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RESUMO

Um complexo de genes localizado no braco curto do cromossomo 11 (11p15.5) conhecido
como complexo de genes da B-globina apresenta um elevado nimero de polimorfismos. A
combinacdo de determinado nimero de polimorfismos é denominada haplétipo. Seis polimorfismos
de restricio no complexo de genes da p-globina (Hincll-5'¢, Hindll1-Sy, Hindlll-%y, Hincll-yp1,
Hincl1-3' wp1 e Hinfl 5'f) foram analisados em trés populagdes do Reconcavo Baiano, sendo duas da
zona urbana nos municipios de Cachoeira e Maragojipe e um quilombo na zonarural do municipio de
Cachoeira totalizando 114 individuos. O estudo baseou-se principalmente na distribuicdo de
hapl6tipos constituidos por cinco sitios de restricdo situados a 5'do gene 6. O nimero de haplo6tipos
diferentes encontrados nas populacfes variou de dez a treze, apresentando valores da diversidade
hapl otipica maiores do que o observado nas populacdes parentais. Os haplotipos 2 (+----), 3 (- - - -
+), 4 (- +- - +) e 6 (- + + - +) ligados aos cromossomos B* foram os mais comuns, e dois hapl6tipos
privados foram encontrados na populacdo de Maragojipe, os haplotipos 9 (- + + + +) e 14 (+ + - - +).
Os Outros haplotipos identificados (1, 5, 9, 11, 12, 13, 14 e 16) apresentaram frequiéncias menores.
Tanto a andlise dos sitios de restricdo quanto dos haplétipos deles derivados demonstrou
homogeneidade entre as populagdes. Os niveis de endogamia para os hapl6tipos foram superiores aos
dos sitios de restricdo. Um grupo de trinta e dois pacientes com hemoglobinopatias foi também
analisado (17 Hb.SS, 12 Hb.SC e 03 Hb.CC). Os resultados clinicos do grupo revelaram crises algicas
como a carateristica predominante, colelitiase, eosinofilia, asplenia funcional em adultos falcémicos,
trombose retiniana e Ulcera cutanea de maléolo. Quarenta e cinco porcento dos pacientes Hb.SC
apresentaram hepatomegalia e houve diferenca siginficativa nos niveis de lactato sangtiineo entre os
pacientes Hb.SC e Hb.SS, sendo maior no ultimo grupo. A distribuicdo haplotipica entre as amaostras
e 0 grupo de pacientes revelou uma associacio ndo aleatdria entre os dois grupos. Os haplétipos p°
predominantes foram o BEN e o CAR com freqiiéncias de 52,9 e 32,5%, respectivamente, nos
pacientes Hb.SS. Nos cromossomos B foram observados os haplétipos tipos | e 11 com fregiiéncias
de 55,5 e 44,5%, respectivamente. A frequéncia maior do hapl6tipo BEN esta de acordo com os
registros histéricos para a populacdo do estado da Bahia, mas difere da populacdo de Salvador que
apresentou frequéncias semelhantes para os haplétipos CAR e BEN provavelmente devido a
migragoes internas de afro descendentes oriundos de outras regides do Pais.
Palavras-chave: Haplotipos. Beta-globina. Hemoglobinopatias. Reconcavo Baiano.



ABSTRACT

A cluster of globin genes is located on chromosome 11 near the -globin gene. This region is
referred to B-globin cluster region. DNA markers in the B-globin cluster region are highly variable.
The combination of DNA markers observed on a particular chromosome form what is caled a
haplotype. Six restriction site polymorphisms in the p-globin gene cluster (Hincll-5'¢, Hindll1-%,
Hindll1-"y, Hincll-yp1, Hincll-3'yp1 e Hinfl 58) were analyzed in three populations from the
Reconcavo region of Bahia, totalizing 114 individuals. Two populations were from urban zones in the
cities of Cachoeira and Maragojipe and the third was an afro-descendent population from the rural
zone of the city of Cachoeira. The investigation was primarily based on the analysis of haplotypes
generated by five restriction sites located in the 5'region of the 3-globin gene. The number of
different haplotypes found in the populations varied between ten and thirteen, which represented
higher diversity values than that observed in the parental populations. The haplotypes 2 (+- - - -), 3 (-
---4),4(-+ -+)and 6 (- + + - +) on the chromosomes B* were the most common and two
exclusive haplotypes, 9 (- + + + +) e 14 (+ + - - +) were found in the Maragojipe's population. The
other haplotypes (1, 5, 9, 11, 12, 13, 14 e 16) presented lower frequencies. Restriction site analyses
and the haplotypes derived thereafter demonstrated homogeneity between populations. The
endogamy levels for haplotypes were higher than restriction sites. Additionally, a group of thirty two
patients with hemoglobinopathies (17 sickle cell disease, 12 Hb.SC disease and 03 Hb.CC disease)
was aso analyzed. Clinical assessment of these patients demonstrated that pain crisis was the
predominant trait, followed by colelitiasis, eosinophily, dysfunctional spleen in adults with sickle cell
disease, retinal thrombosis and cutaneous ulcer of ankle. Forty-five percent of the patients with
Hb.SC disease presented hepatomegaly and statistically significant lower levels of sanguine lactate
when compared with patients with sickle cell disease. Haplotype frequencies were significantly
different between the samples and the group of patients. In the sickle cell subgroup, the predominant
haplotypes were BEN and CAR with frequencies of 52,9 and 32,5%, respectively. From the
anthropological viewpoint it is interesting to note that the high frequency of the BEN haplotypeisin
accordance with the historical record for the population of the state of the Bahia. However, it differs
from the population of Salvador (capital of that state), where similar frequencies for the CAR and
BEN haplotypes are found, probably as a consequence of domestic slave trade and subsequent
internal migrations of other regions of the Country.
K ey wor ds: Haplotypes. Beta-globin. Hemoglobinopathies. Reconcavo region of Bahia
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1INTRODUCAO

Os genes que codificam as cadeias globinicas estdo organizados em complexos
multigénicos denominados clusters, localizados em dois diferentes cromossomos. o cluster o
encontra-se no brago curto do cromossomo 16 (16p13.3) e inclui, além dos genes a. (a.2 € o 1), um
gene embrionario ¢, trés pseudogenes (1, o2 € a4), € um gene de funcdo indeterminada (61). Os
genes a sdo duplicados e, apesar de apresentarem diferencas nas regides intronicas e naregiao 3
ndo codificante, produzem cadeias protéicas idénticas (KATTAMIS et a, 1996).

O cluster B est& localizado no brago curto do cromossomo 11 (11p15.5) e inclui 0s genes
€, v, 0 € B, que produzem cadeias de 146 aminoé&cidos. Os genes y, também duplicados, codificam
cadeias que diferem exclusivamente no residuo 136, de glicina para alanina, e por isso sao
denominados genes ®y e *y, respectivamente (VOGEL e MOTULSKY, 2000). A representacio
esguematica dos genes de cadeias globinicas e seus respectivos produtos encontram-se na Figura
1

CROMOSSOMO 11
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Figura 1. Diagrama dos produtos tetraméricos das globinas a no cromossomo 16 e do grupo ndo
a, no cromossomo 11 (adaptado do livro Fundamentos de Genética Médica de GELEHRTER e
COLLINS, 1992).
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As hemoglobinopatias constituem um grupo de doencas de natureza genética, onde
existem alteragdes da por¢do globinica da molécula de Hemoglobina (Hb), classificadas em dois
grupos: edruturais e de sintese. As estruturais sdo caracterizadas pela presenca de alteracdes na
seqiiéncia de aminoécidos da cadeia da globina, resultando na presenca de uma hemoglobina
anormal. As hemoglobinopatias de sintese ou talassemias sdo decorrentes da reducdo ou auséncia
de sintese de uma ou varias cadeias de globina (STAMATOY ANNOPOULOS €t a, 1994).

Clinicamente, as hemoglobinopatias mais importantes sd0 aguelas que envolvem
anomalias dos genes a e b. A gravidade da doenca dependera da heranca, definida pelos
progenitores do individuo, existindo formas homozigéticas e heterozigoticas. Alteractes
envolvendo as cadeias g, e e z s80 letais ja nas fases iniciais da vida (BUNN e FORGET, 1986).

Atualmente sdo conhecidas centenas de hemoglobinas mutantes derivadas, em sua
maioria, de uma mutagdo pontua. Vamos nos estender sobre duas dessas variantes, a
Hemoglobina S (Hb.S) e a Hemoglobina C (Hb.C) devido a sua alta prevaléncia nas populagbes
brasileiras em fun¢do da grande contribuicdo de ancestrais africanos na formacéo das mesmas.

A Hb.S é responsavel pela anemia falciforme (Hb.SS), primeira doenca genética
caracterizada molecularmente, decorrente da substituicio do Acido Glutamico pela Valina na 62
posicéo dacadeiab daglobina. A Hb.C também é decorrente de uma mutagcdo na mesma posicao,
ocorrendo uma troca do aminoécido Acido Glutamico pela Lisina. A Hb.C em homozigose (CC)
€ responsavel por um quadro clinico mais brando, porém similar ao da anemia falciforme.

Outra hemoglobinopatia com ampla distribuicdo em afro-descendentes, é a o — talassemia,
causada pela deficiéncia de sintese das cadeias a da hemoglobina. Uma variedade de mecanismos
genéticos pode determinar a reducdo ou auséncia da expressdo desses genes, mas as delecdes sdo
as causas mais comuns da doenca, afetando um ou ambos os genes no genoma haploide e
resultando nas talassemias o e o°, respectivamente. A mutacdo responsavel pela grande maioria
dos casos de talassemia o é a delecdo de um fragmento de 3,7 Kb (deleciio —*”), envolvendo a
regido 3' do gene a; € 5 do gene oy resultante de um crossing-over desigual (ORKIN, 1987)
(Figura 2).
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Figura 2. O mecanismo mais comum de a talassemia, que se deve a delegdes de um dos dois
genes de a-globina em um cromossomo. O desalinhamento, o pareamento homélogo e a
recombinacdo entre o gene a! de um cromossomo € 0 gene a2 N0 cromossomo homaologo resulta
na delecéo de um gene a. (modificado de ORKIN, 1987).

1.1 POLIMORFISMOS DE DNA NOS GENES DA —GLOBINA

A utilizacdo de endonucleases de restricdo no estudo da molécula de DNA permitiu
verificar a existéncia de variagdo no tamanho dos fragmentos resultantes da agdo dessas enzimas.
As endonucleases de restricdo catalisam clivagens do DNA em sequéncias nucleotidicas
especificas, originando fragmentos de tamanhos definidos, que podem ser separados por
eletroforese em gel de agarose ou poliacrilamida, de acordo com seu peso molecular.

Uma série de eventos mutacionais podem promover alteragdes nos tamanhos dos
fragmentos, abolindo ou introduzindo um sitio de restricdo. Muitas dessas variagdes atingem
freqUiéncias polimorficas em algumas populacdes e foram designadas polimorfismos de tamanho
de fragmentos de redricdo (RFLPs — Restriction Fragments Length Polymorphisms). O
mapeamento pela andlise de enzimas de restricdo do agrupamento génico yo da molécula de
hemoglobina levou ao reconhecimento de uma consideravel variagdo na seqiiéncia de DNA entre
individuos (ANTONARAKIS et al, 1985) (Figura 3).



16

5 £ Gy Ay e (-1 B 39
s - +—Ak L1 i g 1 1 1
I I 1 E !!’.! l! “:'/;T’\ 14 1';1;”L 17
12

Figura 3. Representacéo do cluster de genes da 3—globina com identificagdo dos polimorfismos
descritos com base na utilizacdo de enzimas de restricdo. Os nimeros representam a posicao
aproximada de restricéo pelasenzimas: 1 e9- Taql; 2,6 e7-Hincll; 3,4,e15- Hind Il1; 5 -
Pwll; 8 11 el1l7 - Rsal; 10 - Hinf I; 12 - Hgi A; 13 - Avalll; 14 - Hpa | e 16 - Bam HI
(modificado de ANTONARAKIS et al, 1985).

As variantes de DNA do complexo génico da p—globina reconhecidas como substituicbes
Unicas de nucleotideos sdo representadas com o sinal “+” (presente) ou o sinal “-* (ausente). Um
arranjo especifico de polimorfismos em um cluster génico é chamado de haplétipo (VOGEL e
MOTULSKY/, 2000). Por exemplo, uma determinada disposi¢éo de cinco polimorfismos pode ser
representada por “+ - + - +7 em um sentido de antecedente (5') para posterior (3').

Os haplétipos de DNA ja foram usados para estudar diferentes questdes. a) para
determinar se um evento mutacional encontrado em um gene particular da p—globina ocorreu em
um s6 local (unicéntrico) ou em mais de um local (multicéntrico); b) discriminar entre eventos
epistéticos ligados aos genes que modulam a expressdo fenotipica da mutacéo estrutural da p—
globina e ) tracar o fluxo do gene anormal da p° para outras populagdes. Quando ha informago
suficientemente disponivel, como no caso do cluster génico da p—globina, os haplétipos sdo Uteis
para estudar aorigem e evolugdo das populagdes humanas (NAGEL e RANNEY/, 1990).

Os trabalhos pioneiros para descrever os haplétipos do polimorfismo das endonucleases
de restricdo em torno dos genes da —globina foram realizados por Orkin (1978) e Kan e Dozy
(1978) abrindo o caminho para o estudo da andlise da origem e fluxo génico da mutagdo que
originou aHb.S.

A andlise do polimorfismo dos sitios de restricdo do complexo génico da B—globina
revelou que apenas uma pequena fragdo das combinagdes possiveis entre os sitios (haplétipos)
tem sido encontrada, configurando um forte desequilibrio de ligagdo. Um exemplo desse fato foi
observado em gregos, italianos e asiaicos, onde a andlise de oito sitios polimorficos
representados na Figura 3 (sitios 2 a 9), situados em um segmento com cerca de 34 Kb na regido
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5, revelou a presenca predominante de trés haplotipos (+--+--+-, -++--+-+ e -+-+++-+), dentre 0s
256 esperados apriori (ANTONARAKIS et a, 1982).

O mesmo foi observado para seis sitios localizados em uma regido de aproximadamente
18 Kb, incluindo o gene B e estendendo-se até a extremidade 3' (sitios 12 a 17 da Figura 3). Por
outro lado, entre essas duas regides (0s 0ito sitios daregido 5 e o0s seis da regido 3') existe um
segmento de DNA com 9 Kb, incluindo o gene 8, no qua a taxa de recombinacdo meiética é
cerca de 3 a 30 maior do que o esperado, sugerindo tratar-se de um hotspot recombinacional
(CHAKRAVARTI et a, 1984).

Os primeiros trabalhos com enzimas de restricdo feitos com a enzima Hpa | em vérias
populagbes africanas mostraram que a mutagdo que originou a Hb.S aconteceu
independentemente mais de uma vez (KAN e DOZY, 1978). Pogteriormente, analisando-se 0
polimorfismo de 11 sitios de restricdo do cluster génico da p—globina em quatro regifes distintas
do continente africano, trés haplétipos principais foram identificados: o haplétipo Benin (BEN),
comumente encontrado na Africa Centro-Ocidental; o CAR no Centro-Sul e Oriente Africano e o
haplétipo Senegal (SEN) na Africa Atlantico-Ocidental (PAGNIER, 1984).

Posteriormente, foi demonstrado que a mutagcdo que originou a Hb.S est4 ligada a quatro
haplotipos distintos no continente africano. Além dos trés anteriormente citados, que predominam
nas principais regides geogréficas da Africa, existe um hapl6tipo mais restrito, encontrado na
Costa Oeste da Africa limitado ao grupo énico Eton denominado haplétipo Camardes (CAM)
(LAPOUMEROULIE €t a, 1992). Analises moleculares mais recentes sobre o haplétipo Senegal,
revelaram uma origem muito recente para este hapl6tipo, algo em torno de 2.000 anos (CURRAT
et al, 2002).

1.2 ESTUDOS EVOLUTIVOS DE POLIMORF SMOS DE DNA NO COMPLEXO DE GENES
DA B-GLOBINA

Estudos evolutivos envolvendo a andlise de genes nucleares quando comparados com o
DNA mitocondrial, oferecem desvantagem devido aos processos de recombinagéo e conversao
génica, que dificultam a interpretacéo dos padrfes de variagdo no genoma nuclear. Por outro
lado, o DNA mitocondrial representa apenas uma pequena fragdo comparado ao genoma nuclear
e a quantidade de informagdo que ele contém € limitada. Embora o DNA mitocondrial tenha sido
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a molécula mais extensivamente utilizada com a técnica de RFLP, as mudangas genéticas
envolvidas nos principais processos adaptativos estdo relacionadas ao genoma nuclear.

Os primeiros estudos sobre as relagdes evolutivas de populagdes humanas através de
polimorfismos de DNA na regido 5 do complexo de genes da PB-globina normal (%),
investigaram a distribuicdo de cinco sitios polimorficos para as enzimas Hinc 11 e Hind 111 em
oito populages (ingleses, italianos, cipriotas, indianos, melanésios, polinésios, tailandeses e
africanos) (WAINSCOAT, et al, 1986).

Nesse mesmo trabalho, foram observados trés hapl6tipos mais comuns entre as
populactes ndo africanas (+----, -+-++ e -++-+), embora 0 segundo hapl6tipo ndo tenha sido
encontrado entre tailandeses. As duas populagdes africanas apresentaram um haplétipo (----+)
qgque ndo foi encontrado nas populacbes ndo africanas, com excecdo de dois individuos
provenientes de Papua Nova Guiné, mas que puderam ser distinguidos dos africanos tipicos pela
presenca de um sitio polimérfico para a enzima Taqg |, entre os genes v e y". Dois outros
haplétipos distintos foram encontrados em melanésios e polinésios (+--++ e -++++), sendo
sugerido que se originaram por recombinacao.

Os resultados da andlise de distancia genética levaram os autores a sugerir que, na
evolucdo humana, a divisdo priméria das populagdes originou um grupo africano e um grupo
euro-asiatico, corroborando a hipétese de uma origem africana para 0 homem moderno.

Outro estudo feito com os mesmos sitios de restricdo em populagdes africanas, européias,
asi@ticas e das ilhas do Pacifico encontrou os mesmos padroes de afinidades observados por
Wainscoat et a (1986). Em termos gerais, a distribuicdo dos haplétipos no cluster génico da
globina p* tem revelado o seguinte padrdo de afinidades entre as populacdes humanas: uma
divisdo primaria entre africanos e ndo africanos (euro-asiaticos), seguido de uma divisdo dos ndo
africanos originando caucasdides (europeus e caucasdides ndo europeus) e asiéticos, incluindo as
populacdes das ilhas do Pacifico (LONG et a, 1990; CHEN et al, 1990).

1.3 FILOGENIA DOS HAPLOTIPOS DO COMPLEXO DE GENES DA B-GLOBINA

A filogenia dos haplétipos do complexo de genes da B-globina foi inicialmente proposta
com base em 813 cromossomos de 14 populagbes representativas dos continentes africano,
europeu e asiético (Tabela 1). Foram observados 16 haplétipos sendo que os mais antigos foram
identificados e a partir deles os demais foram inferidos com base na premissa de que sob a
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condicdo de neutralidade, os hapl6tipos mais comuns s80 possivelmente 0s mais antigos, e que 0s
haplotipos raros foram originados por recombinacéo entre haplétipos mais comuns (LONG et 4,
1990) (Figura 4).

