
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Os Graficos ITI a VI mostram a distribui¢io das idades dos casos-indices AS e AT

por sexo/trago:

Grificos I a VI- Distribui¢io das idades dos genitores AS e AT por sexo/trago.
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Grafico V

Histograma da Idades - Homens AT
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A analise destes histogramas mostra que 90% dos homens AS tinham menos de 45
anos, enquanto 95% das mulheres AS pertenciam a esta mesma faixa etaria. Com relagdo
aos homens e mulheres AT, as porcentagens de idades abaixo de 45 anos foram,
respectivamente, 75% e 85%.

E possivel observar, portanto que a grande concentragdo das idades dos homens AS
foi verificada no grupo etario entre 25 e 40 anos e que, nas mulheres com esse mesmo

trago predominou a faixa etaria entre 15 e 25 anos.
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Com relacdo aos casos-indice AT, é possivel observar que a faixa etaria entre 25 e
40 anos predominou entre os homens, observando-se uma distribuigdo etaria mais
homogénea entre as mulheres.

No Grafico VII é possivel observar a distribuigdo dos nucleos familiais por numero

de filhos, constatando-se uma grande concentragdo de familias com um ou dois filhos.

Grafico VII - Distribui¢do dos nicleos familiais por namero de filhos.

Distribuigdo dos ntcleos familiais por numero de
80 filhos

Nimero de nucleos
familiais

1 2 3 4 5 6 Mais [@AS
I Nimero de filhos por nucleo HAT

Os nucleos familiais examinados eram constituidos na sua grande maioria, portanto,
por casais jovens, em idade reprodutiva, com nimero pequeno de filhos. Quanto a essas
caracteristicas, a casuistica examinada foi bastante homogénea, tanto nos casos de trago

falciforme, quanto nos de trago talassémico beta.
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1I1.2. Métodos

Os casos-indice foram convidados a comparecer as entrevistas através de cartas-
convite, por contatos telefonicos ou por visitas domiciliares. Alguns individuos
apresentaram-se espontaneamente, ou foram encaminhados por médicos.

De acordo com o estabelecido pelos artigos 122 a 130 do Cédigo de Etica Médica
(CREMESP, 1988), a participagdo dos individuos na pesquisa foi voluntaria, apds seus
objetivos serem esclarecidos, sendo a mesma e isenta de qualquer conotagdo financeira,
politica, racial ou eugénica. Todos os individuos que realizaram os exames receberam os
seus resultados sem qualquer Onus, €, quando necessdrio, foram encaminhados aos
| hematologistas do ambulatério de hemoglobinopatias do Hemocentro (UNICAMP). E
importante ressaltar que a pesquisa foi realizada a partir de um programa assistencial
voluntario de orientagdo genética de heterozigotos, realizado nas cidades de Campinas e
Araras.

Detectado como portador de hemoglobinopatia, cada genitor que compareceu a
entrevista foi convidado a trazer para exame o seu conjuge € os seus filhos, e, caso
desejasse, também outros parentes. A detecgdo dos portadores de hemoglobinopatias foi
feita através da triagem de doadores de sangue, de gestantes e de pessoas que procuraram
espontaneamente o ambulatorio, ou foram a ele encaminhadas por médicos da cidade e

regido. Em todas as pessoas foram realizados os mesmos exames, gratuitamente.
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Apds a entrevista e dado o consentimento, a investigagdo laboratorial do trago
falciforme e do trago talassémico beta foi realizada nos laboratorios do Departamento de
Genética Médica e da Segdo de Hematologia do Departamento de Patologia Clinica do
Hospital de Clinicas da UNICAMP, bem como no Nucleo de Genética da Prefeitura
Municipal de Araras, conforme a metodologia recomendada por Ramalho (1986).

De cada individuo foi colhida uma amostra de 5 ml de sangue venoso, utilizando-se
seringa e agulhas descartaveis em tubos de vidro contendo EDTA 10% (na concentragdo

de Img por ml de sangue) como anticoagulante.

II1.2.1. Investigagdo laboratorial do traco falciforme.

Para a pesquisa da hemoglobina S, efetuou-se:

II1.2.1.1. Eletroforese de hemoglobinas em fitas de acetato de celulose, pH alcalino.

Para realizar a eletroforese de hemoglobinas, foi necessaria a preparagdo dos
hemolisados da seguinte forma: em um tubo de ensaio colocou-se dois ml de sangue total,
completando-se com solugdo salina (NaCl 0,9%) e centrifugou-se por dez minutos a 2000
rpm. Apds, o plasma sobrenadante e a camada de gloébulos brancos foram removidos por
aspiragdo com uma pipeta de Pasteur. A seguir, as hemacias concentradas foram lavadas
trés ou quatro vezes com solugdo salina, até que o sobrenadante ficasse limpido, sendo
hemolisadas com 0,5 volume de agua destilada e 0,5 volume de tetracloreto de carbono
(CCly). Esses hemolisados foram agitados vigorosamente por alguns minutos e

centrifugados a 3000 rpm por 20 minutos. Apds a centrifugagdo, observaram-se trés

44



camadas: o CCl; no fundo do tubo, o estroma na por¢do intermediaria e a solugdo de
hemoglobinas a 10% na porgdo superior, a qual foi retirada com uma pipeta de Pasteur,
onde recebeu uma gota de cianeto de potassio (KCN 1%,), ficando pronta para posterior
utilizacao.

As solugdes de hemoglobinas foram analisadas através de eletroforese utilizando-se
fitas de acetato de celulose secas e microporosas € 0s seguintes reagentes:

e Tampéo Tris - EDTA - borato, pH 8,9 - (10,2 g de tris, 0,6 gr de EDTA, 3,2 g de

acido borico em 1000 ml de 4gua destilada).

e Corante Ponceau’s a 5% - (0,5 g de ponceau’s em 100 ml de acido tricloroacético

5%).

e Solugdo Descorante - (45 ml de metanol, 10 ml de 4cido acético, 45 ml de agua

destilada).

Apés manter as fitas de acetato de celulose durante 10 minutos na solugdo tampio,
retirou-se o excesso entre duas folhas de papel de filtro e, entdo, foram colocadas em uma
cuba de eletroforese com a mesma solugdo tampdo. Com auxilio de um aplicador
apropriado ou um pincel fino, os hemolisados foram depositados sobre a fita, realizando-
se a corrida eletroforética durante 60 minutos a 250 volts. Sobre cada fita, ao lado dos
hemolisados teste, sempre aplicou-se, também, um hemolisado controle de um individuo
normal.

As fitas foram retiradas da cuba de eletroforese e mantidas no corante por alguns
minutos, apés os quais fez-se a descolora¢do do fundo, por meio de lavagens sucessivas

com a solugdo descorante e, por ultimo, em agua corrente, para a retirada do excesso.



O padrio eletroforético normal AA foi confirmado em todos os conjuges dos casos-indice

AS e AT.

As figuras 1 e 2 ilustram resultados de eletroforeses de hemoglobinas em fitas de acetato

de celulose pH alcalino.

Figura 1 - Eletroforese de hemoglobinas em acetato de celulose em tampéo Tris-EDTA -
borato pH 8.9.

1 - homozigoto normal AA - individuo normal

2 - heterozigoto AS - portador do trago falciforme

3 - heterozigoto AS - portador do trago falciforme
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Figura 2 - Eletroforese de hemoglobinas em acetato de celulose em tampao Tris-EDTA -
borato pH 8,9.

1 - heterozigoto AC - portador do trago da hemoglobina C

2 - heterozigoto AS - portador do trago falciforme

3 - homozigoto AA - individuo normal
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I11.2.1.2. Teste de solubilidade para confirmacdo da hemoglobina S

Para a confirmacgio da hemoglobina S, diferenciando-a de outras hemoglobinas do
grupo +1, que ocupam a mesma posi¢do eletroforética, utilizou-se o teste “Sickle-ID”,
aperfeigoado por Louderbach et al (1974), devido a sua maior eficiéncia sobre os outros
testes de solubilidade, além de ser capaz de diferenciar os homozigotos SS dos
heterozigotos AS, SC, SD.

Para a realizagio deste teste, utilizou-se os seguintes reagentes:

e Tampio de sulfato de amdnio, pH 7,1 - (28 g de sulfato de amdnio (NHy), SO4
em 1000 ml de 4gua destilada, ajustando-se o pH para 7,1 +/- 0,1 com K,;HPOy
em solugdo molar).

¢ Solugdo de trabalho preparada no momento do uso:

* ditionito de sdédio - 1g
* saponina-1g
* tampdo de sulfato de amonio/fosfato - 100 ml

Pipetaram-se 2ml da solugdo de trabalho em tubos de ensaio identificados. A cada
tubo foi acrescentado 0,1 ml de sangue total dos individuos a serem diagnosticados,
invertendo-se varias vezes o tubo, para homogeneizar o seu conteudo. Apos, foram
mantidos em repouso, & temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, os tubos teste
juntamente com o tubo controle de sangue de um individuo normal foram centrifugados a
4000 rpm durante 3 minutos. Os tubos foram, entdo, retirados € examinados contra uma

fonte de luz, para serem feitas as leituras:
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a) tubo com hemoglobina S
heterozigoto AS =  sobrenadante limpido vermelho claro

e um pequeno precipitado vermelho

escuro no fundo.

Homozigoio SS=  sobrenadante limpido amarelado
e um grande precipitado vermelho

€SCuro.

b) tubo controle
homozigoto AA =  sobrenadante limpido vermelho e
um pequeno precipitado gelatinoso

(estroma das hemacias).

I11.2.2. Investigagdo laboratorial do traco talassémico beta.

Nesta amostra de sangue, foram realizados os seguintes exames:

I1.2.2.1. Hematimetria - os valores hematimétricos foram determinados
eletronicamente (Coulter Counter T8 - 90), imediatamente apos as coletas das amostras.
Neste item, valorizou-se a diminui¢do do volume corpuscular médio das hemacias

(V.C.M.) e da hemoglobina corpuscular média (H.C.M.)
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HI1.2.2.2. Andlise da morfologia das hemdcias em esfregago sanguineo

Os esfregacos sanguineos foram examinados quanto & presenga e intensidade de

microcitose, hipocromia, anisocitose, poiquilocitose e alvocitose.

I1.2.2.3.  Quantificagdo de hemoglobina A; pelo método da eluicdo apos eletroforese

de hemoglobinas.

A HbA, foi medida espectrofotometricamente ap6s eluigdo das fitas em agua
destilada. Com a ajuda de um aplicador especial (Hamilton microliter syringes) colocou-
se sobre as fitas de acetato de celulose 10 pl do hemolisado a 10%, deixando-as em uma
cuba de eletroforese com tampao tris-EDTA-borato pH 8,9 por 60 minutos a 250 volts. As
bandas A; e A, foram separadas, recortadas e as hemoglobinas eluidas em 3 ml! de agua
destilada (HbA,) e 15 ml de agua destilada (HbA,). Apds a eluigdo, foram medidas as
densidades oticas das duas bandas a 415 nm e calculadas a porcentagem correspondente a

HbA,, ou seja: % HbA,=D.0O. HbA, x100
D.O. HbA; + D.O. HbA;

I11.2.2.4. Dosagem da hemoglobina fetal pelo método da desnaturacdio alcalina

Preparou-se a solucdo de cianometemoglobina que foi utilizada tanto para o tubo
teste quanto para o tubo padrdo, adicionando-se 0,3 ml de hemolisado a 10% a 5,7 ml de
solugdo de Drabkins (0,20 g de ferricianeto de potassio, 0,20g de cianeto de potassio para

1000 ml de agua destilada).
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Foi colocado no tubo teste 2,8 ml dessa solugdo e 0,2 ml da solugio de hidroxido de
sodio (NaOH) 1,2 N. Apds dois minutos de agitagdo, foram acrescentados 2,0 ml de
solugdo de sulfato de amonio saturado a 50%, deixando em repouso por 5 minutos.