Foram identificados haplétipos de primeira, segunda e terceira ordens. Os hapl6tipos de
primeiraordem sdo: 1 (-----), 2 (+----), 3 (----+), 4 (-+--+), 5 (-+-++) e 6 (-++-+). Estes hapl6tipos
foram originados diretamente do hapl6tipo ancestral, provavelmente o haplétipo 1 (-----), ou de
outro haplotipo de primeira ordem, por mutagdo ou conversdo génica. Os haplotipos de segunda
ordem séo: 7 (-++--), 8 (+--++), 9 (-++++), 10 (++-++), 11 (---++), 13 (+---4), 14 (++--+), 15

(+++-+) e 16 (-+---). O Unico haplétipo de terceira ordem observado foi 0 de nimero 12 (++---) .

Tabela 1. Distribuicdo dos Hapl6tipos da f—globina em 14 populactes dos continentes africano,
europeu e asidtico.

Hapl6tipo Populagéo

Ni Be Se Br Gm It Gk Cy In Th Ch MA MB P6 Total
1 - 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 2 1 4
2. +---- 3 1 1 16 7 58 17 59 79 63 26 44 73 43 490
3. -+ 21 17 4 0 1 1 0 0 2 0 46
4, 4+ 6 4 2 0 0 0 1 0 2 0 4 0 4 24
5. -4+-++ 4 0 7 15 5 20 6 14 31 9 2 10 19 6 148
6. —++-+ 0 2 0 5 1 5 10 8 17 4 1 3 0 0 56
7. ++-- 0 0 0 1 2 1 2 1 3 0 0 0 0 0 10
8. +-—++ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 8 0 11
9. ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 1 6
10. ++-++ 0 0 0 0 0 0 1 0 4 0 0 0 0 0 5
11, —--++ 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 3
12, ++--- 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
13, +-—+ 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
14, ++--+ 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
15, +++-+ 0 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 3
16. -+--- 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 2
Amostra 35 30 14 37 16 84 39 82 139 79 30 66 107 55 813

Um sitio de restrigéo polimdrfico € identificado pela presenga com um sinal (+) e pela auséncia com um sinal (-). Ni,
Nigéria; Be, Benin; Se, Senegal; Br, Gra-Bretanha; Gr, Alemanhg; It, Itdia; Gk, Grécia; Cy, Chipre; In, India; Th,
Tailandia; Ch, China; MA, Mdanésia A; MB, MdanésiaB; Po, Polinésia. Dados extraidos de Long et al, 1990.
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Figura 4. RelagOes filogenéticas entre os 16 hapl6tipos observados da f—globina. Os eventos de mutagéo sdo indicados por —, uma
conversao génica por =>, e crossing-over por >----< (modificado de LONG et al, 1990).



21

E importante observar que no esquema proposto por Long et a (1990), o haplétipo 1,
considerado como o possivel ancestral, constitui 0 €lo de ligagdo entre todos os hapl6tipos de
primeira ordem, mas € raro em todas as populagdes j& investigadas, e pode ser formado por
recombinacdes entre os hapltipos de primeira ordem. Em outro estudo realizado, os haplotipos 1
(-----) ou 2 (+----) foram considerados como ancestrais (Figura 5). Entretanto, outros esquemas
podem ser considerados se ndo for levada em conta a importancia relativa da recombinagéo,
mutagcdo e conversdo génica para a formacdo dos haplétipos de segunda ordem (CHEN et al,
1990).
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Figura 5. Historias evolutivas possiveis observadas entre os haplétipos da p—globina. Os pontos
de mutacdo sdo identificados por «; conversdo génica por « -e recombinagdo por |. O haplétipo
precedido por um asterisco (*) néo foi observado (Modificado de CHEN et al, 1990).

1.4 FLUXO GENICO DA HB.S DA AFRICA PARA ASAMERICAS

A Hb.S foi introduzida no continente americano através do tréfico de escravos pelo
Oceano Atlantico. Cerca de 10.000.000 de africanos subsaarianos foram forgados a emigrar para
as Américas como escravos (CURTIN, 1969). Infelizmente, essa € uma peguena fragdo do total
de africanos mortos em guerras interétnicas, tornando-se um atrativo para a captura de
prisioneiros além de um nimero desconhecido que morreu durante o transporte por terra até os
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portos de saida e um ndmero incontavel que morreu nas ilhas dominadas pelos europeus
espalhadas pela costa africana. Se isso ndo bastasse, o total de mortos durante as viagens através
do Oceano Atlantico até chegarem ao continente americano foi extraordinario. Muitos capturados
se lancaram a0 mar quando viam a sua terra desaparecendo no horizonte. Nés nunca
conheceremos com exatiddo a magnitude do genocidio africano (NAGEL, 2004).

Durante os séculos XVII e XVIII mais de 700.000 escravos desembarcaram no Caribe.
Destes, cerca de 200.000 foram levados para outras col6nias de dominio inglés. E surpreendente
a concordancia entre as porcentagens calculadas para os hapl6tipos na populacéo atual e os
registros de escravos importados no periodo colonial. Em decorréncia do estado da Carolina do
Sul ter recebido escravos da Baia de Biafra, a distribuicdo haplotipica deve partir das médias
preditas para todos 0s escravos trazidos pelos ingleses no século XVIII1. Uma alta porcentagem de
individuos da Senegambia (e seus hapl6tipos correspondentes) e uma porcentagem menor de
individuos da Africa Centro Ocidental (haplétipo BEN) deve ser esperada. As freqiiéncias dos
haplotipos ligados & Hb.S podem variar nos EUA de acordo com a porcentagem de individuos
gue descendem de escravos da Carolinado Sul ou Virginia (NAGEL, 2004).

No México, a Hb.S é muito rara e os mexicanos de origem africana estéo limitados a
regido coseira dos estados de Guerrero e Oaxaca. Parainvestigar a origem dos haplétipos ligados
ao0s cromossomos $* e p° numa populagdo mexicana com rotas africanas e que apresentavam
fregliéncias elevadas de Hb.S, foram analisados 467 individuos dos quais 288 ndo aparentados de
diferentes cidades dos estados de Guerrero e Oaxaca na regido de Cogta Chica. A frequéncia de
portadores do traco falciforme foi de 12,8%. Os haplotipos da p—globina foram determinados
para 350 cromossomos de individuos ndo aparentados (313 p* e 37 B°). 15 haplétipos p*
diferentes foram encontrados, dos quais os mais comuns foram os haplétipos. 1 (-----) com
48,9%; 2 ((+----) com 13,4% e o 3 (----+) com 13,4. Os calculos das distribuicdes pareadas e
distancia genética de Nei usando 32 populacdes mundiais mostraram que os hapl6tipos p* sio
fortemente relacionados aos mesticos mexicanos e norte africanos. Os haplotipos CAR, BEN e
SEN que estdo ligados aos cromossomos B° apresentaram fregiiéncias de 78,8, 18,2 e 3,0%,
respectivamente. A comparacdo destes haplétipos com os de outras 17 populagdes revelou forte
semelhanca com a populac&o da regido central da Africa. Estes dados sugerem origens distintas
para os genes p* e p° em individuos mexicanos da regid da Costa Chica (MAGANA et al,
2002).
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Em Cuba, 91 pacientes com gendtipo Hb.SS, 44 criancas e 47 adultos, foram analisados
para os haplétipos da p—globina. Excluindo o haplétipo raro CAM e os haplétipos atipicos, a
distribuicdo entre as criangas foi a seguinte: 43% BEN, 38% CAR e 3% SEN. Nos adultos, a
distribuicdo foi de: 46% BEN, 30% CAR e 9% SEN. (¥* ( = 13,511; p = 0,001). Quando a
amostra total de 198 cromossomos (Hb.SS, Hb.SC e S/ — talassemia) foi considerada, os
hapl6tipos p° apresentavam a seguinte composicdo: 51% BEN, 41% CAR e 8% SEN. Apds o
gjuste para as diferentes fregiiéncias da Hb.S no continente africano, estes nimeros devem
predizer sua origem como sendo: 16% daregido Atlantico-Ocidental (haplétipo SEN), 37,3% da
costa Centro-Ocidental (hapl6tipo BEN) e 46% da regido onde predomina a lingua Bantu
(haplétipo CAR) (MUNIZ et al, 1995).

Esta é uma contradicdo direta com o registro historico apresentado por Curtin (1969) que
estabelece uma porcentagem maior de povos com lingua Bantu (55%) e uma porcentagem menor
de senegaleses (3,4%). Conclui-se que existe uma perda de hapl6tipos Bantu em pacientes com
anemia falciforme em Cuba, particularmente em adultos, e que existe um excesso de haplétipo
SEN também em adultos. Egtas diferencas podem refletir sobrevivéncia diferencial e severidade
da anemia falciforme ligada a estes haplétipos (MUNIZ et al, 1995).

Na ilha francesa de Guadeloupe, foram estudados os haplétipos da p—globina e a delegcdo
o>’ em 534 pacientes (255 adultos e 279 criancas, das quais 159 eram recém nascidas) com
anemia falciforme e outras hemoglobinopatias: Hb.SS (n = 298), Hb.SC (n = 170), S/ —
talassemia (n = 56) e outras formas (n = 10). Os dados dos haplétipos demonstraram que BEN é o
hapl6tipo predominante (75%) e a fregiiéncia da delecdo o>’ é bastante elevada, conseqiiéncia do
trafico de escravos. Estes dados estédo em desacordo com os registros histéricos desta regido e a
composicdo de haplétipos é distinta daquela encontrada no Brasil e em Cuba, mas esta mais
relacionada & regido da Jamaica (KECLARD et a, 1997).

Também na ilha de Guadeloupe, a diversidade de haplétipos atipicos foi estudada em um
grupo formado por 37 pacientes ndo aparentados com anemia falciforme (27 Hb.SS, 9 Hb.SC e 1
S/B — talassemia) onde o gene para Hb.S esta ligado para 20 haplotipos atipicos diferentes. Estes
cromossomos atipicos explicam cerca de 5% dos 477 estudados. 22 subhaplétipos 5 diferentes
entre estes cromossomos. 15 dos 20 hapldtipos atipicos sdo interpretados como produto de
recombinacdo de um Unico crossing-over em torno da regido de hotspot 5 do cluster da B—

globina ou entre os principais hapl6tipos ° presentes na populagdo. Os casos remanescentes
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reguerem outros mecanismos geneéticos, tais como conversdo génica ou substituicdes para gerar
estes haplétipos atipicos (ROMANA et al, 2000).

Na Colémbia, foram analisados 46 pacientes falcémicos ndo aparentados da regido
ocidental daguele pais com grande populacdo de negros. 23 criangcas € 0 mesmo nimero de
adultos foram estudados. A distribuicdo dos haplétipos entre as criancgas foi de: 58% CAR, 38%
BEN e 4% SEN e entre os pacientes adultos foi: 59,4% CAR, 35,1% BEN e 5,5% SEN (p=
0,920). Estes resultados estéo de acordo com os dados histéricos mostrando que a maioria dos
escravos trazidos para a Coldmbia sdo oriundos de Angola (de lingua Bantu) e Sdo Tomé (na
Africa Centro Ocidental) (CUELLAR-AMBROSI et a, 2000).

Na Venezuela, a anemia falciforme e o — talassemia tém distribuicdes heterogéneas com
elevadas fregliéncias na costa ao nivel do mar e poucos casos nas montanhas. A maioria da
populacdo venezuelana é composta da mistura entre europeus (espanhois colonizadores),
africanos (escravos) e amerindios. 191 pacientes ndo aparentados (81 Hb.SS e 15 pacientes
heterozigotos para Hb.S, Hb.C, Hb D e 3 — talassemia e 95 portadores do trago falciforme) foram
analisados. Os cromossomos com haplétipos ° apresentaram a seguinte composicdo: 51% BEN,
29,5% CAR, 12,5% SEN e 2,5% CAM. A delecio o’ da o — Globina foi achada com fregiiéncia
elevada. N& houve diferenca estatisticamente significante na distribuicdo de haplétipos entre
pacientes jovens e adultos com anemia falciforme e portadores do trago falciforme. Apenas 8,6%
dos pacientes foram homozigotos para o haplétipo BEN. Estes resultados revelam uma taxa de
mistura elevada na populagdo africana venezuelana. Além disso, o trafico de escravos para a
Venezuela cobriu um longo periodo com todos os haplotipos representados (ARENDS e
ALVAREZ, 2000).

Outro grupo de pesquisadores na Venezuela estudaram a origem da mutagéo da Hb.S nos
estados de Sucre e Anzoategui na Costa Nordeste da V enezuela através dos hapl6tipos da cluster
da p—globina. Eles acharam resultados semelhantes aos publicados para os pacientes dos estados
centrais, mas diferentes de outras regides do pais. A amostra Sucre-Anzoategui demonstrou que o
haplotipo CAR é predominante. Estes achados podem ser explicados por efeito fundador, deriva
genética, isolamento e endogamia (VIVENES DE LUGO et al, 2003).

No Brasil, o primeiro estudo para caracterizar os haplétipos da p—globina foi realizado em
74 cromossomos B° de afrodesendentes brasileiros. Foram encontrados os trés hapl6tipos mais

comuns ligados & mutagdo da ° provenientes do continente africano em 67 cromossomos. 49
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(66,2%) foram identificados como hapl6tipo CAR, 17 (23,0%) foram identificados como sendo
haplotipo BEN e um (1,3%) com o haplotipo SEN. Sete cromossomos (9,5%) continham
haplotipos atipicos. Esta distribuicdo é diferente daquela observada nos Estados Unidos e
Jamaica, onde o haplétipo BEN predomina e resulta de diferentes padrdes de transporte de
escravos para as regides Norte e Sul do continente americano (ZAGO et al, 1992).

Outro estudo com haplétipos do cluster B° foi realizado em 74 pacientes com anemia
falciforme de trés cidades representativas das regides que apresentam o0 maior nimero de negros
do Pais: Ribeirdo Preto (SP) naregido Sudeste, Sdvador (BA) naregido Nordeste e Belém (PA)
na regido Norte. Em todos os 138 cromossomos foram encontrados os trés haplétipos africanos
mais comuns. O haplétipo CAR predominou nas trés regides (73,1% em Sado Paulo, 54,8% na
Bahia e 65,9% no Pard) seguido do haplétipo BEN (25,4% em Sao Paulo, 45,2% na Bahia e
27,6% no Para) e um pequeno nimero de casos com haplétipo SEN em S&o paulo (1,5%) e no
Para (6,9%). A média do haplétipo predominante CAR para as trés regifes (65,9%) esta de
acordo com os dados histéricos, os quais indicam que cerca de 70% dos escravos africanos
transportados para o Brasil sGo provenientes de Angola, Congo e Mogambique (FIGUEIREDO et
al, 1994).

Em trés comunidades formadas por descendentes de escravos da regido Norte do Pais,
Curiau, Pacoval e Trombetas, foram analisados os hapl6tipos da p—globina em cromossomos B,
B° e B°. A distribuicdo haplotipica dos cromossomos p* é consistente com a origem africana das
populagdes com algum grau de diferenciacéo local e mistura com populagdo caucasiana ancestral
ou amerindia. A distribuic&o dos haplétipos ligados aos cromossomos f3° (60% CAR, 30% SEN e
10% BEN) sugerem que o0s escravos africanos trazidos para a regido Norte tem sido
predominantemente de regides onde o hapl6tipo CAR predomina. Apesar disso, existe também a
evidéncia da presenca de escravos provenientes da Africa Atlantico Ocidental (PANTE-DE-
SOUZA et al, 1999).

No estado da Bahia, 80 pacientes com anemia falciforme foram analisados em Salvador,
cidade brasileira com maior populacdo africana resultante do tréfico de escravos. Os gendtipos
foram CAR/CAR em 17 pacientes (21,3%), BEN/BEN em 17 (21,3%), CAR/BEN em 37
(46,3%), BEN/SEN em 1 (1,25%), BEN/ATP em 1 (1,25%), CAR/ATP em 6 (7,5%) e ATP/ATP
em 1 (1,25%). Um total de 77 cromossomos (48,1%) foram caracterizados como haplétipo CAR,
73 (45,6%) com BEN, 1 (0,63%) como SEN e 9 (5,63%) como atipico. O equilibrio de Hardy-
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Weinberg para os homozigotos CAR/CAR e BEN/BEN e uma elevada proporcéo de
heterozigotos CAR/BEN n&o era esperado, considerando-se que a Bahia historicamente recebeu
maior quantidade de escravos da Africa ocidental do que da Africa Central (GONCALVES et dl,
2003).

1.5 HAPLOTIPOS ATIPICOS f°

Os haplétipos do cluster da B—globina tém aproximadamente 2000 anos. Por isso, ndo
surpreende que eles possam ter sofrido mudancas nas sequiéncias préximas a eles. A maioria dos
cromossomos B° tem um dos cinco hapl6tipos mais comuns designados como Benin, Bantu,
Senegal, Camardes e Arébico-indico. Entretanto, 5 a 10% dos pacientes com anemia falciforme
apresentam cromossomos incomuns, geralmente chamados de hapl6tipos atipicos.

Com o objetivo de explorar os mecanismos genéticos que geram estes hapl6tipos atipicos,
outros marcadores polimérficos menos estudados no cluster de genes da globina B° foram
analisados em 40 cromossomos com haplétipos atipicos do Brasil e Camardes (ZAGO et al,
2000). Os seguintes polimorfismos foram examinados. sete polimorfismos do cluster eysp3, um
padrdo de insercdo/delecdo de uma seqiiéncia de 6 pb anterior a0 gene %y, HS-2 LCR
(AT)XR(AT)y e uma repeticéo principal (AT)xTy anterior a0 gene 3, o polimorfismo GC/TT
localizado a-1105-1106 do gene ®y, o polimorfismo C/T a-551 do gene p e uma estrutura dentro
do gene B3 (Figura6).

Entre os sujeitos brasileiros, a estrutura atipica mais comum (7 de 16) foi um subhaplétipo
Bantu 3 associado com diferentes seqiiéncias 3, enquanto em doiS Cromossomos um
subhaplotipo Benin 3’ estava associado com dois subhaplotipos 5’ diferentes. Uma configuragéo
hibrida Benin/Bantu foi também observada. Em trés cromossomos, 0 haplotipo atipico diferiu
pela mudanca de um Unico sitio de restricdo. Em dois dos 134 cromossomos identificados como
haplétipos tipicamente Bantu foi observada uma seqiiéncia repetitiva discrepante na Regido
Controladora do Lécus (LCR), provavelmente devido a um crossig-over na regido 5'do gene ¢
(ZAGO et a, 2000).
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Figura 6. Haplotipos atipicos e os mecansmos envolvidos na sua formagdo em pacientes com
anemia falciforme do Brasil e Camardes. (modificado de ZAGO et a, 2000).