Seguida a filtragdo, foram determinadas as absorbancias dos tubos teste e padrdo
(1,4 ml de solugdo de cianometemoglobina em 8,6 ml de 4agua destilada) em um

espectrofotometro a 415 nm.

II1.2.3. Andlise estatistica

A proporcdo de heterozigotos foi investigada entre os filhos dos casos-indice AS e
AT, casados com conjuges normais AA e comparada estatisticamente com a proporg¢do
mendeliana esperada de 50%, pelo teste do y > (quiquadrado), considerando-se 5% como
nivel de significAncia. Nas tabelas de contingéncia também foi calculado o teste de y °.

Quando necessario, foram usados na comparagdo de resultados os testes de
heterogeneidade e de contrastes de Brandt-Snedecor (Piedrabuena, 1997).

Essas analises foram realizadas por computador, com auxilio dos Softwares
Statistica e Minitab. Os graficos foram realizadas com auxilio do Software Excel, da

Microsoft.
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1V - Resultados



Os nucleos familiais permitiram estudar uma amostra de filhos constituida por 719

individuos, 437 dos quais (61%) com um genitor AS e 282 (39%) com um genitor AT.

A tabela IIl apresenta os resultados obtidos, mostrando a distribuigdo dos filhos

pertencentes aos nucleos familiais estudados, separando-se pai (AS, AT) e mie (AS, AT).

Tabela I11: Distribui¢ido dos filhos nos niacleos familiais.

Casais AS X AA (ntcleos familiais, n = 201; prole, n = 437)

Propésito Filhos
AS AA | Total x> P
Mie (107) 144 89 233 12.982833 p=0.000315
Pai (94) 103 101 204 0.019608 p = 0.888639
Total (201) 247 190 437 7.434783 p =0.006401

Casais AT X AA (nucleos familiais, n = 138; prole, n = 282)

Proposito Filhos

“““ AT AA Total o p
Mie (995) 117 66 183 14213115 p=0.000164
Pai (43) 57 42 99 2.272727 p=0.131678
Total (138) 174 108 282 15.446809  p = 0.000085




A tabela IV, a seguir mostra as principais medidas estatisticas (média, desvio padrdo
e intervalo de confianca da média) referentes a idade dos filhos.

Tabela IV:  Idade dos filhos (anos).

 Sexo Média Desvio-Padrdo Intervalo de confianca da média
Masc | 7.76 6.89 684 < p < 868
Pais AS | Fem 8.38 7.62 738 < <938
Total | 8.08 727 740 < u <876
Masc | 11.96 11.93 998 < u <1394
Pais AT | Fem 14.80 13.23 12.63 < u < 1697
Total | 13 40 12.66 1192 < u< 1488

A analise da tabela acima permitiu observar que a média das idades dos filhos de
pais AT apresentou um intervalo de confianga maior do que o da média das idades dos
filhos de pais AS.

O Grafico VIII a seguir, ilustra os intervalos de confianga para as quatro médias.

Grafico VIII -Média e intervalo de confianga da média das idades dos fithos de

genitores AS e AT.
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Os Graficos IX a XII ilustram a distribui¢do dos filhos por sexo/traco por tipo de

trago do genitor:

Grificos IX a XII - Distribuigdo dos filhos por sexo/trago por tipo de trago do

genitor.
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Pode ser observado nos graficos acima que, no caso de pais AS, houve uma
homogeneidade na distribuigdo entre filhos AS e AA. Ja com relagdo as mies AS,
percebeu-se uma porcentagem superior de filhos AS (aproximadamente 62%) em relagdo
aos filhos normais.

Para os casos AT, observou-se comportamento semelhante ao dos casos AS.
Aproximadamente 64% dos filhos de mdes AT apresentaram o trago talassémico,
enquanto que nos casos-indice masculinos, observou-se uma pequena maioria para a prole

AT,

n
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A tabela V apresenta os indices de abortamento e mortalidade pés-natal para os dois tipos

de trago:
Tabela V:  Indices de abortamento e mortalidade por sexo e tipo de trago do
genitor.
L Ahm?'i;is. :indiéé &e A_bortainehtb.;
Mie AS 22 8.23%
Pai AS 1 0.46%
Total AS 23 4.79%
Mae AT 16 7.96%
Pai AT 2 1.88%
Total AT 18 5.86%

Os Graficos XIII a XVI ilustram as porcentagens de abortamentos e mortalidade

entre filhos de pais AS a AT e mies AS e AT :

Graficos XIII a XVI - Porcentagem de abortamentos e mortalidade pods-natal entre

filhos de pais AS a AT e maes AS e AT.
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Grafico XV
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Como é possivel observar nos graficos XIII a X VI, os indices de abortamento foram

maiores entre as maes AS e AT, comparativamente com os pais AS e AT.
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As tabelas VI e VII apresentam a distribui¢do dos filhos AS e AT, de acordo com sua faixa

etaria;

Tabela VI: Distribui¢@o de filhos por Faixa Etaria - AS.

Idade X Trago Hemoglobinico S

AS AA Total
Até S anos 111 87 198

25.4% 19.9% 45.3%
Acima de S anos 136 103 239

31.1% 23.6% 54.7%
Total 247 190 437

56.5% 43.5% 100%

Com base nos valores apresentados na tabela VI, observou-se:
Qui-quadrado (gl=1) 0.03 p=0.8666
Assim, pode-se concluir que a idade n3o € um fator significativo na presenga ou nio de trago

AS nos filhos.

Tabela VII:  Distribuicdo de filhos por Faixa Etaria - AT.

Idade X Traco Talassémico

AT AA Total
Até 5 anos 59 31 90

20.9% 11.0% 31.9%
Acima S anos 115 77 192

40.8% 27.3% 68.1%
Total 174 108 282

61.7% 38.3% 100%

Com base nos valores apresentados na tabela VII, observou-se:
Qui-quadrado (gl=1) 0.83 p=0.3621
Assim, pode-se concluir que idade ndo é um fator significativo na presenga ou ndo de trago

AT nos filhos.



As Tabelas VIII e IX apresentam a distribuigdo dos filhos AS e AT, de acordo com o seu

S€XO0:

Tabela VIII:  Distribuigao dos filhos por sexo - AS.

Sexo X Tra¢o Hemoglobinico S

AS AA Total

Feminino 127 96 223
29.1% 21.9% 51.0%

Masculino 120 94 214
27.5% 21.5% 49,0%

Total 247 190 437
56.6% 43 4% 100%

Com base nos valores apresentados na tabela VIII, observou-se:
Qui-quadrado (gl=1) 0.034 p=0.8550

Assim, pode-se concluir que sexo n3o é um fator significativo na presenga ou ndo de trago

AS nos filhos.

Tabela IX: Distribui¢do dos filhos por sexo - AT.

Sexo X Traco Talassémico B

AT AA Total
Feminino 82 61 143

29.1% 21.6% 50.7%
Masculino 92 47 139

32.6% 16.7% 493%
Total 174 108 282

61.7% 38.3% 100%

Com base nos valores apresentados na tabela [X, observou-se:

Qui-quadrado (gl=1) 2.333 p=0.1266

Assim, pode-se concluir que sexo ndo € um fator significativo na presenga ou ndo de trago

AT nos filhos.
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Finalmente as Tabelas X e X1 apresentam a distribui¢do dos filhos AS e AT, de acordo

com o tamanho da prole (filhos vivos):

Tabela X: Distribui¢do dos filhos por tamanho da prole - AS (filhos vivos).
Tamanho da Prole X Traco da Hemoglobina S
AS AA Total

até 2 103 84 187

23.6% 19.2% 42 8%
mais que 2 144 106 250

32.9% 24.3% 57.2%
Total 247 190 437

56.5% 43.5% 100%

Com base nos valores apresentados na tabela acima, observou-se:

Qui-quadrado (gl=1) 0.276 p=0.5991

A tabela acima permite concluir que o tamanho da prole é fator independente da presenca de

trago AS nos filhos.

Tabela XI: Distribuig@o dos filhos por tamanho da prole - AT (filhos vivos).

Tamanho da Prole X Trac¢o Talassémico
AT AA Total
até 2 102 58 160
36.2% 20.6% 56.8%
mais que 2 72 50 122
25.5% 17.7% 43 2%
Total 174 108 282
61.7% 38.3% 100%

Com base nos valores apresentados na tabela acima, observou-se:

Qui-quadrado (gl=1) 0.656 p=0.4179

A tabela acima permite concluir que o tamanho da prole ¢ fator independente da presenca de

trago AT nos filhos.
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V - Discussao



A existéncia de um expressivo efeito materno favorecendo a transmissdo hereditaria
dos tragos falciforme e talassémico beta é indicada de forma evidente na amostra
analisada no presente trabalho. De fato, o excesso de heterozigotos foi constatado de
forma altamente significativa na prole tanto das portadoras do trago falciforme, quanto na
das portadoras do trago talassémico beta, com uma probabilidade de ocorréncia casual
inferior a 0,1%. Curiosamente, o desvio da propor¢do mendeliana esperada ocorreu de
forma bastante semelhante entre os filhos de mies AS e AT, sendo as duas amostras
homogéneas quanto a essa caracteristica, a nivel de 5% (%° = 0,20; p=0,6550). Quando o
caso - indice era o pai (AS ou AT), a proporgdo de heterozigotos entre os filhos nido se
desviou significativamente pelo teste do y° daquela esperada pela teoria mendeliana.
Verificando-se, no entanto, os contrastes pelo teste de Brandt - Snedecor entre mies e
pais, a significancia estatistica foi observada apenas entre casais AS x AA (y° = 5,7353;
p=0,017), mas ndo entre os casais AT x AA (xz = 1,0705; p=0,301). Assim sendo, a
existéncia de um efeito paterno sé pode ser descartada com seguranga nos casos de
hemoglobina S. Curiosamente, a falta de heterogeneidade na transmissdo do traco entre
mdes AT e pais AT vem sendo observada desde o inicio deste trabalho (Duchovni-Silva e
Ramalho, 1996a).

Antes de entrarmos na discussdo propriamente dita dos resultados obtidos, parece
conveniente tecermos algumas consideragdes a respeito da metodologia empregada, uma
vez que ela ¢ fundamental na credibilidade dos dados verificados no trabalho.