Entre os 80 cromossomos p° de Camardes, 22 estavam associados com um hapl6tipo
atipico. A estrutura mais comum foi representada por um hapl6tipo Benin (da LCR ao gene B)
com um segmento 3' ao gene f ndo pertencente ao haplotipo Benin. Em dois casos, a LCR do
haplotipo Bantu estava associada com um hapl6tipo Benin e um segmento 3' a0 gene B ndo
pertencente ao haplotipo Benin. Em trés outros casos foi observada uma estrutura mais complexa:
um hibrido Benin-Bantu-Senegal ou outros tipos de haplétipos. Estes dados sugerem que os
hapltipos atipicos da ° ndo sdo incomuns na América e na Africa. Estes hapl6tipos sdo gerados
provavelmente por uma variedade de mecanismos genéticos incluindo: @) mudangas isoladas de
nucleotideos em um dos sitios polimorficos de restricdo; b) crossing-overs simples e duplos entre
dois haplétipos f° tipicos ou mais frequentemente entre um haplétipo B° tipico e um haplétipo

associado a um cromossomo B diferente e ) converso génica (ZAGO et al, 2000).
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Uma questdo interessante é se 0s haplotipos atipicos tém propriedades bioquimicas ou
clinicas diferentes dos haplotipos tipicos onde eles se originaram. Em um estudo feito com afro
americanos que tinham um cromossomo com hapl6tipo atipico ou Camardo associado a um
haplétipo tipico B, vinte hapl6tipos atipicos foram encontrados. A distribuicao dos subhapl6tipos
5 dos cromossomos atipicos refletiam a distribuicdo dos hapl6tipos comuns em afro-americanos
com anemia falciforme. Nem os subhaplétipos 5, nem os subhapl6tipos 3'dos cromossomos
atipicos afetaram os niveis de Hb Fetal e volume corpuscular médio nos individuos com o
hapl6tipo Benin. Aqueles subhaplétipos 5° ndo afetados podem ser uma conseguiéncia: do
pequeno numero de subhaplotipos 5 Senegal na amostra estudada, da necessidade de ligacéo
dos subhaplétipos 5'e 3' de qualquer haplétipo parater um efeito sobre os niveis da Hb Fetal, ou
entdo a probabilidade de que um gene p normal tenha contribuido para os subhaplétipos 5 de
algum haplétipo atipico (STEINBERG €t al, 1998).

1.6 ORIGEM E DISPERSAO DOS HAPLOTIPOS LIGADOS A GLOBINA B¢

A Hb.C tem o epicentro da sua frequéncia em Burkina Faso e ela decresce
concentricamente na Africa Centro-Ocidental, mas restrita & regido ocidental do Rio Niger. Um
estudou feito com 1059 individuos em Burkina Faso, encontrou fregiiéncias elevadas paraa Hb.S
(10%) e Hb.C (5%) na regid mais &ida. Porém, nas savanas daquele pais foi encontrado o
inverso: 3% para a Hb.S e 14% para a Hb.C. Nenhum homozigoto Hb.SS foi encontrado com
idade acima de 1 ano e os genétipos Hb.SC e Hb.CC foram encontrados com freqiiéncia abaixo
do esperado. As condi¢cBes médicas e ambientais impedem a sobrevivéncia dos individuos Hb.SS
e diminui a sobrevivéncia dos individuos com gendtipos Hb.SC e Hb.CC (Labie et al, 1984).

Por outro lado, a Hb.C impede que os seus portadores morram de malaria. Este poder
seletivo da Hb.C foi demonstrado in vitro (OLSON e NAGEL, 1986) e em estudos populacionais
(MODIANO et al, 2001) mostrando que os individuos homozigotos Hb.CC sdo mais protegidos
dos efeitos da malaria que os homozigotos Hb.SS. Os estudos in vitro demonstraram que as
hemécias de individuos Hb.CC embora tenham permitido o desenvolvimento do parasita, diminui
a liberacdo dos merozoéitos (OLSON e NAGEL, 1986).

Foi sugerido que apenas uma parcela de hemacias de individuos Hb.CC suportam a

replicacdo normal do parasita e que os componentes de protegdo a maléria associados ao genétipo
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Hb.CC podem afetar a capacidade de replicagdo e envolver aformacéo de proteinas aberrantes da
superficie de membrana das hemécias (FAIRHURST et al, 2003).

Os dados epidemiol6gicos demonstraram que a Hb.C est4 associada com 29% de reducéo
dos riscos clinicos da maléria em heterozigotos HbAC (p = 0.0008) e de 93% nos homozigotos
Hb.CC (p = 0.0011) em Burkina Faso. Estes achados juntos com a patologia limitada da
hemoglobinopatia C comparada aos genotipos Hb.SS e Hb.SC e a baixas fregiiéncias da Hb.S
junto ao epicentro geografico da Hb.C sustentam a hip6tese de que, a longo prazo e na auséncia
de controle da maléria, a Hb.C deve substituir a Hb.S na Africa Centro-Ocidental (MODIANO et
al, 2001 e HEDRICK, 2004).

Num estudo feito com 25 cromossomos B¢ e os seus haplétipos ligados, 22 cromossomos
foram idénticos para todos os sitios e possuiam um haplétipo que apresentou-se raro para 0S
cromossomos B de negros americanos (Figura 7). Foram observados 2 haplétipos diferentes
entre 0s 3 cromossomos restantes. Estes haplétipos foram idénticos na maioria dos alelos B© na
estremidade 3' do cluster da —globina, mas diferentes na regido 5'. A analise adicional de 14
alelos B demonstraram completa associacio com os polimorfismos tipicos da € na regigo 3'do
cluster. Estes podem facilmente ser explicados através de uma Unica origem da mutagdo seguido
por uma difusdo desta mutacdo para outros haplétipos através de recombinacdo meidtica na
regido 5 do gene da p—globina (BOEHM et al, 1985).

Entretanto, mais pesguisas demonstraram que o quadro € mais complexo. Na Tailandia, a
histéria é diferente. Em 12 heterozigotos AC e trés heterozigotos compostos para Hb.C e Hb E,
todos 0s cromossomos < foram associados com o hapl6tipo (+-----+), indicando uma origem néo
africana paraaHb.C na Tallandia (SANCHAISURIYA et al, 2001).

Na Sicilia (Itdlia), em 12 familias e um individuo ndo aparentado de origem siciliana,
foram encontrados dois haplétipos diferentes associados com a Hb.C, correspondentes aos
haplotipos | e |1 descritos anteriormente em afro americanos. Na Sicilia, 0 haplétipo | foi o mais
freqUente ligado a um sitio polimorfico para a enzima Hpal naregido 3' do cluster da p—globina
(um fragmento de 13 Kb), semelhante ao haplétipo | encontrado em afro americanos, enquanto o
hapldtipo 11, menos fregliente, estava ligado a um fragmento de 7 Kb para a enzima Hpal que
nunca tinha sido atribuido a0 cromossomo B°. Na Itdlia, estes dois hapl6tipos foram encontrados
em raros €asos em associagdo com os cromossomos . Estes achados sugerem que: @) a mutagio

B¢ na Sicilia é derivada de um gene africano e ndo representa uma nova mutagdo e b) o segundo
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haplotipo pode ter se originado ou por eventos mutacionais maltiplos em cromossomos separados
ou por mutacdo no sitio Hpal na regi&o 3'em um cromossomo B¢ preexistente (TRAVI et al,
1992).
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Figura 7. Hapl6tipos dos cromossomos €. O cluster da B—globina é mostrado na parte superior
com polimorfismos indicados para cada sitio de restricdo (7). Os sitios polimérficos da regido 5’
para3’ sd0 os seguintes: Hinc |1 5'parao gene g, Hind 111 para®y ey em IVS-I1, Hinc Il parayp
e 3’ da mesma regido, Ava Il para p—VS-I, Hpa | e Bam H1 para a regido 3'do gene . A
presenca (+) ou auséncia (-) da clivagem para sitio polimérfico define os trés haplotipos
encontrados nos cromossomos B¢ analisados com a adic&o do sitio Hinc |1 daregio 5’ do gene B
(modificado de BOEHM et al, 1985).

1.7 ASPECTOS CLINICOS DOS PACIENTES COM HEMOGLOBINOPATIAS

Quando as heméacias de uma paciente falcémico passam pela microcirculagdo, a Hb.S se
polimeriza levando as células do seu estado bicdncavo normal assumir a forma de foice. Quando
isto ocorre, as hemécias tém a propensdo de aderirem-se a0 endotélio dos vasos sanguineos
dificultando a passagem do fluxo sanguineo e, conseqiientemente, a diminui¢éo do fornecimento
de oxigénio para os tecidos. As hemécias falcémicas sdo extremamente susceptiveis a hemdlise
causando anemia crénica (ASHLEY-KOCH et al, 2000).

A anemia crbnica é geralmente moderada e ndo € a principal fonte de morbidade para
individuos falcémicos. Entretanto, a presenca de infec¢Bes virais, tais como Parvovirus, pode
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levar a reducéo temporéria da producéo de células sanglineas. Este quadro é chamado de aplasia
medular. Primariamente, a morbidade na anemia falciforme aparece com eventos de vaso-ocluso
ou danos teciduais resultantes da obstrucdo dos vasos sangiiineos. Alguns dos sintomas mais
comuns incluem crises dolorosas, sindrome aguda toracica, acidente vascular cerebral e
disfuncbes renais e esplénicas. As crises dolorosas sdo episodios de dores musculo-esqueléticas
excruciantes (PLATT et al, 1991) e a sindrome toracica aguda requer o mesmo tratamento
dispensado aos pacientes com pneumonia (CASTRO et al, 1994).

As complicacfes cérebrovasculares incluem ataques de isquemia transiente e infartos
isquémico e hemorrégico. Sequiestro esplénico € o resultado do represamento do sangue no bago
gue leva a anemia severa e ao choque hipovolémico. Apds a primeira infancia, os pacientes
falcémicos se tornam mais susceptiveis as infecgdes bacterianas devido a asplenia funcional e as
alteracOes imunolégicas (ASHLEY -KOCH et al, 2000).

Os sintomas normalmente aparecem dentro dos seis primeiros meses de vida, mas existe
uma variabilidade clinica consideravel. O gendtipo é o fator de risco mais importante para a
severidade clinica. Os individuos homozigotos para a Hb.S exibem manifestagtes clinicas mais
severas, seguidos pelos individuos com gendtipo Hb.S/B° — Talassemia. Individuos com
hemoglobinopatia Hb.SC e Hb.S/B™ — Talassemia exibem um quadro clinico mais benigno da
doenca (GILL et al, 1995). Entretanto, individuos com hemoglobinopatia Hb.SC apresentam
maior risco para complicagdes tromboembdlicas, retinopatia e necrose papilar renal quando
comparados com pacientes Hb.SS (BALLAS et al, 1982). Individuos Hb.SS e Hb.S/p° —
Talassemia apresentam maior incidéncia de sindrome torécica aguda e crises dolorosas do que 0s
individuos com hemoglobinopatia Hb.SC e Hb.S/B" — Talassemia (PLATT et a, 1991 e
CASTRO ¢t al, 1994).

A taxa de complicagdes cerebrovasculares é maior entre individuos com genétipo Hb.SS
comparado com 0s outros trés genétipos (OHENE-FREMPONG et a, 1998). Quanto a
expectativa de vida, individuos Hb.SS tém em média vinte anos a menos do que os individuos
Hb.SC, provavelmente devido as diferencas observadas quanto a severidade clinica para estes
dois gendtipos (PLATT et al, 1994). No Brasil, a taxa de mortalidade infantil por anemia
falciforme é de 25% e 80% dos pacientes vao a 6bito até ostrinta anos de idade (ALVES, 1996).

Outros fatores que estéo relacionados a variabilidade clinica da anemia falciforme sdo os

haplotipos da B-globina, ainteragdo com a a-talassemia e os niveis de Hb. Fetal. Os haplétipos do
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complexo de genes da B-globina estdo associados a diferentes niveis da Hb. Fetal e
correlacionados com a severidade da anemia falciforme (PLATT et a, 1994 e THOMAS ¢t 4,
1997). Entre os trés haplétipos mais comuns encontrados na anemia falciforme, o haplétipo SEN
esta associado com a forma mais benigna da anemia falciforme, seguido do hapl6tipo BEN. O
haplotipo CAR esté associado com a forma mais severa da doenca. Na Africa, pacientes
falcémicos que tém o haplétipo CAR, apresentam o dobro do risco de terem complicacOes e
morrem mais precocemente do que os pacientes que apresentam outros haplotipos (THOMAS et
al, 1997).

Uma questdo levantada é se os diferentes haplétipos ligados ao cluster de genes da
globina B° estdo associados a diferentes caracteristicas hematolégicas em pacientes com
hemoglobinopatia SC. Em um estudo com 73 pacientes adultos com hemoglobinopatia SC, os
hapl6tipos BEN, CAR, SEN e ATP (atipicos) estavam presentes em 56%, 25%, 6% e 12%,
respectivamente. N& houve diferencas edtatisticas significantes para o0s parémetros
hematologicos e niveis de Hb Fetal entre os pacientes com as combinagdes BEN/C, CAR/C,
SEN/C e ATP/C. Dos hapl6tipos ligados aos cromossomos B¢, foram encontrados 71% C |, 18%
C Il e 11% outros haplétipos pC. Os niveis de Hb Fetal foram mais baixos em pacientes com
hemoglobinopatia SC do que em pacientes com anemia falciforme, possivelmente porque os
haplotipos ndo tém efeito discernivel sobre os niveis de Hb Fetal e ndo modulam os aspectos
hematologicos (STEINBERG et al, 1996).

A Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal (PHHF) é outro fator associado com um
guadro clinico mais brando da anemia falciforme. Isto ocorre devido a uma superexpressdo dos
genes das cadeias y-globina (THOMAS et al, 1997). Entretanto, esta € uma condic¢éo rara, pois €
encontrada em média um a cada 188.000 pacientes falcémicos (LOREY et al, 1996). Entre a
maioria dos pacientes com anemia falciforme, os niveis de Hb. Fetal variam consideravelmente.
Aproximadamente 40% desta variagdo é devido ao aumento na producdo do locus FCP (F-cell
production) no cromossomo X e apenas 14% devido aos haplotipos do complexo de genes da -
globina (CHANG et a, 1997).

A interagdo entre a Hb.S e o-talassemia tem sido descrita como um dos fatores
responsaveis pela melhora no quadro clinico de pacientes com anemia falciforme. Estudos
demonstraram que a a-talassemia esta associada com um baixo risco de acidente vascular nestes

pacientes. Possiveis efeitos protetores da a-talassemia sdo desconhecidos, mas pode ser relatada a
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diminuicdo de hemolise e propriedades mais favoréveis das células vermelhas do sangue
(ADAMS et al, 1994). Outros estudos revelaram que a a-talassemia é favoravel a sobrevivéncia
de individuos com anemia falciforme, fato comprovado com a observacdo do aumento da
fregliéncia do gendtipo “-a” encontrado nos pacientes falcémicos, com o aumento progressivo da
idade (MEARS et al, 1983). Os valores dos indices hematimétricos, VCM (volume corpuscular
médio) e HCM (hemoglobina corpuscular média) nos portadores de anemia falciforme associado
a o-talassemia, mostraram-se dentro da normalidade, parecendo estar associado com funcéo
esplénica normal nesses pacientes (ADEKILE et al, 1996). Entretanto, a interagdo entre as duas
doencas aumenta a susceptibilidade a outras complicacdes, tais como crises dolorosas (GILL et
al, 1995).

Nesta introducdo, procuramos passar de forma suscinta um quadro geral da origem e
dispersdo dos hapl6tipos ligados a B-globina no continente americano com destague para o Brasil.
A utilizagdo das informacdes relativas aos polimorfismos de DNA no complexo de genes da f3-
globina, nos dltimos 30 anos, aumentou significativamente a nossa compreensdo sobre os
aspectos genéticos envolvidos na modulagdo da anemia falciforme e outras hemoglobinopatias
bem como, a histéria natural destas doencas, saindo do continente africano para outros
continentes, impulsionada principalmente pelo trafico de escravos.

O Brasil foi o pais que recebeu o maior contigente de escravos oriundos das principais
areas geogréficas do continente africano. Apesar de varios estudos com polimorfismos de DNA
no complexo de genes da B-globina terem sido realizados em populacbes brasileiras, as
informagoes referentes ap estado da Bahia ainda séo escassas. A grande maioria dos estudos
realizados no estado foram feitos na capital Salvador e informacfes sobre a sua dinamica em
populagdes do Reconcavo Baiano ainda séo desconhecidas.

A regido agropecuéria e de armagdes de pesca do Recdncavo Baiano sempre esteve ligada
a cidade do Salvador por uma linha histérica continua. Nesta regido, quatro comunidades estdo
em processo de titulagdo nos municipios de Cachoeira e Maragojipe, mas cerca de 300 a 500
comunidades quilombolas no estado cuja maioria encontra-se no Recdncavo Baiano ja foram
listadas por militantes de entidades ndo governamentais. Por isso, temos o interesse em investigar
as frequéncias dos polimorfismos de DNA da B-globina nestas populagdes para compreender
melhor a variabilidade genética bem como a incidéncia das hemoglobinopatias entre elas.



20BJETIVOS

1. Descrever e quantificar a variabilidade genética dos municipios de Cachoeira e
Maragojipe, localizados no Reconcavo Baiano, em relagdo aos polimorfismos de
DNA no complexo de genes da -globina e dos haplétipos deles derivados.

2. Caracterizar molecularmente os haplétipos da regido 5’ ligados ao grupo de genes
da B-globina com a finalidade de se estabelecer a origem geografica das mutactes
presentes nos genes das moléculas de hemoglobinas Hb.S e Hb.C, contribuindo
para a obtencdo de dados relativos a historia natural da doenca nas populagtes em
estudo.

3. Estimar a taxa de recombinacdo entre os sitios analisados para a regido do
complexo de genes da B-globina e investigar a associagdo da distribuicdo
haplotipica com as populagdes analisadas e 0s pacientes com hemoglobinopatias.

4. Quantificar o grau de mistura énica nestas populagdes, através das freqiéncias
dos sitios de restricéo e dos haplétipos do complexo de genes da -globina

5. ldentificar as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com
hemoglobinopatias e determinar a freqiiéncia da delecdo o®’ e suas possiveis
relacbes com a manifestacdo clinica da anemia falciforme e outras
hemoglobinopatias.
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3MATERIAISE METODOS

3.1 CARACTERIZACAO DA REGIAO DE ONDE FORAM OBTIDAS AS AMOSTRAS

O Recdncavo baiano, é a area localizada em torno da Baia de Todos os Santos, tendo no
seu limite norte a cidade de Salvador, capital do estado da Bahia (figura 8). Recdncavo significa
cavidade, fundo de baia, terra circunvizinha de uma cidade ou porto. Formado por cidades como
cachoeira, Sd0 Félix, Santo Amaro, Nazaré e Maragojipe, 0 Recbncavo foi, desde seus
primérdios, uma regido de base agricola, que durante muito tempo teve sua produgdo exportada
para a Capital pelas &guas da Baia de Todos os Santos, com destaque para 0 agucar, durante o
periodo colonial, e para o fumo, na virada do século XX, sobretudo Maragojipe, cuja producéo
comegou a declinar na década de 1950, até a extingdo total no inicio da uUltima década
Atualmente, a regido busca novas alternativas para a revitalizagdo de sua economia,
vislumbrando como uma delas o turismo.