O estudo prospectivo da prole de casos-indice AS ou AT, casados com homozigotos

normais AA, apesar de trabalhoso e demorado, uma vez que s6 pode ser realizado
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paralelamente a um programa populacional voluntario de aconselhamento genético de
heterozigotos adultos, apresenta a vantagem da auséncia de viés, dispensando qualquer
corregdo estatistica. Evidentemente, tal método poderia ser complementado pelo estudo
dos irmdos dos casos-indice AS ou AT diagnosticados no programa. Nesse caso. no
entanto, seria necessaria uma correcdo de viés, uma vez que tal tipo de averiguagio esta
sujeito a distor¢des (Beiguelman, 1994). O estudo de irm&os ndo foi utilizado no presente
trabalho, entretanto, pois na nossa experiéncia foi praticamente impossivel examinar todos
os irmaos e os genitores dos casos-indice, representados por individuos adultos.

A segregacdo de alguns polimorfismos, como, por exemplo, dos sistemas sanguineos
ABO e Rh, das haptoglobinas e mesmo das hemoglobinas tem sido estudada por diversos
autores, através da analise intra-familial de pares de parentes (méae-filhos, pares de irmaos
e outros). Assim, por exemplo, Moura e Krieger (1994) analisaram retrospectivamente 0s
registros de 1068 nucleos familiais da Hospedaria de Imigrantes Nordestinos de Sédo
Paulo, visando estudar o comportamento intra-familial de quinze polimorfismos, incluindo
o “polimorfismo da hemoglobina”(excluindo-se a talassemia), através de pares de
parentes. Assim, empregando matrizes de probabilidade condicional, foram obtidos os
valores esperados para os seguintes pares de parentes analisados:

a) todos os pares de irmdos possiveis na irmandade, quando a diferenca de idade
entre os irmaos era menor ou igual a 4 anos;

b) apenas a primeira e a segunda crianga da prole;

¢) um par de cada irmandade, com uma diferenca de idade de 3 anos ou mais;
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d) irmandade dividida pelo sexo, para testar a associagdo do polimorfismo com o
$eX0;

e) par mae-crianca (todos pares possiveis) e

f) mae e uma crianga escolhida ao acaso.

Os autores ndo constataram desvios significativos do esperado quando era analisado
apenas um par por familia, mas quando varios pares eram analisados dentro do mesmo
nucleo familial (por exemplo, pares mae-crianga), apareciam desvios significativos acima
do esperado, atribuidos pelos autores ao denominado “erro estatistico tipo I”.

Embora as consideragdes e os dados de Moura e Krieger (1994) terem sido
contestados por Valenzuela (1996), parece claro que os estudos de segregagdo que
utilizem observagdes intra-familiais de pares de parentes devem ser preteridos em relagdo
as analises tradicionais de segregagdo, menos sensiveis a violagdo do critério de
independéncia de observagdes.

Hatagima e Krieger (1994) também estudaram a dinamica populacional de varios
sistemas polimérficos, incluindo o “polimorfismo da hemoglobina”, em registros de
nordestinos da Hospedaria de Imigrantes de Sdo Paulo. Na analise de segregagdo de
multiplos locos, ndo foram observadas diferengas entre os numeros de homozigotos
observados e esperados, indicando “auséncia de mecanismos biol6gicos atuando sobre
estruturas genéticas complexas”.

Nos estudos retrospectivos acima citados ndo foi, portanto, investigada a existéncia
de um efeito materno ou paterno sobre os heterozigotos. Assim sendo, a metodologia de

estudo da transmissdo dos tragos falciforme e talassémico beta empregada no presente
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trabalho parece ser inédita na literatura, segundo o levantamento bibliografico
computadorizado realizado pela autora, abrangendo os tltimos dez anos.

Na opinido de Fleming (1996), a maior sobrevivéncia pos-natal dos heterozigotos
AS seria, por si so6, responsavel pelo excesso desses individuos nas irmandades,
mecanismo esse mais provavel do que um eventual distarbio de segregagdo. Embora os
estudos desse autor (Fleming ef a/, 1979) realizados na Nigéria realmente demonstrem a
importancia da malaria na maior sobrevivéncia dos portadores do trago falciforme, tal
mecanismo ndo se aplica aos dados observados no presente trabalho, pelas seguintes
razges:

a) a propor¢do de heterozigotos AS e AT na amostra de filhos ndo variou
significativamente com a sua idade, assim como com o tamanho da prole;

b) os indices de mortalidade nas amostras de filhos foram baixos (4,17% para a
hemoglobina S e 2,28% para a talassemia beta);

¢) a malaria mexiste na regido onde foi realizado o nosso estudo;

d) ndo foi demonstrada maior resisténcia dos heterozigotos AS e AT frente a outras
doengas infecciosas e parasitarias prevalentes em nossa regido.

Fleming (1996), ainda argumenta que, frente a um distarbio de segregacdo, deveria
ocorrer obrigatoriamente excesso de heterozigotos entre recém-nascidos, o que ele nido
tem observado em suas investigagdes. Quanto a isso, ¢ preciso ponderar que quando sdo
estudados conjuntamente, em uma unica amostra, filhos de mées e pais heterozigotos, o
efeito materno ¢ diluido e o excesso de heterozigotos pode ndo atingir a significincia

estatistica. Esse fato foi observado diversas vezes durante a obtengdo da nossa
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amostragem, quando a significancia estatistica variava conforme a proporg¢do de casos-
indices maternos (amostras de gestantes) ou paternos (amostra de doadores de sangue)
variava na casuistica total.

Hook (1996) considera extraordinariamente curioso que um efeito materno possa
estar relacionado a dois alelos tdo diferentes, quanto o da hemoglobina S e o da talassemia
beta, embora ambos estejam relacionados ao mesmo produto génico, ou seja, 4 globina
beta. Na nossa opinido, no entanto, o fato de ambos alelos afetarem o DNA da mesma
regido do brago curto do cromossomo 11 talvez seja mais significativo do que o fato de
ambos estarem relacionados ao mesmo produto génico. De fato, a globina beta nio ¢é
fundamental ao embrido e ao feto, uma vez que na vida intra-uterina o sistema respiratorio
vale-se das hemoglobinas embrionarias e fetal (Ramalho, 1986). Dessa forma, o produto

| génico em si provavelmente tenha pouca influéncia na génese do efeito materno descrito
no presente trabalho.

Evidentemente, a geragdo de heterozigotos AS e AT em propor¢do ndo mendeliana
poderia ser teoricamente explicada por varios mecanismos pré e pds-zigdticos, tais como a
produgdo preferencial de gametas, a fertilizagdo preferencial e, 0 que nos parece mais
atraente, a sobrevivéncia seletiva de embrides. Dada a ampliagdo do conceito de marca
gendmica (genetic imprinting) que vem ocorrendo nos ultimos tempos. tal fendmeno
também merece ser considerado.

Exemplos de segregacdo ndo mendeliana (segregation distortion) sdo conhecidos
desde a década de 50, como por exemplo, o excesso de fémeas em Drosophila

pseudoobscura, a disjuncdo ndo casual de cromossomos heteromorficos em fémeas de
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Drosophila melanogaster e o excesso de heterozigotos com o alelo t em ratos machos
(Crow e Dove, 1988). Todos esses exemplos estdo associados a produgdo ndo casual de
determinados tipos de gametas e levaram Sandler e Novitski a preconizar, ainda em 1957,
que “a medida que o estudo genético de organismos superiores tornarem-se mais precisos
e extensos, um numero cada vez maior de casos serdo encontrados, nos quais oS
heterozigotos de certas condi¢des ndo produzem as duas espécies de gametas com igual
frequéncia”. Os autores salientaram também a forga evolutiva desse processo, capaz de
alterar a frequéncia dos alelos nas populagdes.

A manuten¢do do polimorfismo dos alelos t em populagdes naturais do rato
doméstico (Mus musculus) é um exemplo bem conhecido desse processo em mamiferos.
A homozigose de varios alelos mutantes (designados por t") € letal ou esterilizante em
ratos machos. O esperma dos heterozigotos contém, no entanto, entre 85% e 99% de
gametas com os alelos t", de forma que a perda dos alelos mutantes pelos homozigotos é
contrabalancada pelo aumento da produgdo dos machos heterozigotos (Lewontin, 1968).

Na espécie humana, alguns efeitos paternos tém sido descritos na transmissio
hereditaria de algumas condigdes, como o retinoblastoma e a polidactilia. Assim, por
exemplo, Munier er al (1992), analisando polimorfismos do DNA intragénico,
demonstraram a transmissdo preferencial de alelos mutantes do gene do retinoblastoma
(locus RB1) pelo pai em oito familias. Essa distor¢do da segregagdo favorecendo o pai
passava despercebida sem a informag@o molecular, uma vez que o alelo mutante que

causa predisposig¢@o ao retinoblastoma pode ser transmitido por genitores fenotipicamente
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afetados ou ndo, ou, ainda, pode resultar de uma nova mutagdo, usualmente de origem
paterna.

Posteriormente, Munier et a/, (1994) reuniram na literatura 150 genealogias com
diagnéstico preciso de retinoblastoma, com o fim de verificar se a segregacao fenotipica
relativa ao locus RB1 ¢ influenciada pelo sexo do genitor.

A analise de segregagdo demonstrou que 49% dos filhos de homens transmissores
eram afetados, enquanto que apenas 44% dos filhos de mulheres transmissoras eram
afetados. Embora essa diferenga ndo seja estatisticamente significativa, ela € coerente com
os achados anteriores. Além disso, outros estudos realizados independentemente também
constataram distorcdo de segregacdo na prole de pacientes do sexo masculino com
retinoblastoma (Driscoll et al, 1993).

Naumova e Sapienza (1994) propuseram um mecanismo biologico para explicar a
distor¢do de segregagdo no retinoblastoma, supondo que a recombinacdo genética cria
clones de espermatogdnias homozigéticas do mutante do locus RB,;, levando a uma
propor¢gao ndo mendeliana nos espermatozoides. Outra hipotese alternativa estaria
relacionada com alguma vantagem poés-meidtica, facilitando a fertilizagdo pelo
espermatozdide portador da mutagdo. Tal mecanismo tem sido descrito em Drosophila
para o trago SD e no camundongo em relagdo ao haplotipo t. A distorgdo ¢ causada em
ambos os casos pela incapacidade de quase 50% dos espermatozodides de amadurecerem
completamente, levando a uma competigdo gamética entre espermatozdides normais e
disfuncionais. Uma terceira hipdtese seria a da existéncia de um gene modificador ligado

ao sexo, que aumentaria a penetrancia do gene do retinoblastoma.

67



Da mesma forma, Orioli (1995) observou que a frequéncia de polidactilia pos-axial
na prole de pais negros afetados (44%) era maior que na prole de mulheres negras
afetadas (31%). Tal diferenca ndo foi observada na prole de pais brancos afetados (34%) ¢
mies brancas afetadas (33%). Para explicar esse fato, a autora aventou a hipotese de um
gene modificador recessivo ligado ao sexo atuando durante a gametogénese sobre o gene
autossomico dominante da polidactilia. Tal gene modificador seria mais freqiiente entre
negroides e aumentaria a penetrdncia do gene da polidactilia. talvez modificando a
organizacdo da cromatina.