O municipio de Cachoeira localiza-se na microrregido de Santo Anténio de Jesus. Ja foi
conhecido pelo apelido de "Meca da Bahia', pela forte influéncia malé na cidade. De acordo com
o IBGE, no ano de 2003 sua populacdo era estimada em 31.071 habitantes. Sua area territorial
compreende 398 km2. Suas coordenadas geogréficas sdo 12° 37' 04" de latitude sul e 38° 57' 21"
de longitude oeste de Greenwich. Inicialmente era uma regido habitada por indios e foi a
iniciativa de duas familias portuguesas, os Dias Adorno e os Rodrigues Martins, que possibilitou
sua elevacdo a Freguesia de Nossa Senhora do Rosario. Em 1698, tornou-se Vila de Nossa
Senhora do Rosério do Porto da Cachoeira do Paraguagu - 0 nome se da por se situar proxima as
quedas d"&gua presentes na cabeceira do Rio Paraguacu. Ja em inicios de 1800, a sociedade
cachoeirense detém grande influéncia politica e participa ativamente das guerras pela
Independéncia da Bahia, em 1821. A vila foi elevada a categoria de cidade por decreto imperial
de 13 de marco de 1873 (Lei Provincial n° 43). Cachoeira é considerada Monumento Nacional
pelo Instituto do Patrimdnio Histérico e Artistico Nacional (IPHAN).

Santiago do Iguape € uma pequena vila de pescadores e pequenos agricultores
guilombolas, pertencente ao municipio de Cachoeira, localizada na margem esquerda da Baia do
Iguape, fundada pelos padres jesuitas em 1561 na entdo Capiténia de Mem de Sa. Esta baia €
formada pelo alargamento do Rio Paraguagu ja perto da sua foz, (sofrendo inclusive influncia das
marés), logo apos o rio passar pelas cidades de Cachoeira e S&o Félix. O nome Iguape é
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originario da lingua dos indios e quer dizer, "lugar existente no seio d'agua’. As coordenadas
geofraficas sdo 12° 41’ 05’ de latitude sul e 38°51' 35’ de longitude oeste de Greenwich.

O municipio de Maragojipe esta localizado na Reserva Extrativista Marinha da Baia do
|guape — RESEX e na APA — Area de Proteciio Ambiental da Baia de Todos os Santos, ocupando
um espaco territorial de 450 Kn, entre os pardelos, de 12° 47’ de latitude sul e 38° 56’ de
longitude oeste de Greenwich. Maragojipe conta com uma populagdo de cerca de 42.000
habitantes e por situar-se numa regido de estudrio, hA muitas colbnias de pescadores e
comunidades ribeirinhas que depende da pesca.

A amostra deste estudo foi formada por individuos ndo aparentados dos municipios de
Cachoeira e Maragojipe em programas comunitarios de salide, realizados pela Faculdade
Adventista da Bahia em parceria com a Quarta Divisdo Regional de Salide do Estado da Bahia e
as secretarias municipais de salde. Nestes programas foram oferecidos vérios servicos a
populagdo tais como: vacinagdo, orientacdo para gestantes, educacdo sexual, tratamento
odontolégico, afericdo da pressdo sangliinea, dosagem da glicemia, dentre outros.

No municipio de Cachoeira foram formados dois grupos: o primeiro com 34 alunos de
uma escola publica da zona urbana e o outro grupo com 44 individuos do quilombo de Santiago
do Iguape. No municipio de Maragojipe o grupo foi formado por 48 individuos da zona urbana.

Também foram selecionados 32 pacientes ndo aparentados com hemoglobinopatias e 22
portadores do traco falcémico (Hb.AS) diagnosticados no Laboratério de Genética da Faculdade
Adventista de Fisioterapia provenientes dos municipios de Santo Anténio de Jesus, Cachoeira,
Sapeacu e Cruz das Almas. Os pacientes foram atendidos no ambulatorio do Hospital Luis
Argolo no municipio de Santo Antdnio de Jesus e no Hospital Pediatrico de Cruz das Almas
(HIPER). Egtes hospitais dispdem de um servico de atendimento para 0S pacientes com
hemoglobinopatias atendendo aos outros municipios da regiéo.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos os participantes dos programas comunitérios de salide e pacientes cujos
pais e avos sdo provenientes da regido do Reconcavo Baiano além da participagdo voluntéria

mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
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3.3 ASPECTOSETICOS

ApOs receberem as orientagdes sobre a participagdo na pesquisa, os voluntérios assinaram
0 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) de acordo com a Resolugdo CNS
196/1996 contendo as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesguisas Envolvendo Seres
Humanos e a Resolugdo CNS 340/2004 contendo as Diretrizes Para Andlise Etica e Tramitagio
dos Projetos de Pesquisa da Area Temética Especial de Genética Humana. Quando os voluntérios
eram menores de 18 anos, seus pais ou responsaveis assinavam o TCLE. Esta pesguisa foi
registrada e aprovada no CEP da Faculdade de Ciéncias da Salde da Universidade de Brasilia e
na CONEP com o niumero do CAAE 0021.0.000.012-04.

3.4 COLETA DE AMOSTRA BIOLOGICA E ANALISES LABORATORIAISE
MOLECULARES

Foram coletadas amostras de 5 ml de sangue por via parenteral em tubo com
anticoagulante EDTA (0,03%) dos voluntarios para realizacdo das andlises eletroforéicas e
moleculares nos laboratdrios de genética da Faculdade Adventista da Bahia e da Universidade de

Brasilia.

3.5 PREPARO DQ HEMOLISADO, DETERMI NAQAO DO PADRAO ELETROFORETICO E
QUANTIFICACAO DAS HEMOGLOBINAS

Preparo do Hemolisado. As hemécias foram lavadas trés vezes em solugdo salina
isotbnica e lisadas em 1,5 volume de &gua e 0,4 volume de cloroférmio (CHCI3) a temperatura
ambiente por 15 minutos, apds agitacdo vigorosa. O estroma foi removido por centrifugacdo a
2.500 rpm (rotagdes por minuto) por 30 minutos e a solu¢do de hemoglobina obtida foi utilizada
para as analises qualitativa e quantitativa.

Andlise qualitativa das hemoglobinas. Foi realizada a eletroforese do hemolisado em fitas
de acetato de celulose em tampédo Tris - Borato - EDTA pH 8,9, por 50 minutos, a 220Volts de
acordo com Weatherall & Clegg (1981). As alteraces hematologicas verificadas em pH alcalino
foram confirmadas em eletroforese em gel de &gar a 1% em tampao Citrato — Acido Citrico pH
6,0, corrido por 8H a 60mA, corado com benzidina. A comparagdo entre os dois resultados,
forneceu o padréo eletroforético.
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Quantificacdo das Hemoglobinas. A hemoglobina A, foi quantificada apds eletroforese
de 10m do hemolisado em fitas de acetato de celulose em tampé&o Tris- Borato - EDTA pH 8.9. A
banda correspondente a HbA, foi eluida em 3ml do tamp&o ou &gua destilada, enquanto as
demais hemoglobinas presentes (Hb.S, HbA, etc.) foram eluidas juntamente, em 15ml do tampao
ou &gua. Apos euicdo, o valor das absorbancias das duas fragOes foram aferidas a 415nm e
calculada a percentagem correspondente a Hb A,, de acordo com a seguinte formula:

% de HbA, = (DO HbA,/ Hb.Sx 5 + HbA,) x 100.

A HbF foi quantificada pelo método de desnaturacdo alcalina, baseado na sua maior
resisténcia frente as outras hemoglobinas (cerca de um minuto). A técnica consiste na adicéo de
0,2 mL de hemolisado a 3,2 mL de solucéo de hidroxido de sodio (0,083 N). Apds 1 minuto,
foram acrescentados 6,8 mL de solugdo de sulfato de aménio saturada (S.A.S.) a 50% e, apds
incubagcdo a 10 min a temperatura ambiente, o conteldo foi filtrado em papel Watman - #42. O
padréo é constituido de 0,1 mL do hemolisado e 5,0 mL de hidroxido de ambnio (0,04 M), que
apos homogeneizagdo, 0,05 mL desta solugdo foi transferido para 5,0 mL de hidréxido de aménio
a mesma concentragdo. A percentagem de HbF foi calculada apés a leitura espectrofotométrica
em comprimento de onda 415nm, utilizando-se a férmula: % HbF = DO do filtrado / DO do
padrdo ( RAMALHO, 1986).

3.6 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

O DNA foi isolado de leucdcitos a partir de 100 uL de sangue venoso, utilizando-se o
método GFX™ Genomic Blood DNA Purification Kit (Amersham Pharmacia Biotech). Em um
tubo de microcentrifuga (1,5 mL) foram colocados 500 uL de Solugdo de Extracdo (Solugdo
Tampdo contendo substancia caotrépica e detergente) e 100 uL de sangue total, agitados em
vortex e incubados por 5 minutos atemperatura ambiente.

A mistura de extracéo foi transferida para a coluna GFX e centrifugada (5.000 g) por 1
minuto. Em seguida foi adicionada a coluna 500 pL da solugdo de extracdo e centrifugada a
5.000g por 1 min e acrescentado 500 uL da solucdo de lavagem, novamente centrifugado a
12.000 — 16.000 rpm por 3 min. ApOs este processo, adiciona-se 100 uL de tampé&o de eluicdo
(4gua deionizada estéril), pré—aquecido (70° C), incubando & temperatura ambiente por 1 min e
em seguida centrifugado a 5000g (8.000 rpm) pararecuperar o DNA purificado.
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3.7 CONFIRMACAO DAS HEMOGLOBINAS VARIANTES HB.SE HB.C

As hemoglobinas variantes Hb.S e Hb.C que foram detectadas por eletroforese de
hemoglobina em meio alcalino tiveram sua confirmacdo pela técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) seguida de digest&o com as enzimas de restri¢cao apropriadas.

O protocolo de reacdo € uma modificagdo datécnicade ARMS (Amplification Refractory
Mutation System) apresentada em Attila et a (2004); utiliza 25 pM de cada iniciador (ver
sequiéncias natabela 2), tampéo Tris-HCI (pH 8,3) a 10 mM, cloreto de potéssio (KCI) a 50 mM,
cloreto de magnésio (MgCl,) a 1,5 mM, desoxinucleotideos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) da Pharmacia a 200 uM de cada dNTP, Taq polimerase a 1,0 U (Perkin Elmer Cetus
Corporation) e 100 ng do DNA genémico para um volume final de reagdo de 25 L.

Tabela 2. Sequéncias dos iniciadores praHb.S e Hb.C

Nome Sequéncias
P277 gCCAgAgCCATCTATTQCTTA
P278 ACCTTAgggTTgCCCATAAC

As condicoes de amplificagdo correspondem a uma etapainicial de desnaturacéo do DNA
a95°C por 2 min, seguida de 35 ciclos de 30 seg. a 94°C para desnaturacao, 30 seg. a 55°C para
pareamento dos iniciadores e 1 min a 72°C para polimerizacdo e uma etapa final de 10 min a
72°C.

3.8 ESQUEMA DE DIGESTAO DO PRODUTO DE PCR E ANALISES DOS FRAGMENTOS
NO GEL

Cada reagéo de digestéo utilizou 10 uL da reacéo de PCR, 1,0 unidade da enzima Dde |
para a deteccdo da Hb.S, 1 unidade da enzima BseR | para deteccéo da Hb.C, o tampé&o de cada
enzima e &gua milliQ para completar um volume final de 25 L. As reacfes foram colocadas em
banho-maria a 37° C durante a noite ou por trés horas. A andlise da digestdo foi feita através de
eletroforese em gel de agarose 1,5%, 85-90 Volts, 20-30 minutos e corado com Brometo de
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Etidio (0,5 ng/mL). A visualizagéo se deu em Transiluminador UV tendo como marcador de peso
molecular o ®X174 digerido com Haelll.

A mutagdo no codon 6 (GAG>AAG) elimina um sitio de restricdo da Enzima BseR |
(gaggag) na globina p¢. Assim, apds a digestéo, o alelo normal gera um fragmento de 83 pb e
outro de 293 pb e o0 alelo mutante s6 gera um fragmento com 382 pb. Outra mutagdo no mesmo
codon (GAG>ATG) elimina um sitio de restricdo da Enzima Dde | (c/tnag). Assim, ap0s a
digestdo, o alelo normal gera trés fragmentos: um de 78 pb, um de 201 pb e outro de 87 pb. O
alelo mutante gera um fragmento de 288 pb e outro de 87 pb.

3.9 DETERMINAQAO DOS HAPLOTIPOS LIGADOS AO GRUPO DE GENES DA
GLOBINA b

A andlise dos polimorfismos de DNA foi feita a partir da modificagdo da técnica
apresentada em Sutton et al (1989). Inicialmente, os segmentos de DNA contendo cada um dos
sitios polimérficos analisados. 1) Hinc Il, naregido 5 do gene ¢; 2) Hind |1l no 1VS-2 do gene
Sy: 3) Hind 111 no 1VS-2 do gene *y; 4) Hinc Il no gene yp; 5) Hinc Il naregido 3' do ypB e 6)
Hinf | naregido 5 do gene  foram amplificados através datécnica de PCR.

A reacdo de cada amplificacdo foi feita com 25 pM de cada oligonucleotideo, tampéo
Tris-HCI (pH 8,3) a 10 mM, cloreto de potassio (KCI) a’50 mM, cloreto de magnésio (MgCl,) a
1,5 mM, desoxinucleotideos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Pharmacia) a 200 uM de
cada (ANTP), Tag polimerase a 1,0 U (Perkin Elmer Cetus Corporation) e 100 ng do DNA
gendmico para um volume final de reagdo de 25 pL.

As condic¢bes de amplificacdo correspondem a uma etapa inicial de desnaturagdo do
DNA a 95°C por 2 min, seguida de 35 ciclos de 1 min a 94°C para desnaturacdo, 1 min a 54 a
57°C para pareamento dos iniciadores e 2 min a 72°C para polimerizagdo e uma etapa final de 7
min a 72°C. As seqiiéncias e a temperatura especifica de pareamento dos iniciadores sio
apresentadas na tabela 3. Os produtos amplificados foram visualizados em gel de agarose 1,5 %
corados com Brometo de Etidio (0,5 pg/mL) tendo como marcador de peso molecular o Ladder 1
Kb da Gibco.
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Tabela 3. Sequéncias dos iniciadores e temperaturas de pareamento usadas na amplificagdo para
as diferentes regides.

Sequéncia de Iniciadores (5" —3') Regido do Temperaturade  Tamanho dos Enzima de
cluster da - pareamento (°C) produtos Restricdo
Globina amplificados
(pb)

1. TAQTCCCACTgTggACTACTT
2.CCTgAgAgCTTgCTAQTgATT S 57 619 Hinc Il
3.AAQTgTggAgTgTgCACATQA v 56 770 Hind I11
4.TgCTgCTAATGCTTCATTACAA* ve vt 56, 57
5.TAAATgAggAgCATgCACACAC e 57 760 Hind 111
6.0AACAQgAAgTTgAgATAQAgA
7.ACTCAQTggTCTTgTgggoCT ¥Yp 55 700 Hinc Il
8.TCTgCATTTgACTCTgTTAQC
9.ggACCCTAACTgATATAACTA 3P 54 590 Hinc Il
10.CTACgCTgACCTCATAAATg
11.CTAATCTgCAAQAQTgTCT 5B 55 380 Hinf |

A segiiéncian. 4 amplificaambas as regides y°, y* atemperaturas de 56°C e 57°C respectivamente. Os iniciadores 1
e 2 foram descritos por Guerreiro et al. (1992) e os demais por Sutton et al. (1989).

3.10 DIGESTAO COM ENZIMAS DE RESTRICAO

Os seis sitios de restricdo polimorficos considerados neste estudo, foram detectados
usando as enzimas de restricdo Hincll (trés polimorfismos), Hindl11 (dois polimorfismos) e Hinf
|. Edtes sitios estdo distribuidos ao longo de uma regido de 40 Kb a5’ do gene da globina  no
braco p do cromossomo 11.

Cada reacdo de digestdo utilizou 5 pL da reacdo de PCR, 1,0 unidade da enzima
apropriada (tabela 3), o tampao de cada enzima e &gua milliQ para completar um volume final de
25 uL. As amostras foram colocadas em banho-maria a 37° C durante duas horas e os produtos da
digestéo, foram visualizados em gel de agarose 1,5% corado com Brometo de Etidio (0,5 pg/mL)
em Transiluminador UV tendo como marcador de peso molecular o ©X174 digerido com Haelll.
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3.11 DETERMINACAO DE TALASSEMIA o? (DELECAO 3,7 KB)

A técnica de PCR utilizou trés sequiéncias de iniciadores simultaneamente (multiplex-
PCR) para deteccéo da delecdo 3,7 Kb em um dos genes da globina o localizado no brago g do
cromossomo 16. A tabela 4 mostra a sequiéncia dos iniciadores utilizados. A reacdo de cada
amplificacdo foi feita com 0,67 uM dos iniciadores a2R e 3.7R e 1,3 uM do oligonucleotideo
ap/3.7F (tabela 4), tampdo TrissHCI (pH 8,3) a 10 mM, cloreto de potéassio (KCl) a 50 mM,
cloreto de magnésio (MgCl,) a 3,0 mM, desoxinucleotideos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) da Pharmacia a 200 uM de cada dNTP, B — Mercaptoetanol (10,0 mM), DM SO (7,5%),
Tag polimerase a 1,25 U (Perkin Elmer Cetus Cor poration) e 100 ng do DNA gendmico paraum
volume final de reagéo de 25 L. Estas condigoes de reagdo foram obtidas a partir da modificacéo
da técnica apresentada em Chong et al. (2000).

Tabela 4. Iniciadores utilizados para determinacdo da Talassemiaa® — 3,7

Nome Seqiiéncias Talassemia o” 3.7
Ay 37TF CTggCCAAACCATCACTTTT

37R CTCCACTTTCCCTCCTCCAT

A2R gTgCAAggAggggAggAg

As condicoes de amplificagdo correspondem a uma etapainicial de desnaturacéo do DNA
a95° C por 5 min, seguida de 35 ciclos de 45 seg. a 94° C para desnaturagdo, 1 min a63° C para
pareamento dos iniciadores e 2 min a 72°C para polimerizacdo e uma etapa final de 5 min a 72°C.

Os produtos amplificados foram confirmados através da corrida eletroforética em tampé&o
TBE 1X (Tris-Borato 0,09M, EDTA 0,001M) em gel de agarose a 1,0%, usando o azul de
bromofenol/xilenocianol/sacarose  (0,25%/0,25%/40%) e os fragmentos obtidos foram
vizualisados, utilizando o brometo de etidio 0,002% sob iluminac¢&o ultravioleta. Para controle do
fragmento encontrado foi utilizado como marcador, 0 DNA do Fago Lambda (I ) digerido com a

enzimade restricdo Hind I11.



3.12 EXAMES COMPLEMENTARES DOS PACIENTES

Os pacientes também foram submetidos a exames complementares tais como hemograma
e leucograma para avaliarmos os indices hematoldgicos e hematimétricos. Um paciente composto
para anemia falciforme e o-talassemia realizou além do hemograma e leucograma, exames de
imagem como ultrassonografia abdominal e radiografia do térax e dosagens bioquimicas tais
como bilirrubina, ferritina e desidrogenase lactica. Estes exames foram realizados por um
laboratério de analises clinicas.

3.13 DETERMINACAO DOS HAPLOTIPOS

Quando caracterizamos 0s genotipos de um individuo para varios polimorfismos de um
unico nucleotideo (SNPs) fortemente ligados, dois haplétipos sdo construidos, um proveniente do
pai e outro da mée. Os métodos atuais de genotipagem ndo provéem informacdo haplotipica, a
gual é essencial para anadlises de escala-fina (fine-scale) de dados de genética molecular. Os
hapl6tipos podem ser obtidos a um custo experimental consideravel ou (parcialmente) através da
genotipagem de membros adicionais das familias. Felizmente, existem métodos estatisticos que
podem ser usados para inferir os haplétipos e suas freqléncias a partir dos gendtipos de
individuos ndo aparentados.

Estes métodos estatisticos e programas computacionais que os utilizam, repousam sobre o
fato de que, em regides de baixa recombinacdo, um nimero relativamente pequeno de haplétipos
serd observado em qualquer populacdo. Para identificar os haplétipos e calcular as suas
freqUiéncias nas populacbes analisadas, nos utilizamos o programa PHASE 2.1.1 que utiliza o
algoritmo baesiano e apresenta melhor desempenho que os outros algoritmos (STEPHENS et dl,
2001; STEPHENS e DONNELY, 2000 e STEPHENS e SCHEET, 2005). O programa Phase
2.1.1 foi cedido gratuitamente pelo Departamento de Estatistica da Universidade de Washington
apos a solicitacdo via Internet (http://www.stat.washington.edu/stephens/software.html).

O méodo de identificacdo adotado pelo PHASE assume os haplétipos desconhecidos
como quantidades aleatorias ndo observadas e parte para avaliar sua distribuicdo condicional a
partir do conjunto de dados genotipicos. Para isto, o programa usa o Teste de Gibbs (Gibbs
Sampling), um algoritmo que combina o método da cadeia de Markov com o método de Monte
Carlo (MCMC) para obter uma amostra aproximada da distribuicdo pogerior de H


http://www.stat.washington.edu/stephens/software.html
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(correspondente aos pares de haplétipos desconhecidos) dado G (gendtipos para os individuos
conhecidos), Pr (H|G). O algoritmo inicia espontaneamente com um suposto haplétipo H para
H, repetidamente escolhe um individuo ao acaso, e estima a probabilidade dos hapl6tipos de cada
individuo sob a suposicdo de que todos os outros haplétipos estdo reconstruidos corretamente.
Repetindo este processo diversas vezes resulta em uma amostra aproximada de Pr (H|G).

Este método envolve a construcdo de uma cadeia de Markov HO, H®, H®@ . com
distribuicéo estaciondria Pr (H|G), sobre o espaco de possiveis reconstrugbes de haplotipos
usando um algoritmo que comega com a reconstrucdo de um haplétipo inicial H? parat =0, 1, 2,
..., obtém H* Y de H®) usando os passos seguintes:

1. Escolhade um individuo i ao acaso de todos os individuos ambiguos (isto €, individuos com
mais de um hapl6tipo possivel).

2. Calcular H** Y a partir de Pr(Hi |G, H_‘?), onde H  é o conjunto de hapl6tipos menos o
individuo i.

3. Transpor H"™ =H| paraj=1,..,n,j#i.

Desta forma se produz uma cadeia de Markov com distribui¢@o estacionaria requerida. A
dificuldade na implementac&o deste algoritmo acima reside no passo 2. Para fazer a distribuicdo

condicional Pr(Hi |G, H_i) gue nos desgjamos calcular, dependemos de algumas informagtes

prévias sobre modelos genéticos e demograficos importantes para calcular as frequéncias dos
haplotipos na populacdo, mas que sdo desconhecidas para a maioria dos modelos de interesse.
Apesar disso, para auxiliar na elaboracdo desta distribuicdo condicional, Stphens e Donnelly
(2000) assumiram a seguinte condi¢do: para um par de haplétipos H, = (hil, h 2)consistente com
0 genétipo G, néstemos.
PriH | GH Joc Pr(H.|H )
oc wihb, | H )mb, | H by,
(1)

onde p(.|H) é a distribuicio condicional de um haplétipo futuramente sorteado, dado um

conjunto de haplétipos previamente sorteado (H). Esta distribuicdo condicional em geral ndo é
conhecida. Entretanto, é conhecida no caso particular de mutacéo independente dos pais, no qual
o tipo de prole mutante € independente do tipo parental.
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Embora este modelo ndo seja préprio para os tipos de sistemas que ndés estamos
interessados (por exemplo, sequéncias de DNA, microssatélites multilocus e SNPs) ele tem a
vantagem de ser um algoritmo simples cuja performance € muito melhor e apresenta pelo menos
duas vantagens quando comparados com os algoritmos de maximizacdo da expectativa. Ele pode
ser aplicado a um nimero muito grande de loci e captura naturalmente a incerteza associada com
areconstrucéo dos haplétipos (STEPHENS et al, 2001).

O agoritmo implementado pelo PHASE resulta de pressuposi¢fes mais realisticas sobre a
forma de distribuicdo condicional © (" | H). Embora na maioria dos modelos mutacionais ou
demogréficos ela ndo seja conhecida, Stephens e Donnelly (2000) fizeram uma aproximacao
formal para a definicdo expressa na equacdo (1). Para um modelo geral com vérios tipos de

mutagdo em um conjunto E, e uma matriz de mutagdes P, a aproximago € a seguinte:

AR \ r
‘.'a',:'|,fr"|H| = ? ?; | 'P"']I

ey Sy R PR S LIS

(2)
onder, é o nUmero de haplétipos do tipo a no conjunto H, r € o nimero total de haplétipos em H,
e 0 é ataxa de mutacdo balanceada. Informalmente, isto corresponde ao proximo haplétipo h da
amostra, sendo obtido aplicando-se um nimero aleatério de mutagdes s para um haplotipo a
existente escolhido aleatoriamente, enquanto s € sorteado de uma distribuicdo geométrica.

A equacdo (2) surgiu a partir da consideracdo da distribuicdo das genealogias de
individuos sorteados e ligados aleatoriamente pelo método de coalescéncia, como descrito em
Hudson (1991) e a partir da qual esta distribuicdo prevé a similaridade entre um cromossomo
sorteado posteriormente e outro cromossomo sorteado previamente. Os cromossomos que Seréo
sorteados pogteriormente tendem a ser mais similares aos cromossomos sorteados previamente a
medida que o tamanho da amostra r aumenta e a taxa de mutagdo 6 decai (STEPHENS e
DONNELLY, 2000).

A equacdo (2) captura a idéia de que o proximo haplotipo sorteado € visto como idéntico
ou similar a qualquer outro haplétipo que ja tenha sido observado aumentando assim a precisao
do agoritmo (Figura9). O método estatistico PHASE aplicado para a reconstrucdo de haplétipos,
portanto, esta baseado na substituicdo da equacdo (1) pela equacéo (2) para implementar o passo
nimero 2 do algoritmo apresentado por Gibbs (STEPHENS &t al, 2001).
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O programa PHASE 2.1.1 também executa um teste para avaliar a significancia da
distribuicdo haplotipica entre o grupo de pacientes e o grupo de individuos normais a fim de
realizar estudos de associacdo. Paraisto o programa utiliza um teste estatistico denominado PAC-
likelihood (LI e STEPHENS, 2003). Edste procedimento € essencialmente uma taxa de
probabilidades usando o PAC-likelihood como probabilidade. A diferenca entre este método e os
mais convencionais 0s quais sao baseados no equilibrio de Hardy-Weinberg e nas freqliéncias de
haplotipos desconhecidos, € que o PAC-likelihood leva em consideracdo a similaridade dos
hapl6tipos e o decaimento do desequilibrio de ligagdo com a distancia. O resultado € um aumento
no poder de detectar uma situagcdo em gue 0s casos S80 mais similares em um determinado grupo

do que se fosse esperado por acaso.

Haplétipos conhecidos: Individuo ambiguo n.1:
22544 Gendtipos.
33334

22544 30344
22544 235 22544
22544 Individuo ambiguo n.2:
33334 Gendtipos.

33434
33334 32444
23233 234 22444
14234

Figura 9. llustragdo mostrando como o algoritmo baesiano usa hapl6tipos indeterminados mais
semel hantes aos haplotipos conhecidos. Suponha uma lista de haplétipos, como mostrado no lado
esguerdo da figura que sdo conhecidos sem erro (de dados familiares ou porque alguns individuos
sd0 homozigotos). Ent&o, intuitivamente, o par de haplétipos atribuidos ao individuo ambiguo n.1
consiste em dois hapl6tipos que tém freqliéncia elevada na populagdo como evidenciado. Todos
0S métodos irdo identificar corretamente como sendo a identificacdo mais comum. Entretanto, o
individuo ambiguo n.2 ndo possui nenhum da lista dos hapl6tipos mais conhecidos e a
identificagdo mais plausivel para este individuo consiste em dois hapl6tipos que sdo similares,
mas ndo idénticos aos haplétipos com freqiéncias mais elevadas na populagdo. Dos métodos
existentes, apenas 0 algoritmo baesiano leva em conta este Ultimo tipo de informacéo
aperfeicoando assim a identificagdo dos haplétipos (modificado de STEPHENS et al, 2001).
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3.14 ANALISES ESTATISTICAS

3.14.1 Frequéncias dos sitios derestricao e dos haplétipos

As andlises foram feitas considerando cada sitio de restricdo como um l6cus individual
com dois alelos, um alelo indicando a presenca do sitio (+) e o outro indicando a auséncia (-). Em
seguida consideramos a combinagdo de alelos para os sitios analisados formando os hapl6tipos.

As freguéncias alélicas dos sitios de restricdo em cada populagdo foram estimadas por
contagem direta utilizando-se o programa GDA (Genetic Data Analysis — LEWIS e ZAYKIN,
1997). Representando-se a frequiéncia do genétipo AiAj por Xij, a freqiiéncia do alelo “i” é dada

por:
xi = xij +1é xij
i
Onde 24, indica a somatéria de X;; (freqiiéncia de todos os genotipos que apresentam o
alelo “i”), exceto quando i = j. O nimero médio de alelos por l6cus em cada populacdo foi

obtido pelo mesmo programa, fazendo-se a somatdria do nimero de alelos observados em cada
um dos loci analisados em uma dada populagéo e dividindo o valor encontrado pelo nimero total
deloci.

A heterozigose observada (Ho) foi calculada a partir da seguinte equacao:

H. = § Xij

jti

3.14.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Foram realizados trés tipos de testes para verificar a aderéncia ao equilibrio de Hardy-
Weinberg. O teste exato de Guo e Thompson (1992), utilizado para verificar se as frequéncias
genotipicas se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg, foi escolhido por ser indicado em
situagdes que a amostra utilizada e/ou algumas freqiiéncias alélicas sdo pequenas. Ao invés de
calcular a probabilidade exata de uma dada distribuicdo multinomial, este teste usa de
procedimentos aleatorios para obter uma aproximacdo da probabilidade exata real. O teste exato
foi feito pelo método convencional de Monte Carlo realizando um total de 100.000 permutactes
(100 batches de 1000 permutagdes) utilizando-se o programa Genepop (RAYMOND e



49

ROUSSET, 1995), obtendo-se desta maneira um erro padrdo médio de 0,0095. A hipétese nula é
a de que a unido dos gametas ocorre de maneira aleatoria.

Testes globais complementares foram realizados pelo teste exato de Fisher, assumindo-se
a independéncia entre os loci utilizados: o teste multilocus (que analisa a freqtiéncias genotipicas
de todos os loci em uma Unica populagéo) e o teste multipopulacional (que analisa as frequiéncias
genotipicas de um Unico I6cus, em todas as populagdes). Para isto foi utilizado o programa
Genepop (RAYMOND e ROUSSET, 1995), e novamente a hip6tese nula é a de unido aleatéria
dos gametas.

Foram também aplicados testes estatisticos mais poderosos, com uma maior sensibilidade
a0 excesso ou a deficiéncia de heterozigotos, conhecidos como “score (U) test (HE)”, aqui
chamado de teste sensivel ao excesso de heterozigotos e “score (U) test (HD)”, aqui chamado de
teste sensivel a deficiéncia de heterozigotos (RAYMOND e ROUSSET, 1995; DESTRO-BISOL
et a, 2000). Nestes dois casos, a hipotese nula é a unido aleatdria dos gametas e a hipbtese
alternativa (H1) é excesso e deficiéncia de heterozigotos, respectivamente. Estas analises foram
feitas utilizando-se o programa Genepop (RAYMOND e ROUSSET, 1995). Os testes foram
feitos para cada populacdo e também nas versBes multilocus e multipopulacional, com um total
de 100.000 permutacbes (100 batches de 1000 permutacOes) utilizando-se 1000 passos de

desmemorizagao.

3.14.3 Teste de Desequilibrio de Ligacéo Entre os Pares de Loci

O desequilibrio de ligagcdo entre os pares de loci foi analisado utilizando o programa
Genepop (RAYMOND e ROUSSET, 1995). Paraisso, foram criadas tabelas de contingéncia de
distribuicdo genotipica para todos os pares de loci dentro de cada populacdo (inicialmente
considerando cada populagdo isoladamente e finalmente em uma Unica populagdo) e depois
realizado o teste de probabilidade (ou teste exato de Fisher) para cada tabela usando o0 método da
cadeia de Markov.

Os célculos foram feitos com um total de 100.000 permutacdes (100 batches de 1000
permutacdes), utilizando-se 1000 como niimero de desmemorizacdo. A hipotese nulaé ade que a

distribuicéo genotipica em um |l6cus € independente da distribuico em outro l6cus.
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3.14.4 Diversidade I ntra-populacional

A diversidade genética intra-populacional foi estimada pela heterozigose média (H) em
cada populagdo de acordo com a equagdo apresentada por Nei (1987):
H= é m

= T

Onde “r” é o nimero de loci utilizados e hj, de acordo com a equagéo 8.1 de Nei (1987), €
a heterozigose esperada para cada |6cus na j-esima populagdo que € estimada por:

h=1 § x?
i=1

Onde m é o nimero de alelos. Esta medida de heterozigose média é equivalente a
propor¢do média de heterozigotos por l6cus em uma populagdo com padréo de acasalamento
aleatorio e também € igual a propor¢do de loci heterozigotos em um individuo escolhido
aleatoriamente. O erro padrdo desta estimativa é descrito pela seguinte equacdo adaptada (NEI,
1987).

SE.(H)= [ é(hj “H)2/(r - r [V

j=1

A estimativa ndo-viesada da diversidade genética por 16cus por populagéo, foi obtida de
acordo com a equagédo 7.39 proposta por Nei (1987), utilizando-se 0 programa Fstat — versdo 2.8
(GOUDET, 1995):

n
Hsk = : (1' é pii - Hok/2nk)
n -1

Onde nk é o tamanho da k-ésima amostra, pik € a freqiiénciado alelo “i” naamostrak e Hok
€ a proporcéo de heterozigotos observada na amostra k.

O Hs total, também calculado pelo programa Fstat, foi obtido por variagdo da egquacéo
acima

~

i
-1

H =

S

(1- 4 pi?- Ho/2ﬁ)
], p_f:ékpii/np (np = nimero de

amostras).
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3.14.5 Edtatigticas F e Diversidade Inter-populacional

O uso das edtatisticas F, introduzidas por Wright (WRIGHT, 1951), permite a particdo da
deficiéncia de heterozigotos em seus componentes intra-populacional e inter-populacional. Assim
sdo definidos trés parametros: Fis, que mede o déficit de heterozigotos dentro de populagdes, Fst,
gue mede o déficit de heterozigotos entre populagdes e Fit o déficit global de heterozigotos.

O Fir (coeficiente de endogamia total) € a correlacdo de genes dentro dos individuos. O
Fis (coeficiente de endogamia de uma populagdo) € a correlacdo de genes em individuos dentro
de populagbes. O Fsr (coeficiente de coancestralidade) € a correlagdo de genes de diferentes
individuos em uma mesma populacdo, sendo uma estimativa da diversidade genética inter-
populacional. Estes trés parametros estéo relacionados da seguinte maneira:

Fis= (Fit—Fst)/(1-Fsr)

Os valores de Fsr foram calculados para os pares de populagdes e a partir destes valores
foi obtida uma matriz de distancias. O programa emprega o procedimento de bootstrap para
estimar a significancia dos valores de Estatisticas F obtidos; para isso realiza um total de 30.000
replicacOes sobre o banco de dados original, e a partir destas 30.000 réplicas, calcula os valores
de Edtatisticas F e estabelece intervalos de confianga de 95% e 99%, obtendo-se valores de
significancia aos niveis de 0.05 e 0,01, respectivamente. Os valores de Edtatisticas F foram
considerados significativamente diferentes de zero se o intervalo de confianga n&o inclui o valor
em questdo (zero). Na andlise dos haplétipos ndo foi empregado e procedimento de bootstrap. As
andlises foram realizadas segundo Weir e Cockerham (1984), utilizando-se o programa GDA
(LEWIS e ZAYKIN, 1997).

A diversidade genética inter-populacional também foi estimada pelo calculo de Gsr,
utilizando-se o programa Fstat que segue a equacdo 8.27 de Nei (1987). Esta estimativa foi obtida
para fins de comparagdo com dados da literatura, visto que boa parte dos trabalhos existentes
utiliza o Gsr nas andlises de diversidade inter-populacional.

3.14.6 Teste Exato de Diferenciagéo Populacional

Com o objetivo de analisar se existem diferencas nas freqiiéncias alélicas para cada l6cus
nas trés populagdes, nds testamos a hipétese de uma distribuicdo aleatéria de k diferentes
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haplotipos ou gendtipos entre r populagdes (RAYMOND e ROUSSET, 1995). Ede teste €
analogo ao teste exato de Fisher com tabelas de contingéncia 2x2 aplicado a uma tabela de
contingénciar x k. Todo o potencial das tabelas de contingéncia € explorado com uma cadeia de
Markov similar ao teste de desequilibrio de ligac&o.

Entre as tabelas que foram construidas pela cadeia de Markov, nos estimamos a
probabilidade de observar uma tabela igual a tabela das amostras sob a condi¢do delas estarem
em panmixia (ou seja, as distribuicdes alélicas e haplotipicas sdo idénticas nas trés populagdes).
Utilizamos o programa Genepop (RAYMOND e ROUSSET, 1995) para redlizar este teste
guando consideramos cada |6cus individualmente, com célculos feitos com um total de 500.000
permutacoes (100 batches de 5000 permutagoes).

Para que a estimativa seja ndo-viesada, o ideal é comegcar com uma cadeia escolhida
aleatoriamente a partir de uma determinada distribuicdo de tabelas. Se a cadeia € iniciada a partir
de um estado arbitrério como por exemplo, um estado observado, entdo a estimativa sera viesada,
especialmente se 0 estado inicial corresponde a uma regido de baixa probabilidade. Uma solugéo
€ comecar a cadeia a partir de um estado inicial e correr por um longo tempo e entdo aquele
estado inicial é “esquecido”. Este processo € conhecido como desmemorizagcdo (GUO e
THOMPSON, 1992). Para esta andlise, utilizamos 10.000 como nimero de desmemorizagao.