Os exemplos do retinoblastoma e da polidatilia, ambos relacionados a um efeito
paterno na transmissdo hereditaria de genes autossomicos dominantes com penetrancia
incompleta, ndo se aplicam, evidentemente, ao efeito descrito no presente trabalho. No
entanto, eles ilustram a possibilidade de atuagdo de genes modificadores relacionados a
gametogénese, que poderiam ndo apenas atuar na penetrancia de genes autossomicos,
como também poderiam ter um efeito de “imprinting” sobre as células germinativas
(Orioli, 1995).

O termo “imprinting” ou marca gendmica tem sido usado para designar a expressio
diferencial do material genético, seja a nivel cromossdémico ou génico, dependendo da sua
proveniéncia materna ou paterna.

Hall (1990) descreveu varias condigdes na espécie humana nas quais diferengas no
fenétipo, idade de aparecimento e gravidade estdo relacionadas ao sexo do genitor que

transmite o gene. Tais condigdes incluem doengas monogénicas, como a coréia de
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Huntington, outras de heranga mais complexa, como o diabete melito ¢ algumas
sindromes, como a de Beckwith - Wiedemann, Prader - Willi e Angelman.

No entanto, o problema parece ser mais complexo, uma vez que fortes evidéncias
tém sido acumuladas de que algumas areas do genoma (cromossomos, segmentos de
cromossomos e genes) funcionam de forma diferente, dependendo do genitor de quem
eles foram herdados. Esse processo parece ser reversivel e envolve uma modificagdo
temporaria do DNA, parecendo ser uma parte integrante da fungdo gendmica normal,
durante o desenvolvimento e manuten¢do dos organismos. De acordo com Hall (1990),
uma profunda revisdo da genética humana poderia revelar efeitos de “imprinting” em
muitas heredopatias comuns. Segundo essa autora, as informagdes que dispomos ainda
constituem apenas a ponta do “iceberg” e o conceito de “imprinting” podera ser bastante
ampliado no futuro proximo. Assim sendo, embora o conceito atual de “imprinting” nao
se relacione ao efeito descrito no presente trabalho, a ampliagdo do seu conceito podera.
futuramente, esclarecer alguns aspectos do mesmo.

Dentre todas as hipéteses, no entanto, a que nos parece mais plausivel para explicar
o efeito materno favorecendo a transmissdo genética dos tragos falciforme e talassémico
beta ¢ a da sobrevivéncia seletiva de embrides. Da mesma forma, Hook (1996),
comentando os dados preliminares da presente tese publicados no Lancet (Duchovni-
Silva e Ramalho, 1996b) também opinou que a sobrevivéncia seletiva de embrides seria
um mecanismo mais provavel para explicar o efeito descrito, do que o distirbio de
segregacdo envolvendo os gametas. Na opinido desse autor. o fato de a méie ter o mesmo

fenotipo heterozigoto que o embrido, deve contribuir de forma importante nesse efeito.
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Realmente, a analise dos indices de abortamentos verificados na casuistica
demonstrou um fato extremamente interessante, ou seja, um aumento significativo dessa
intercorréncia clinica entre as maes heterozigotas. Assim, nos nucleos familiais
identificados pela mée AS, o indice de abortamento (8,23%) foi significativamente maior
que o verificado naqueles identificados pelo pai AS (0,46%). Da mesma forma, nos
nacleos familiais identificados pela mae AT, o indice de abortamento (7,96%) também fo1
significativamente maior que o verificado naqueles identificados pelo pai AT (1,88%).

Ao discutir esses dados, no entanto, ¢ preciso levar em consideragdo o fato de que as
informagdes anamnésticas referentes a abortamentos espontaneos, sobretudo aquelas
fornecidas pelos maridos, devem sempre ser analisadas com as devidas reservas. Assim,
por exemplo, embora muitas vezes os casais tenham sido entrevistados simultaneamente, ¢
possivel que as informagdes fornecidas pelas heterozigotas sejam mais fidedignas que as
fornecidas pelos casos indice do sexo masculino.

Mais importantes que os abortamentos reconhecidos, no entanto, sdo o0s
abortamentos muito precoces, nos quais a gravidez nem chega a ser diagnosticada. De
acordo com Hook (1996), os nossos dados estariam mais provavelmente relacionados a
esses abortamentos ndo reconhecidos.

Embora os dados das diversas pesquisas ndo sejam absolutamente concordantes no
que diz respeito & incidéncia de abortamentos espontaneos, Jacobs (1986) avaliou que
75% do total de gestagdes ndo chegam ao termo, de tal modo que 25% sdo perdidas antes
da implantagdo uterina, 33% no periodo pos-implantagdo precoce, 15% a 20% entre a 5" e

a 27" semanas e 1% a 2% em periodos mais tardios. Estudos mais aprofundados, que se
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valem da dosagem de gonadotrofina coridnica (B-hCG) no soro de mulheres no periodo
fértil, estimam que 30% a 50% das gestagdes terminam em abortamento espontaneo nio
reconhecido (Wilcox et al, 1988).

Tommerup (1993) postulou que pequenas alteragdes cromossomicas poderiam estar
presentes em um numero significativo de individuos afetados por algumas doengas
mendelianas, algumas ja identificadas e outras ndo. Além das translocagdes insercionais,
outros tipos raros de rearranjos familiais esporadicos tém sido identificados em
mvestigagdes citogenéticas. Conquanto esses rearranjos intra-cromossomicos possam nio
ter implicagdes imediatas para os tragos mendelianos conhecidos, a disseca¢do molecular
futura dessas desordens pode alterar esse quadro (Tommerup, 1993). E possivel, por
exemplo, que se venha a demonstrar a eventual influéncia desse mecanismo na fixacdo do
embrido ao utero e na sobrevivéncia seletiva de embrides.