3.14.7 Célculo de mistura étnica

As proporcbes énicas foram calculadas pelo método de identidade génica
(CHAKRABORTY, 1985) atravées do programa ADMIX95 (adquirido pelo sitio:
http://www.genetica.fmed.edu.uy/software.htm) para uma populacdo tri-hibrida. As frequéncias

alélicas representativas das populacbes africana, européia e indigena foram a média das
fregliéncias encontradas na literatura. Os artigos consultados encontram-se na sessdo de anexos.


http://www.genetica.fmed.edu.uy/software.htm
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4 RESULTADOS

4.1 FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS E HETEROZIGOSE DOS SITIOS DE
RESTRICAO E MOLECULAS DE HB

As frequéncias de cada sitio e dos alelos para a molécula de Hb e a distribuicdo dos
gendtipos estdo demonstradas nas tabelas 5 e 6, respectivamente. As frequéncias para a auséncia
dos sitios de restricdo nos loci Hinc I 5, Hind 111 —1VS-2 ®y, Hind 11 —1VS-2 %y e Hinc |1 yp1
foram superiores a presenca desses sitios enquanto que nos loci Hinc Il 3"ypl e Hinf | 5B
ocorreu o inverso. As frequiéncias do alelo da Hb. A variaram de 0,8977 na populagdo de Iguape
a 0,9583 na populagdo de Maragojipe. As frequéncias mais elevadas dos alelos Hb. C e Hb. S
foram encontradas em Iguape sendo de 0,0227 e 0,0795 respectivamente.

O menor valor de heterozigose observada (Ho) por contagem direta para os sitios de
restricéo foi de 0,0357 na populacdo de Iguape para o I6cus Hinc 11 wf1, enquanto que o maior
valor observado foi de 0,60 no locus Hinc 11 5°€, na populagdo de Maragojipe (Tabela 7). Ja os
niveis de heterozigose para a mutagcdo no |6cus da molécula da Hb. variaram de 0,0833 a 0,1591.
A heterozigose observada em cada populacdo variou desde 0,3199 na populacé@o de Iguape até
0,3827 na populacdo de Maragojipe (Tabela 7).

Figura 10. Gel de agarose 1,5% mostrando os resultados da digestio dos fragmentos
amplificados paraosloci Hind I11 1VS-2 ®y e Hinc Il yf1. O marcador de peso molecular 1 Kb.
A seta assinala uma banda de 500 pb. A, B e C correspondem aos individuos homozigoto para
auséncia do sitio do sitio de restricdo, heterozigoto e homozigoto para presenca do sitio.



Tabela 5. Frequéncias dos seis sitios de restr¢do da p-globina e das moléculas de Hb. nas
populacdes de Maragojipe, Cachoeira e Iguape por contagem direta através do programa Convert.
Para os alelos dos sitios de restricdo os nimeros 1 e 2 indicam, respectivamente a auséncia e
presenca do reconhecimento para a clivagem pela enzima apropriada.

Locus Alelo Populacgdes Total
Maragojipe  Cachoeira | guape

Hincll 5°€ 1 0,6750 0,6833 0,7833 0,7100
2 0,3250 0,3167 0,2167 0,2900

Amostra - 40 30 30 100
Hind 111 —1VS-2 %y 1 0,5638 0,6765 0,5469 0,5929
2 0,4362 0,3235 0,4531 0,4071

Amostra - 47 34 32 113
Hind 11 —1VS-2 %y 1 0,7396 0,9118 0,8036 0,8091
2 0,2604 0,0882 0,1964 0,1909

Amostra - 48 34 28 110
Hinc Il yp1 1 0,8438 0,9000 0,9821 0,8962
2 0,1562 0,1000 0,0179 0,1038

Amostra - 48 30 28 106
Hinc Il 3"yl 1 0,3404 0,3667 0,3281 0,3440
2 0,6596 0,6333 0,6719 0,6560

Amostra - 47 30 32 109
Hinf1 58 1 0,2556 0,2647 0,2656 0,2613
2 0,7444 0,7353 0,7344 0,7387

Amostra - 45 34 32 111
Hemoglobina A 0,9583 0,9412 0,8977 0,9325
S 0,0312 0,0441 0,0795 0,0516
C 0,0104 0,0147 0,0227 0,0159

Amostra - 48 34 44 126
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Populagbes

Figura 11. Frequénciasalélicas- LécusHinc 11 5
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Figura 12. Freqgiiéncias aldicas - L6cus Hind 111 1VS-2 Gy
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Figura 13. Freqgiiéncias aldicas - Lécus Hind 111 1VS-2 Ay
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Figura 14. Frequéncias aléicas - Lécus Hinc 11 w1
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Figura 15. Frequénciasaléicas- Lécus Hinc 11 37 ywp11
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Figura 16. Frequénciasaléicas- Lécus Hinf | 5°-
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Figura 17. Frequéncias aléicas da Hemoglobina
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BHb A
EHb S
OHb C

Tabela 6. Distribuigdes genotipicas observadas para os sete loci analisados nas trés popul agdes. Entre paréntesis, 0s
gendtipos para cada lécus, o sinal “—* significaa ausénciae o sind “+” a presenca do sitio reconhecido pela enzima

derestricéo.

Lécus (gendtipos)

Hincll 5€ (-/-)
Hincll 5€ (+/-)
Hincll 5€ (+/+)

Amostra

Hind 11 ©y (-/-)
Hind 11 ®y (+/-)
Hind 11 %y (+/+)

Amostra

Populacgdes

Maragojipe Cachoeira

15
24
1
40

15
23
9
47

13
15
2
30

15
16

Iguape

17
13
0

30

12
11
9
32

Total

45
52
3
100

42
50
21
113




Hind 11 % (-/-)
Hind 111 % (+/-)
Hind 111 % (+/+)

Amostra

Hinc Il wpl (-/-)
Hinc Il wpl (+/-)
Hincll wpl (+/+)

Amostra

Hinc Il 3'wpl (-/-)
Hinc Il 3'wpl (+/-)
Hinc Il 3'ypl (+/+)

Amostra

Hinf I 58 (-/-)
Hinf | 55 (+/-)
Hinf I 58 (+/+)

Amostra

Hb AA
Hb AS
Hb SS
Hb AC

Amostra

25
21

48

13

48

29

24

30

12
13
30

16
17

R r o w

17
11

28

27

28

15
14
32

13
17
32

36

R v R~ o

71
36

110

85
20

106

13

49

a7
109

126
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Maragojipe = Cachoeira lguape
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Figura 18. Distribuigdes Genatipicas - LécusHinc 115" €

Maragojipe Cachoeira Iguape

Populacdes

Figura 19. Distribuicdes Genotipicas - Lécus Hind 111 1VS-2 Gy

30+

25+

20+

15+

10+

Maragojipe Cachoeira Iguape

Populacbdes

Figura20. DistribuicBes Genotipicas - Locus Hind I11 1VS-2 %y

@ Gendtipo ( -/-)
@ Gendtipo ( +/-)

O Gendtipo ( +/+)

O Gendtipo ( -/-)
B Gendtipo (+/-)
0O Gendtipo (+/+)
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304 0 Gendtipo ( -/-)

25 | B Gendtipo ( +/-)
20 O Gendtipo ( +H+)

Maragojipe Cachoeira Iguape

populacdes

Figura 21. Distribuigdes Genotipicas - Locus Hinc 11 yp1
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Figura 22. Distribui¢des Genotipicas - Lécus Hinc 11 3" w11

O Gendtipo (-/-)
B Gendtipo (+-)
O Gendtipo (+/+)

Maragojipe Cachoeira  Iguape

Populacbées

Figura 23. Distribui¢des Genotipicas - Lécus Hinf | 5°-8
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507 @ Gendtipo AA
40+ m Gendtipo AS
30 0O Gendtipo SS
20 0O Genodtipo AC
10+

0-

Maragojipe Cachoeira lguape
Populacdes

Figura 24. Distribui¢des Genotipicas das Hemoglobinas A, Se C

Tabela 7. Nimero de heterozigotos e heterozigose observada (Ho) por contagem direta para os sete loci analisados
nas trés popul agdes.

Locus Maragojipe  Cachoeira Iguape Total
Hinc 1 5°€ (+/-) 24 (0,60) 15 (0,5) 13 (0,4333) 52 (0,5200)
Hinc Il Gy ( +/-) 23 (0,4893) 16 (0,4706) 11 (0,3437) 50 (0,4425)
Hinc Il Ay (+/-) 21(0,4375) 4(0,1176) 11 (0,3929) 36 (0,3273)
Hinc Il wB1 ( +/-) 13 (0,2708) 6 (0,2 1(0,0357) 20 (0,1887)
Hinc Il 3"wB1 (+/-) 22 (0,4680) 12 (0,4) 15 (0,4687) 49 (0,4495)
Hinf I 5°B8 ( +/-) 15 (0,33) 16 (0,4705) 13 (0,4063) 44 (0,3964)
Hb 4(0,0833) 4(0,1176) 7 (0,1591) 15 (0,1190)
Todos 0,3827 0,3252 0,3199 0,349
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4.2 EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

O teste exato foi aplicado utilizando-se as fregiiéncias genotipicas dos sete loci. Apenas

uma andlise apresentou desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 8). O desvio foi
apresentado na populacéo de Maragojipe parao locusHinc 11 5 e.
Os valores de probabilidade estimados pelo teste sensivel a deficiéncia de heterozigotos ndo
indicou nenhuma deficiéncia significativa de heterozigotos (Tabela 9). A deficiéncia de
hetrozigotos indica se h4 aumento de endogamia em uma populagdo. Endogamia é sinbnimo de
populacdo subestruturada. Os valores de probabilidade estimados pelo teste sensivel ao excesso
de heterozigotos indicaram um excesso significativo apenas na populagdo de Maragojipe no l6cus
Hinc Il 5¢ (p = 0,0310; D.P. = 0,0059). O teste multi-populacional indicou um excesso
significativo quanto ao mesmo I6cus (Tabela 10).

4.3 DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

Foram observados cinco desvios significativos em 63 andlises nas trés populagdes (Tabela
11). Na populacéo de Maragojipe foi observado um desequilibrio entre osloci Hinc Il 5" € e Hinc
113 ¥B (p = 0,0000). Na populacdo de Cachoeira, desequilibrios foram detectados entre os loci
Hinc Il 5 & — Hind 111 1VS2 % (p = 0,0039) e Hind 111 IVS-2 Gy — Hind 111 IVS2 % (p =
0,0261). E na populagdo de Iguape, mais dois desequilibrios, um entre os loci Hinc Il 5¢ — Hinc
11 3" ¥ (p = 0,0007) eo outro entre osloci Hinf | 53 —Hb (p = 0,0017).

Por fim, quando se considera as trés populagdes como sendo uma Unica amostra, séo
observados seis desvios significativos em 21 analises (Tabela 11).
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Tabela 8. Probabilidade e desvio padr&o associado (em parénteses) obtidos com teste exato (Guo e Thompson, 1992) para verificagdo
de equilibrio de Hardy-Weinberg. O valor destacado com asterisco representa o desvio significativo (p<0,05).

Populagdo Hincll 5€¢ HindIll Gy HindIll Ay Hincll ypl Hincll 3'ypl Hinfl 5 Hemoglobina  Multi-locus

Maragojipe 0,0310* 1,0000 0,4756 1,0000 1,0000 0,4364 1,0000 0,7560
(0,0059) (0,0000) (0,0175) (0,0000) (0,0000) (0,0118) (0,0000)

Cachoeira 0,6797 1,0000 0,2808 1,0000 0,4361 0,3979 1,0000 0,9194
(0,0173) (0,0000) (0,0095) (0,0000) (0,0117) (0,0133) (0,0000)

|guape 0,2930 0,1634 0,5608 1,0000 1,0000 1,0000 0,3686 0,5625
(0,0092) (0,0130) (0,0074) (0,0000) (0,0000) (0,0000) (0,3686)

Multi-
populacional 0,1171 0,5536 0,4477 1,0000 0,9523 0,7368 0,9181 0,1734

Tabela 9. Probabilidade e desvio padréo associado (em parénteses) obtidos pelo teste sensivel a deficiéncia de heterozigotos.

Populagdo Hincll 5€¢ HindIll Gy Hind Il Ay Hincll ypl Hincll 3yl Hinfl 5 Hemoglobina  Multi-locus

Maragojipe 0,9981 0,5747 0,8985 0,7269 0,7049 0,2913 1,0000 0,8311
(0,0001)  (0,0022) (0,0009) (0,0010) (0,0020) (0,0015) (0,0000) (0,0033)

Cachoeira 0,8877 0,7733 0,2138 1,0000 0,3210 0,9542 1,0000 0,5480
(0,0009)  (0,0014) (0,0009) (0,0000) (0,0015) (0,0006) (0,0000) (0,0040)

|guape 1,0000 0,0691 1,0000 1,0000 0,7481 0,7181 0,2347 0,3774
(0,00000  (0,0009) (0,0000) (0,0000) (0,0014) (0,0013) (0,0024) (0,0051)

Multi- 0,9960 0,2275 0,5593 0,7943 0,4851 0,4904 0,2865 0,7101

populacional (0,0004) (0,0038) (0,0043) (0,0028) (0,0039) (0,0038) (0,0057) (0,0037)




Tabela 10. Probabilidade e desvio padrdo associado (em parénteses) obtidos pelo teste sensivel ao excesso de heterozigotos. Os
valores destacados com asterisco representam os desvios significativos (p<0,05).

Populagdo Hincll 5€¢ Hind Il Gy HindIll Ay Hincll w1l Hincll 3yl Hinfl 54 Hemoglobina  Multi-locus
Maragojipe 0,0240* 0,6601 0,3172 0,6960 0,5479 0,9017 0,9339 0,1614
(0,0005) (0,0021) (0,0016) (0,0012) (0,0020) (0,0010) (0,0015) (0,0026)
Cachoeira 0,3742 0,5230 0,9899 0,7594 0,8942 0,2490 0,9090 0,4606
(0,0015) (0,0017) (0,0003) (0,0010) (0,0009) (0,0013) (0,0020) (0,0039)
|guape 0,1893 0,9868 0,2946 1,0000 0,5606 0,6331 0,9495 0,6262
(0,0009) (0,0003) (0,0009) (0,0000) (0,0018) (0,0015) (0,0013) (0,0045)
Multi- 0,0047* 0,7689 0,4525 0,5292 0,5349 0,5210 0,8677 0,2894
populacional (0,0003) (0,0042) (0,0038) (0,0030) (0,0048) (0,0046) (0,0046) (0,0036)
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Tabela 11. Desequilibrio de Ligagdo entre os loci analisados considerando as trés populactes
isoladamente e depois agrupando as trés numa sd populacdo (total). Os valores estatisticamente
significativos estdo marcados com asterisco.

Populagao Par de Loci Probabilidade Desvio Padréo
Maragojipe 5¢-1VS2Gy 0,0748 0,0017
5¢e-IVS2Ay 0,9337 0,0008
IVS-2 Gy —1VS-2 Ay 0,5749 0,0027
5¢-¥p 0,6713 0,0022
IVS-2 Gy —¥B 0,1340 0,0021
IVS-2 Ay — B 0,9311 0,0001
5¢-3 VB 0,0000* 0,0000
IVS-2 Gy -3 ¥p 0,0504 0,0011
IVS-2 Ay —3 VB 0,1676 0,0027
¥B -3 ¥p 0,2093 0,0026
5¢-5p 0,8111 0,0017
IVS-2Gy-58 0,3027 0,0028
IVS-2Ay -5 0,3419 0,0024
¥YB-5P 0,1025 0,0020
IYB-5PB 0,8479 0,0015
5¢—Hb 0,7479 0,0024
IVS-2 Gy —Hb 0,5776 0,0012
IVS-2 Ay —Hb 0,2961 0,0025
¥B—Hb 1,0000 0,0000
3¥Yp-Hb 0,8714 0,0014
5p—-Hb 0,1312 0,0016
Cachoeira 5¢-1VS2Gy 0,0039* 0,0003
5¢—-1VS2Ay 0,8496 0,0015
IVS-2 Gy -1VS-2 Ay 0,0261* 0,0006
5¢-¥Yp 1,0000 0,0000
IVS-2 Gy —¥B 0,8323 0,0009

IVS-2 Ay — PP 1,0000 0,0000




Iguape

5¢-3 Y
IVS2Gy—3 ¥p
IVS2 Ay —3 ¥p

P -3 PP

5¢-5p
IVS-2Gy-58
IVS2Ay -5
Pp-5p
IYB-5PB
5 e¢—Hb
IVS-2 Gy —Hb
IVS-2 Ay — Hb
B —Hb
3 ¥YB-Hb
58 —Hb
5 & —1VS-2 Gy
5 & —IVS-2 Ay

IVS2 Gy —-IVS2 Ay

5e-¥p
IVS-2 Gy —¥B
IVS-2 Ay —PB
5¢-3 B
IVS2Gy—3 ¥p
IVS-2 Ay —3 ¥p
PpB -3 PP
5¢-5p
IVS-2Gy-58
IVS2Ay -5
Pp- 5P
IYB-5PB
5 e¢—Hb

0,1123
0,7511
0,1989
0,6691
0,6056
1,0000
0,8235
0,5100
0,7498
0,7740
0,0694
1,0000
0,2808
1,0000
0,2567
0,8100
0,7005
0,0930
1,0000
1,0000
0,3199
0,0007*
0,7788
1,0000
0,4653
0,0883
0,2316
0,6118
1,0000
0,2191
0,8763

0,0017
0,0020
0,0013
0,0011
0,0025
0,0000
0,0015
0,0019
0,0019
0,0017
0,0012
0,0000
0,0016
0,0000
0,0022
0,0009
0,0008
0,0010
0,0000
0,0000
0,0008
0,0001
0,0016
0,0000
0,0015
0,0012
0,0023
0,0014
0,0000
0,0022
0,0010
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IVS-2 Gy —Hb
IVS-2 Ay —Hb
¥B —Hb
3 ¥YB-Hb
58 —Hb
Astrés populagdes 5¢-1VS2Gy
5 &—1VS2Ay

IVS2Gy—-IVS2 Ay

5e-¥p
IVS-2 Gy —¥B
IVS-2 Ay —PB
5¢-3 B
IVS2Gy—3 ¥p
IVS-2 Ay —3 ¥p
P -3 PP
5¢-5p
IVS-2Gy-58
IVS2 Ay -5
Pp-5p
IYB-5PB
5 e¢—Hb
IVS-2 Gy —Hb
IVS-2 Ay — Hb
B —Hb
3 ¥YB-Hb
58 —Hb

1,0000
0,3719
1,0000
0,5557
0,0018*
0,0094*
0,6171
0,0335*
0,7758
0,1707
0,3726
0,0000*
0,8548
0,6166
0,0465*
0,7281
0,3266
0,4052
0,0323*
0,6084
0,8586
0,4090
1,0000
0,6945
0,8828
0,0001*

0,0000
0,0021
0,0000
0,0034
0,0002
0,0006
0,0027
0,0014
0,0021
0,0024
0,0031
0,0000
0,0017
0,0030
0,0016
0,0028
0,0034
0,0033
0,0012
0,0033
0,0021
0,0035
0,0000
0,0037
0,0017
0,0000
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4.4 DIVERSIDADE INTRA-POPULACIONAL

A diversidade genética (Hs) por locus e por populagdo (Tabela 12) variou de 0,03571 em
Iguape (Hinc 11 y41) aé 0,50347 na mesma populacdo (Hind 111 1VS-%y). O valor médio e total de
Hs por 16cus em cada populagéo também se encontra na Tabela 12. O valor total de Hs obtido nas
trés populagdes foi de 0,33787.