Pela hipotese ora apresentada, quando a mée e o embrido apresentassem 0 mesmo
fenotipo heterozigoto (AS ou AT), mecanismos moleculares ou imunoldgicos garantiriam
a sobrevivéncia preferencial do embrido, que se livraria do abortamento precoce
espontaneo. Dessa forma, haveria um excesso de abortamentos, reconhecidos ou ndo, de
embrides AA quando a méae fosse heterozigota. Curiosamente, os dados observados no
presente trabalho reforgam de uma forma indireta essa hipotese, uma vez que houve um
significativo aumento do indice de abortamentos entre as mdes heterozigotas AS e AT,
embora esse dado, conforme foi comentado, deva ser interpretado com reservas no que diz

respeito aos abortamentos reconhecidos.
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Como ja foi comentado na parte inicial dessa discussdo, as consequéncias do efeito
materno na transmissdo hereditdria do trago falciforme e do trago talassémico beta
também s6 podem ser analisadas sob um prisma hipotético.

Teoricamente, tal efeito poderia contribuir para a manutengdo do polimorfismo da
hemoglobina S e da talassemia beta. Ainda ¢ impossivel avaliar, no entanto, a importancia
relativa desse mecanismo frente aos outros mecanismos propostos, sobretudo frente a
selecdo pela malaria.

Concluindo esta discussdo, ¢ interessante comentar que o efeito materno evidenciado

no presente trabalho pode, eventualmente, estar relacionado ao tipo de mutagdo de
talassemia beta ou ao tipo de haplétipo do grupamento génico B° apresentado pelo(a)
heterozigoto(a). Quanto a esse aspecto, ¢ importante lembrar que a maioria dos
talassémicos beta da regido de Campinas possui a mutagio B*° ou a mutagdo B> 11"
(Martins ef al, 1993), enquanto a maioria dos portadores da hemoglobina S dessa regido
apresenta os haplotipos Bantu ou Benin (Costa et al, 1992). Essa possibilidade deve ser
considerada, ao comparar os resultados do presente trabalho aos observados em
populagdes de outras regides do Brasil ou de outros paises.

O que nos parece mais importante, no momento, é que o efeito materno observado
na presente tese seja confirmado em outros locais, através de estudos utilizando a mesma
metodologia. Enquanto aguardamos tais estudos, iniciamos uma investigagdo a respeito da

transmissdo genética do trago da hemoglobina C, que também ¢ freqiiente em nosso meio,

afetando 1% a 3% da populagdo negréide (Ramalho, 1986). envolve o mesmo locus da



globina beta no brago curto do cromossomo 11 e cujos mecanismos de manutengdo do

polimorfismo sdo igualmente controvertidos.



BN R e

VI - Conclusées



Os resultados obtidos na presente tese permitiram as seguintes conclusdes:

1- Os heterozigotos AS e AT nascem em propor¢do superior & esperada pela teoria
mendeliana entre filhos (as) de heterozigotas AS e AT, casadas com homozigotos
normais AA. Esse fato evidencia um efeito materno favorecendo a transmissdo

hereditaria dos tragos falciforme e talassémico beta;

2- Um efeito paterno similar ndo é observado entre filhos (as) de heterozigotos AS

casados com homozigotas normais AA.

3- A existéncia de um efeito paterno nio pode ser descartada com seguranca entre

filhos(as) de heterozigotos AT casados com homozigotas normais AA.
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Haldane’s theory of a selective advantage of heterozygotes in the presence of
Plasmodium falciparum malaria has been largely accepted, mainly for the sickle cell gene,
in areas where malaria is still endemic. A similarity between the geografic distributions of
B thalassemia and past incidence of malaria in the Mediterranean basin has also been
shown in many studies, but the protection mechanism of thalassemic individuals is not

completely understood.

Besides some controversial aspects, the malarial hypothesis presupposes that carriers
of sickle cell trait and (3 thalassemia trait are born in Mendelian proportion and are later
favoured by an environmental factor. Differential fertility is also proposed as mechanism
maintaining the balanced polymorphism of B thalassemia in some populations. However,
an eventual distortion favouring the transmission of the mutant allele is also a plausible
| hypothesis.

The Mendelian proportion was tested in the present paper by the x* test in the
progeny of 201 sickle cell trait (AS) and 138 (3 thalassemia trait (AT) people married to
those with normal hemoglobin (AA). The progeny sample was predominantly composed
of children and the AS and AT individuals had few or no symptoms. The mortality rates
were very low to be correlated with AS and AT individuals.

Yet, the recognized average of abortion was more significant between mothers AS
and AT.

The table shows affected and unaffected offspring:
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AS X AA couples (nuclear families, n = 201; offspring, n = 437)

AS AA Total 2 p
Mother (107) 144 89 233 1298283 p=0.000315
Father (94) 103 101 204 00196078  p = 0888639
Total (201) 247 190 437 7434783 p=0.006401

AT X AA couples (nuclear families, n = 138; offspring, n = 282)

AT AA Total > p
Mother (95) 117 66 183 1421311 p= 0000164
Father (43) 57 42 99 2272727 p=0131678
Total (138) 174 108 282 1544681  p=0.000085

Such data show a statistically significant maternal effect favouring the transmission
of S hemoglobin and B thalassemia alleles. As expected, the Mendelian proportion was
confirmed in the offspring of male probands, although the paternal effect can be securely
descarded only among the individuals with S hemoglobin.

Obviously, prezygotic and postzygotic mechanisms of distortion cannot be ignored
and need investigation.

The data may reflect a effect true biological, and very early embryonic deaths among
the conceptuses who are homozygously normal for hemoglobin A explain the relative
excess of heterozygotes surviving to birth. Moreover, the heterozygous maternal
phenotype must contribute importantly to this presumed effect because the differential
outcome is not observed at a significant level if the carrier parent is the father, not the

mother.
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