Tabela 12. Diversidade genética por 16cus e por populacéo.

Locus Maragojipe Cachoeira  Iguape Média s.d. Heter. Total
Hincll 5 0,4443 0,4401 0,3452 0,4098 0,0457 0,4138
Hind Il Gy 0,4971 0,4442 0,5034 0,4816 0,0265 0,4848
Hind 11 Ay 0,3892 0,1633 0,3214 0,2913 0,0946 0,3103
Hinc Il yp1 0,2664 0,1830 0,0357 0,1617 0,0953 0,1868
Hinc Il 3"yl 0,4539 0,4723 0,4479 0,4580 0,0103 0,4534
Hinf | 58 0,3847 0,3950 0,3963 0,3920 0,0051 0,3877
Hb 0,0813 0,1137 0,1893 0,1281 0,0452 0,1279
Média 0,3596 0,3159 0,3199 0,3318 0,0197 0,3378
s.d. 0,1323 0,1436 0,1485 0,1415 0,0067 0,1258

4.5 ESTATISTICAS F E DIVERSIDADE INTER-POPULACIONAL

Os valores de Fis por l6cus em cada populacdo estdo apresentados na Tabela 13. Houve
uma variagdo de -0.357 para olocus Hinc Il 5°€ na populacéo de Maragojipe até 0.320717 para
olécus Hind 111 ®y na populagdo de Iguape. Os valores totais de Fis por populagdo foram de -
0.000314 em Iguape, -0.066531 em Maragojipe e -0.029695 em Cachoeira.

A diversidade inter-populacional (Fst) para cada par de amostras analisadas bem como o
conjunto formado pelas amostras com os intervalos de confianga para cada valor calculado
podem ser observados na Tabela 14. Os valores tanto dos pares de amostras como do conjunto

total para os intervalos de confianga ndo foram significativamente diferentes de zero.



Tabela 13. Fis por I6cus e por populacéo.
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Loci Maragojipe Cachoeira |guape
Hincll 5'¢ -0.3565 -0.1387 -0.2608
Hind 111 y 0.0158 -0.0602 0.3207
Hind 111 %y -0.1254 0.2826 -0.2272
Hinc Il yp1 -0.0166 -0.0943 0.0000
Hinc 1l 3'yp1 -0.0316 0.1553 -0.0472
Hinf| 5 0.1349 -0.1945 -0.0254
Hb -0.0245 -0.0352 0.1615
Total -0.0665 -0.0296 -0.0003

Tabela 14. Valores de Fis, Fit e Fst e intervalo de confianca de 95% e 99% para os pares de
amostras e parao conjunto formado pelas trés amostras analisadas.

Loci
Hinc Il 5¢
Hind 11l ©y
Hind 111 Ay
Hinc Il g1
Hinc Il 3"ywB1
Hinf | 58
Hb
Total
I.C. = 95%
I.C. = 99%

Hinc Il 57¢
Hind 11l ©y
Hind 111 Ay

M aragojipe-Cachoeira

Fis
-0,2638
-0,0138
-0,0310
-0,0393
0,0428
-0,0083
-0,0302
-0,0533

0,0111/-0,1534
0,0203/-0,1732

Fit
-0,2773
0,0003
0,0524
-0,0387
0,0304
-0,0211
-0,0402
-0,0461

0,0193/-0,1526
0,0296/-0,1742

M aragojipe-lguape

-0,3211
0,1402
-0,1579

0,0190
0,1277
-0,1586

Fst
-0,0106
0,0140
0,0809
0,0004
-0,0129
-0,0127
-0,0097
0,0068

0,0342/-0,0111
0,0440/-0,0121

0,0190
-0,0146
-0,0006
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Hinc Il g1
Hinc 1l 3"ywB1
Hinf | 58

Hb

Total

I.C. =95%
I.C. =99%

Hinc Il 5¢
Hind 11l ©y
Hind 111 Ay
Hinc Il g1
Hinc Il 3"ywB1
Hinf | 58

Hb

Total

I.C. =95%
I.C. =99%

Hinc Il 5°¢
Hind 11l ©y
Hind 111 Ay
Hinc Il g1
Hinc Il 3"ywB1
Hinf | 58

Hb

Total

I.C. =95%
I.C. =99%

-0,0131
-0,0378
0,0673
0,1020
-0,0393
0,0836/-0,1787
0,1057/-0,2078

0,0716
-0,0507
0,0541
0,1119
-0,0362
0,0880/-0,1590
0,1073/-0,1930

Cachoeira-lguape

-0,1923
0,1368
-0,0318
-0,0794
0,0535
-0,1123
0,0998
-0,0138
0,0863/-0,1131
0,1062/-0,1418

-0,1781
0,1522
0,0022
-0,0334
0,0403
-0,1275
0,0961
-0,0075
0,0967/-0,1025
0,1190/-0,1307

M aragojipe-Cachoeira-lguape

-0,2630
0,0850
-0,0838
-0,0361
0,0169
-0,0133
0,0693
-0,0372
0,0469/-0,1471
0,0606/-0,1716

-0,2556
0,0892
-0,0401
0,0040
0,0042
-0,0270
0,0702
-0,0311
0,0525/-0,1356
0,0644/-0,1521

0,0837
-0,0124
-0,0142
0,0109
0,0030
0,0276/-0,0110
0,0371/-0,0131

0,0119
0,0178
0,0330
0,0425
-0,0139
-0,0136
-0,0041
0,0062
0,0209/-0,0063
0,0252/-0,0094

0,0058
0,0045
0,0403
0,0388
-0,0129
-0,0135
0,0010
0,0058
0,0232/-0,0063
0,0287/-0,0082




4.6 TESTE DE DIFERENCIACAO POPULACIONAL

Quando analisamos cada l6cus individualmente (Tabela 15), detectamos um valor de
probabilidade significativo (p<0,05) para os pares de amostras Maragojipe — Cachoeira para o
l6cus Hind 111 #y (0,00760) e Maragojipe — Iguape para olécus Hinc Il yp (0,00533). As trés
amostras juntas também revelaram valores de probabilidade significativos para os mesmos loci

(Tabela 16).

Tabela 15. Diferenciacéo genotipica por |6cus para todos os pares de populagdes analisados. Os

valores significativos (p<0,05) estdo marcados com asterisco.

Locus Pares de populagdo Probabilidade SE.
Hincll 5¢ Maragojipe-Cachoeira 1,0000 0,0000
Maragojipe-1guape 0,1844 0,0020
Cachoeira-Iguape 0,3031 0,0020
Hind I11 ®y Maragojipe-Cachoeira 0,1878 0,0022
Maragojipe-1guape 0,8695 0,0009
Cachoeira-Iguape 0,1577 0,0017
Hind 11 % Maragojipe-Cachoeira 0,0076* 0,0003
Maragojipe-lguape 0,43400 0,0021
Cachoeira-Iguape 0,1148 0,0013
Hinc Il w1 Maragojipe-Cachoeira 0,3476 0,0019
Maragojipe-lguape 0,0053* 0,0002
Cachoeira-Iguape 0,1131 0,0009
Hinc 1l 3'ypl Maragojipe-Cachoeira 0,8615 0,0009
Maragojipe-1guape 1,0000 0,0000
Cachoeira-Iguape 0,7072 0,0013
Hinf | 54 Maragojipe-Cachoeira 1,0000 0,0000
Maragojipe-1guape 1,0000 0,0000
Cachoeira-Iguape 1,0000 0,0000
Hemoglobina Maragojipe-Cachoeira 0,8499 0,0008
Maragojipe-1guape 0,3245 0,0020
Cachoeira-Iguape 0,7139 0,0016




Tabela 16. Diferenciacdo genotipica por locus para as trés populagdes analisados. Os valores

significativos (p<0,05) estdo marcados com asterisco.

Locus Probabilidade Desvio Padréo
Hincll 5¢ 0,2438 0,0064
Hind 111 y 0,2681 0,0062
Hind 111 %y 0,0149* 0,0017
Hinc Il yp1 0,0146* 0,0015
Hinc 11 3'yp1 0,9199 0,0019
Hinf | 5°8 1,0000 0,0000
Hemoglobina 0,7291 0,0048
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E quando analisamos todos os loci smultaneamente para cada par de amostras, pelo teste

exato de Fisher, ndo encontramos nenhum valor significativo. Na andlise das trés amostras, o

valor da probabilidade ficou na zona limitrofe de rejeicéo (0,0584) com um valor de X? = 23,119

e 14 graus de liberdade (Tabela 17).

Tabela 17. Diferenciacéo genotipica de todos os loci para cada par de populacfes analisados e

para o conjunto formado pelas trés populagdes pelo teste exato de Fisher.

Pares de populacéo X° G.L. Probabilidade
Maragojipe-Cachoeira 16,758 14 0,2693
Maragojipe-1guape 18,678 14 0,1776
Cachoeira-Iguape 16,521 14 0,2825
Total (3 amostras) 23,119 14 0,0584

4.7 DETERMINACAO DOS HAPLOTIPOS E INTENSIDADE DE RECOMBINACAO PARA

OS SETE LOCI ANALISADOS.

Dados da andlise de seis sitios de restricdo de 272 cromossomos p”, B° e B¢ foram

utilizados para obter a reconstrucéo haplotipica de 48 individuos de Maragojipe, 34 de Cachoeira,

32 de Iguape e 22 individuos portadores do traco AS provenientes de outros municipios do

Recbncavo Baiano que foram diagnosticados no Laboratdrio de genética da Faculdade Adventista
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de Fisioterapia. Desta forma, nés podemos identificar quais os haplétipos mais freglentes
encontrados nos cromossomos B, p° e B°.

A reconstrucéo haplotipica feita através do método sem recombinacdo e dos métodos de
recombinacdo com variagdo entre os marcadores, presenca de hotspot em regido desconhecida e
com presenca de hotspot entre os sitios Hinc 11 3' wp1 e Hinf | 54, bem como as fregiiéncias dos
haplotipos em cada grupo, encontram-se na sesséo | de apéndices.

A taxa de variagdo de recombinacéo utilizada foi de u = 0,0004. Este valor é baseado no

parametro de recombinagdo r =4N_c, onde N. (tamanho efetivo da populagdo) é de

aproximadamente 10.000 e ¢ (a probabilidade de recombinacdo para cada par de bases) € de
aproximadamente 10 (1 cM/Mb) em seres humanos. A identificacdo dos hapl6tipos feita através
dos métodos “presenca de hotspot em regido desconhecida’ e “presenca de hotspot em regido
conhecida’ (entre os loci Hinc Il 3'ypl e Hinf | 54 ) foram feitas com taxa u = 0,0004
estabelecida pelo Default do programa. As frequéncias dos haplétipos em cada grupo para
método empregado encontram-se nas sessdes || aV de apéndices.

Sabendo que existe forte associagdo ndo aleatdria dentro dos clusteres 5’ e 3'da 3-Globina
e que, 75% das recombinactes ocorrem entre estes dois clusteres (CHAKRAVARTI et al, 1984),
nos utilizamos o método de recombinagdo implementado no Phase 2.1.1 a fim de detectar a
presenca e avaliar a intensidade de hotspot recombinacional naregido gendmica analisada. Desta
forma, encontramos uma intensidade de recombinacdo entre os sitios Hinc Il 3"yl e Hinf | 58
cerca de 34 vezes superior aintensidade detectada entre os outros sitios (figura 25).
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Figura 25. Taxa de recombinag&o do cluster da 3-Globina estimada pelo Phase 2.1.1 utilizando o
método que detecta presenca de hotspot em regido desconhecida com taxa de recombinacéo
fixada em 0,0004. A andlise revelou a presenca de um hotspot recombinagional entre os sitios
Hinc Il 3'yp1 e Hinf | 5°4 com intensidade de 34,5 vezes a taxa de recombinagdo fixada. Nos
outros intervalos, o valor da intensidade de recombinagdo foi igual a taxa estabelecida pelo
programa.

4.8 IDENTIFICACAO E ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA DOS HAPLOTIPOS
DO CLUSTER 5’ DA B-GLOBINA.

Os sitios de restricdo detectados pelas endonucleases Hinc Il e Hind 111 na regido 5 da -
Globina (sitios 2, 3, 4, 6 e 7 da Figura 3) foram selecionados para determinarmos os hapl6tipos
mais comuns através do programa Phase 2.1.1. NOs optamos por esta estratégia porque o cluster
5da B-Globina ja foi muito estudado em vérias populagdes (CHAKRAVARTI et al, 1984,
SMITH et a, 1998; SCHNEIDER et a, 2002; WALL et al, 2003; FEARNHEAD et a, 2004)
possibilitando uma comparacdo com os dados agui encontrados. Desta forma, nds excluimos o
sitio, Hinf | 54 e analisamos, além das trés populacbes estudadas, 32 pacientes com
hemoglobinopatias (17 pacientes Hb SS, 12 Hb SC e 3 Hb CC) e 22 portadores Hb AS. A figura
26 apresenta a sequéncia dos individuos que reflete a organizagdo por haplétipos entre os grupos
de pacientes e portadores do traco, evidenciando assim um forte desequilibrio de ligac&o entre os
hapl6tipos e o grupo de pacientes (p<0,05).
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22 haplétipos com frequéncia igual ou superior a 1% foram inferidos através do método
sem recombinagdo, sendo quatorze ligados ao cromossomo B, seis ligados a0 cromossomo B° e
dois ligados a0 cromossomo B°. As freqgiiéncias dos haplétipos em cada populagdo e em cada
grupo de pacientes encontram-se natabela VI da sessdo de apéndices.

Os haplétipos ligados aos cromossomos f* mais comuns nas amostras de Maragojipe,
Cachoeira e Iguape (tabela 18) foram: 2 (+----),3(----+),4(-+-+)e6 (- + +- +) edois
haplotipos privados foram encontrados na populagdo de Maragojipe, os haplotipos9 (- + + + +) e
014 (++--+4).

Para analisar a aderéncia ao equilibrio de Hardy-Weinberg, a diversidade haplotipica intra
e inter-populacional do cluster 5 da p-Globina nos cromossomos f*, nas amostras de
Maragojipe, Cachoeira e |guape, nés atribuimos para cada haplétipo um ndimero que corresponde
a mesma numeracao utilizada por Long et a (1990). Desta forma, cada hapl6tipo foi considerado
como um unico alelo e todos os alelos como pertencendo ao mesmo locus.

A tabela 19 apresenta 0s genotipos encontrados nas trés populagdes e 0s testes para
verificar os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg estdo na tabela 20. A populagdo de
Cachoeira apresentou um desvio significativo para o teste de sensibilidade ao déficit de
heterozigotos (0,0324) e para o teste global, apenas a populacéo de Iguape ndo apresentou desvio
significativo (tabela 20).
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Figura 26. Representacdo dos hapldtipos do cluster 5'da B-globina dos individuos das populagtes, pacientes com hemoglobinopatias e portadores Hb.AS feita
pelo programa Visual Hapltype VH1 (http://egp.gs.washington.edu/V H1.html). Cada sitio é representado por uma coluna e cada linha representa um individuo.
Os quadrados de cor azul representam homozigose para o alelo mais comum, os de cor amarela, homozigose para o aldo raro e os quadrados vermelhos sdo os
heterozigotos para cada sitio. A segiiéncia dos individuos reflete a organizagdo por haplétipos mais comuns. Desta forma, € possivel identificar quais os
hapl 6ti pos mai's comuns, evidenciando assim um desequilibrio de ligagdo no grupo de pacientes.
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Tabela 18. Freqgiiéncias dos haplétipos f* do cluster 5° da p-globina nas populages de Maragojipe, Cachoeira e Iguape.
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Hapl 6tipos” Sitios de Restricdo Maragojipe Cachoeira |guape Total Hapl 6tipos
Privados
E v Y ¥p 3yp N°  Freqg N°  Freqg N°  Freq N°  Freg.
1 - - - - - 07 00795 06 0,000 03 00577 16 0,0800
2 + - - - - 14 01591 12 0,2000 07 01346 33 0,1650
3 - - - - + 13 02477 13 02167 14 0,2692 40 0,2000
4 - + - - + 12 01364 10 0O,1667 12 02308 34 0,1700
5 - + - + + 07 00795 03 00500 00 00000 10 0,0500
6 - + + - + 12 01364 05 00833 07 01346 24 0,1200
9 - + + + + 03 00341 00 00000 00 00000 03 0,0150 Maragojipe
11 - - - + + 04 00455 02 00333 01 00192 07 0,0350
12 + + - - - 04 00455 00 00000 03 00577 07 0,0350
13 + - - - + 02 00227 06 0,000 01 0,0192 09 0,0450
14 + + - - + 01 00114 00 00000 OO0 00000 01 0,0050 Maragojipe
16 - + - - - 00 00000 02 0033 03 00577 05 0,0250
18 + - + - - 06 00682 01 00167 00 00000 07 0,0350
19 - - + - + 03 00341 00 00000 01 00192 04 0,0200
Tota 88 10000 60 10000 52 1,0000 200 1,0000

"Numerac&o dos hapl 6tipos 1 a 16 de acordo com Long et al. (1990); os hapl étipos 18 e 19 foram descritos por Shimizu et d (1992 e 2001) e Villal obos-

Arambulaet a (1997) 2Numero de cromossomos .
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Figura 27. Distribuicdo dos haplétipos nas populacdes estudadas.
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Tabela 19. Distribuico genotipica dos haplétipos p* do cluster 5 da p-Globina. O total corresponde ao niimero de individuos.

Populacéo Gendtipos

1 1 2 1 2 3 1 2 3 4 2 3 4 1 2 3 4 6 5 6 1

1 2 2 3 3 3 4 4 4 4 5 5 5 6 6 6 6 6 7 11 12
Maragojipe O 2 0 0 2 1 0 4 1 2 3 2 1 1 3 1 1 1 1 2 2
Cachoeira 2 0 1 1 2 4 0 5 1 0 2 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0
Iguape 0 1 0 1 2 3 1 3 3 0 0 0 0 0 1 1 3 0 0 0 0
Total 2 3 1 2 6 8 1 12 5 2 5 2 2 1 4 3 4 2 1 3 2
Populacéo Gendtipos Total

4 6 12 2 3 4 6 7 11 7 1 4 6 6 11 16 1 2 3 11

12 12 12 13 13 13 13 13 13 14 16 16 16 18 18 18 19 19 19 19

Maragojipe O 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 2 0 1 3 2 0 44

Cachoeira 0 O 0 1 0 3 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 30

Iguape 2 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 26

Total 2 2 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 3 2 1 100
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Tabela 20. Probabilidade e desvio padréo associado (em parénteses) obtidos com os trés testes
para verificagdo de equilibrio de Hardy-Weinberg dos hapl6tipos do cluster 5 da -Globina. Os
valores marcados com asterisco representam os desvios significativos (p<0,05).

Amostra Déficit de Excesso de Teste

Heterozigotos Heterozigotos Global

Maragojipe 0.0896 0.9008 0.0337*

(0.0061) (0.0080) (0.0036)

Cachoeira 0.0324* 0.9651 0.0010*

(0.0029) (0.0035) (0.0003)

| guape 0.8614 0.1568 0.6895

(0.0072) (0.0090) (0.0090)

Astrés 0.0570 0.9517 0.0016
amostras (0.0037) (0.0030)

Os valores da diversidade intra-populacional (Hs) nas amostras de Cachoeira e Iguape
estdo abaixo do valor de Hs para o conjunto das trés amostras (0,871). Ja a amostra de
Maragojipe apresentou maior diversidade intra-populacional (0,901). Os niveis de endogamia
(Fis) foram considerados elevados nas amostras de Maragojipe e Cachoeira e em Iguape, o valor
observado foi abaixo de zero (tabela 21).

Tabela 21. Diversidade génica (Hs) e coeficiente de endogamia (Fis) em cada amostra.

Populagdo Tamanho N° de Hs Ho Fis
Alelos
Maragojipe 44 13.00 0.9015 0.8636 0.0424
Cachoeira 30 10.00 0.8677 0.7333 0.1571
| guape 26 10.00 0.8431 0.8846 -0.0502

Média 33 11.00 0.8708 0.8271 0.0509
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A diversidade inter-populacional (Fst) foi de 0,002105, somente inferior a 0,008021
obtido quando compararam-se as amostras Maragojipe e Iguape (tabela 22). Os totais observados
para cada par de amostras e para o conjunto formado pelas trés amostras ndo revelaram

subestruturacdo entre as populagoes.

Tabela 22. Valores de Fis, Fit e Fst para dos haplétipos do cluster 5°da B-Globina para os pares
de amostras e para o conjunto formado pelas trés amostras analisadas.

Maragojipe-Cachoeira

Hapl 6tipos Fis Fit Fst
1 0.4202 0.4100 -0.0176
2 -0.1094 -0.1169 -0.0068
3 0.2603 0.2592 -0.0014
4 0.0509 0.0402 -0.0112
5 -0.0624 -0.0691 -0.0063
6 0.1437 0.1417 -0.0023
9 -0.0216 -0.0059 0.0153
11 -0.0295 -0.0417 -0.0118
12 0.4867 0.4959 0.0180
13 -0.0741 -0.0265 0.0442
14 0.0022 -0.0023 -0.0045
16 -0.0207 0.0072 0.0274
18 -0.0511 -0.0343 0.0159
19 -0.0216 -0.0059 0.0153

Total 0.0879 0.0872 -0.0007
Maragojipe-1guape

Hapl 6tipos Fis Fit Fst
1 0.1512 0.1390 -0.0142
2 -0.1636 -0.1760 -0.0105
3 0.1227 0.1487 0.0296
4 -0.0062 0.0098 0.0159
5 -0.0720 -0.0174 0.0509




11
12
13
14
16
18
19
Total

Hapl 6tipos
1

© o 0o B~ W N

19
Total

Hapl 6tipos
1
2

-0.0207 -0.0362
-0.0208 -0.0080
-0.0274 -0.0325
0.2611 0.2477
-0.0075 -0.0227
0.0029 -0.0033
-0.0467 0.0186
-0.0587 -0.0150
-0.0168 -0.0282
0.0098 0.0177
Cachoeira-l1guape
Fis Fit
0.4075 0.3994
-0.0676 -0.0694
0.3788 0.3678
-0.2354 -0.2364
-0.0344 -0.0034
0.0783 0.0729
-0.0113 -0.0256
-0.0430 0.0043
-0.0790 -0.0377
-0.0322 -0.0431
0.0012 -0.0012
-0.0014 0.0013
0.0627 0.0608
M aragojipe-Cachoeira-lguape
Fis Fit
0.3319 0.3215
-0.1151 -0.1226

-0.0151
0.0125
-0.0050
-0.0180
-0.0151
-0.0063
0.0625
0.0412
-0.0112
0.0080

Fst
-0.0135
-0.0017
-0.0176
-0.0008

0.0300
-0.0058
-0.0141
0.0454
0.0382
-0.0106
-0.0024
0.0028
-0.0019

Fst
-0.01563
-0.0067
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3 0.2522
4 -0.0590
5 -0.0609
6 0.0630
9 -0.0200
11 -0.0245
12 0.2618
13 -0.0645
14 0.0037
16 -0.0351
18 -0.0495
19 -0.0161
Total 0.0536

0.2559
-0.0575
-0.0407
0.0554
-0.0050
-0.0348
0.2658
-0.0306
-0.0019
-0.0131
-0.0218
-0.0150
0.0556

0.0049
0.0013
0.0189
-0.0081
0.0146
-0.0100
0.0055
0.0318
-0.0057
0.0212
0.0264
0.0010
0.0021
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Os resultados do teste de diferenciaco génica e genotipica entre os pares de amostras e

para o conjunto formado pelas trés amostras estéo descritos na tabela 23. Observa-se um desvio

significativo quando se compara as freqliéncias genotipicas entre as amostras Maragojipe e
| guape (0,02766) e também quando as trés amostras sdo comparadas (0,0218).

Tabela 23. Diferenciagcdo génica e genotipica para os haplotipos do cluster 5° da -Globina entre
os pares de populagdes e o conjunto formado pelas trés populagdes analisadas. Os valores

marcados com asterisco representam os desvios significativos (p<0,05).

Amostras Diferenciacdo Génica  Diferenciacdo Genotipica
Probab. SE. Probab. SE.
Maragojipe-Cachoeira  0.1333 0.0010 0.0844 0.0016
Maragojipe-1guape 0.0675 0.0007 0.0276* 0.0008
Cachoeira-Iguape 0.2121 0.0012 0.1727 0.0022
Astrés amostras 0.0694 0.0039 0.0218* 0.0026




4.9. RESULTADOS DOS CALCULOS DE MISTURA ETNICA

As amostras foram reunidas em uma so e utilizando o modelo de uma populagéo tri-
hibrida para calcular as porcentagens de cada populagdo parental, nds encontramos 0s seguintes
resultados. 80,4% africana, 10,8% europeu e 8,8% indigena com um bom coeficiente de
correlacdo multipla (R? = 0,99).

4.10. RESULTADOS DOS PACIENTES COM HEMOGLOBINOPATIAS

Entre os pacientes com hemoglobinopatias que foram analisados, 17 apresentaram 0
gendtipo Hb. SS, 12 Hb. SC e 03 o gendtipo Hb. CC totalizando 32 pacientes. Nenhum dos
pacientes apresentou sindrome torécica aguda, nem sequiestro esplénico. As criancas Hb.SS
apresentaram 0 bago normal ou ligeiramente aumentado a apalpagdo feita pelo médico. Ja os
pacientes adultos ndo revelaram a presenca do baco indicando asplenia. 45% dos pacientes Hb
SC tinham esplenomegalia e os outros 55% evidenciaram o tamanho normal deste 6rgéo.

Uma crianga do sexo masculino (Hb.SS) apresentou Ulcera cuténea do maléolo esquerdo.
Outro paciente Hb.SS, do sexo feminino, apresentou trombose retiniana do olho direito levando-a
a perda desta visdo.

As crises algicas, principal caracteristica destes pacientes, aconteciam numa freqiiéncia
média de quatro crises por ano em cada paciente. Os pacientes Hb.SS apresentaram maior
predisposicao as crises algicas, porém os pacientes Hb.SC tinham crises mais intensas e severas.
Uma paciente gravida apresentando genétipo Hb.CC teve que ser submetida a uma
exosanguineo-transfusdo para fazer cesariana. 80% destes pacientes tinham colelitiase, uma das
complicagBes mais comuns cuja indicagdo terapéutica, mais cedo ou mais tarde, é cirlrgica.
Durante o periodo desta pesguisa, Uma paciente com gendtipo Hb SS com 18 anos foi submetida
acirurgia vindo a falecer em decorréncia de acidente vascular cerebral isquémico intraoperatério
devido a hipdxia causada pelo uso do anestésico alotano. Os indices hematol6gicos dos grupos de
pacientes Hb.SS e Hb.SC estdo na tabela 24. Sabendo que a média do hematécrito nos grupos de
pacientes Hb.SS e Hb.SC, foi de + 24,0 e 31,0, respectivamente, e 0 desvio padréo de * 4,0,
verificamos que o grupo Hb.SS em relagdo a0 grupo Hb.SC, apresenta uma diferenca
estatisticamente significativa (p< 0,001). A média da concentracgo da hemoglobina nos pacientes
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Hb.SS (7,2 £ 1,47) apresentou reducdo significativa em relagdo ao grupo de pacientes Hb.SC
(9,44 £ 1,3) (p< 0,001).

Tabela 24. Dados hematoldgicos dos pacientes com hemoglobinopatias do Recdncavo Baiano.

Dados Hematolégicos Pacientes Hb SS Pacientes Hb SC Valores de
Referéncias
Média = D.P. (mediana)
Ht (%) 23,9 + 4,4 (26) 31,27 + 4,36 (32,0) 40 — 54
Hb (g/dI) 7.2 + 1,47 (7,25) 9,44 + 1,3 (9,4) 13-18
V.C.M. (fl) 77,15 + 8,0 (77,82) 82,65 + 4,57 (83,93) 80 — 96
H.C.M. (pg) 23,25 + 3,3 (21,94) 24,74 + 2,36 (25,19) 27-31
C.H.C.M. (g/dI) 29,99 + 1,94 (29,88) 29,88 + 1,35 (29,88) 31-36
L.D.H. (UI/L) 486,33 + 233,7 (453,5) 330 + 100,5 (324) 80 — 220
Hb.F (%) 5,9 + 5,6 (3,25) 2,5+ 2,3(1,55) 0-2
Hb.A2 (%) 2,8+1,8(2,75) - 1,5-35
Hb.S (%) 91,0 + 6,66 (93,7) 56,8 + 5,8 (56,7)
Hb.C(%) - 41,3 + 4,9 (41,6)

Hb = hemoglobina, HbF , Hb.S e Hb.C = hemoglobinas fetal, S e C, respectivamente; Ht = hematdcrito; VCM =
volume corpuscular médio das hemécias; HCM = hemoglobina corpuscular média; CHCM = concentragdo da
hemogl obina corpuscular média; LDH = lactato desidrogenase.

Os niveis da lactato desidrogenase (LDH) individuos falcémicos Hb.SS é em torno de 4X
maior do que os valores normais. Verificamos ainda, uma diferenca significativa com p<0,05
entre o ponto de corte do lactato sangliineo em repouso do grupo Hb.SS em relacdo ao grupo
Hb.SC, sendo Hb.SS maior do que o Hb.SC. A média da concentracdo de Hb.F apesar de ter sido
maior nos pacientes Hb.SS do que nos pacientes Hb.SC, ndo foi detectado desvio significativo
entre esta diferenca (p>0,05).

NGs encontramos uma diferenca significtiva para a distribuicdo haplotipica entre o grupo
de pacientes e os individuos normais (p < 0,05). Trés haplétipos africanos (CAR, BEN e CAM)
foram identificados entre os dezessete pacientes com anemia falciforme. Os mais comuns foram:
os haplétipos BEN (- - - - +) com 52,9% e o CAR (- + - - -) com 32,5%. Dois hapl6tipos atipicos
em quatro cromossomos p° (dois “- - - - - “edois“- + - - +") e um haplétipo CAM, considerado
raro nesta populacdo, também foram encontrados. Os resultados obtidos para os haplétipos da -
Globina nos pacientes est&o descritos na tabela 25.



Tabela 25. Distribuico dos haplétipos dos cromossomos B° e € nos trés grupos de pacientes

com hemoglobinopatias.

Hapl 6tipos Pacientes

Pacientes

Pacientes

Hb. SS

Cromossomos 3°

BENIN 18
CAR 11
CAM

Atipicos 4

Cromossomos i
Tipo | -
Tipoll -

Hb. C

N O b O

Hb. CC

Total

24
15

10
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Entre os pacientes com hemoglobinopatia SC, os hapl6tipos CAR e BEN combinaram-se

com os haplétipos dos cromossomos B tipo | (- + - - +) etipo Il (- - - - +). Dos trés pacientes

com hemoglobinopatia CC, dois eram homozigotos para o haplétipo tipo | e um heterozigoto para

os haplétipos tipos | e Il. As combinagdes dos haplétipos e suas frequiéncias estdo descritas na

tabela 26. Devido ao tamanho reduzido da amostra, ndo foi possivel investigar a influéncia dos

haplétipos p° e B, sobre a variabilidade clinica dos pacientes com hemoglobinpatias tornando-se

necessario arealizagcdo de mais estudos para avaliar esta questéo.

Tabela 26. Distribuicdo dos gendtipos dos haplotipos nos pacientes.

Pacientes Hb.SS Freq. (%) Pacientes Hb.SC e CC Freq. (%)
CARI/CAR 2(11,7) BEN/TIPO | 3(21,4)
BEM/BEN 6 (35,2) BEN/TIPO II 2 (14,3)
BEM/CAR 4 (23,5) CAR/TIPO | 3(21,4)
CAR/ICAM 1 (6,0) CAR/TIPO Il 2 (14,3)
CAR/ATP 2 (11,7) TIPO ITIPO Il 1 (7,0
BEN/ATP 2(11,7) TIPO II/TIPO 1I 2 (14,3)

TIPO I/ATP 1 (7,0
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Dos 32 pacientes analisados, a reagdo de amplificaco para detectar a delecdo 3.7 kb da o-
globina foi bem sucedida em 29 (figura 28). Vinte e um pacientes apresentaram genotipo normal
(o o/a a), sete tinham a delecdo em um dos cromossomos (o o/ o-) € um paciente Hb.SS

apresentou a Talassemia o * (o -/ a-) (tabela 27).

M 1 2 3 4 5 6 7

Figura 28. Gel de agarose 1%. M: marcador de peso molecular (1 Kb); individuos 1, 2, 3,6 e 7
ndo apresentam a delecdo (ao/aa); individuos 4 e 5 heterozigotos para a delecdo —a>’. A seta
aponta para uma banda de 2 Kb. Os individuos sem a delecdo apresentam uma bandade 1,8 Kb e
o0s heterozigotos apresentam duas bandas, uma de superior de 2,1 Kb e outrainferior de 1,8Kb.

Tabela 27. Distribuicdo dos genttipos paraa delegdo 3.7 kb da o — globina nos trés grupos de
pacientes com hemoglobinopatias.

Gendtipos Pacientes Pacientes Pacientes Total
Hb. SS Hb. SC Hb. CC

A dlaa 10 9 2 21

A of o- 4 1 7

A -/ o- 1 0 0 1

Total 15 11 3 29
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4.10.1 M anifestagBes clinicas, laboratoriais e moleculares de um paciente com Anemia
Falciforme associada a Talassemia o

A partir daidentificacdo de um paciente que apresentava dois tipos de hemoglobinopatias,
aTalassemia o’ e anemia falciforme, resolvemos submeté-lo a outros exames a fim de estudé-lo
mais detalhadamente para compreender um pouco mais a interacdo destas duas patologias. O
paciente foi submetido a uma consulta médica observando os seguintes aspectos clinicos:

Ectoscopia: crianga consciente, hidratada, hipocorada (++ / 4+), acianGtica, anictérico e
afebril ao toque.

Snais Vitais: TA: 100 X 70; Pulso: 92 bpm; freqiiéncia cardiaca: 141 bpm; demais sinais
ndo anotados.

Cabega e Pescoco: Dentes em bom estado; amigdalas normotroficas; ganglios da regido
cervical anterior, posterior, retroauriculares, supraclaviculares e infraclaviculares néo palpaveis.

Aparelho respiratorio: Murmurios vesiculares bem distribuidos, sem ruidos adventicios.

Aparelho cardiovascular: Bulbos normofonéticos, ritmicos, com desdobramento de B2,
sem sopros sistélicos.

Abdome: Flécido, plano, ruidos hidroaureos presentes, espaco de Troube timpanico,
figado palpavel a mais ou menos 5cm do Rebordo costal direito (RCD), indolor & papagéo
superficial e profunda; bago ndo palpével.

Extremidades. Bem perfundidas e sem edemas.

Neuroldgico: Reflexos superficiais e profundos presentes e simétricos; sem alteracfes ao
exame dos pares cranianos.

4.9.1.1 Exames Laboratoriais

O hemograma do paciente revelou indices hematimétricos alterados. uma taxa de
hemoglobina baixa( 8g/dl), hematdcrito e nimero de hemécias reduzidos (Ht = 25% e Hemécias
= 3.000.000 m/m3). O volume corpuscular médio (VCM) determinado foi de 83u3; a
hemoglobina corpuscular média (HCM) de 26pg e a concentragdo hemoglobinica corpuscular
média de 32% (tabela 28) . O esfregaco sanguineo revelou ao microscopio Optico comum
presenca de hemécias em alvo, algumas hemécias nucleadas e hemécias falcizadas. Observou-se

também uma anisocitose acentuada com presenca de hemécias microciticas, além de hipocromia



Tabela 28. indices hematimétricos do paciente, seus pais e dois irmaos.

Nome Hemacias Ht Hb V.C.M. H.C.M. C.H.C.M.
(milhdes/mm3) (%) (g/dI) (1) (pg) (g/dI)
ACS 4,6 41 13,3 89 28 32
RCS 4,9 44 14 89 28 31
ADCS 4,8 43 13,8 89 28 32
ASCS 4,9 44 14 89 28 31
PYCS 3 25 8 83 26 32
Referéncias 45a5,5 40-54 13-18 80-96 27-31 31-36
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ACS: pal, RCS: mée, ADCS: irmdo, ASCS: irmdo, PYCS: paciente. Ht: hematdcrito; Hb: hemoglobina; VCM:
volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo hemoglobinica

corpuscular média

A contagem global de leucdcitos apresentou-se elevada: 18. 500 por mm® de sangue; e a

contagem relativa revelou uma gquantidade elevada de granulécitos (neutréfilos, 67% e
eosinéfilos, 8%) em relagcdo aos linfocitos (16%), mondcitos (7%) e bastonetes (1%) (tabela 29).

A dosagem bioguimica das substancias orgénicas mostrou ateragdes com taxas elevadas na
bilirrubina total e fragdes (BT= 2,20 mg/dl, BD= 1,80 mg/dl) e na ferritina (341ng/ml) (tabela

30), enquanto que as outras substancias, para avaliacdo do estado gera do paciente (glicose, uréia

e creatinind) apresentaram niveis plasmaticos normais.

Tabela 29. Resultado dos leucogramas da familia e do paciente.

Nome Leucdcitostotaismm?  Bast Sg Eos Bas Linf Mono %
(%) (%) (%) (%) (%)
ACS 6.000 0 54 6 0 33 7
RCS 7.300 0 63 8 0 27 2
ADCS 7.700 0 47 8 0 39 6
ASCS 7.000 0 43 9 0 44 4
PYCS 18.500 1 67 8 1 16 7
Referéncias 5.000 a 10.000 a6 48a63 1la4 Oal 20a35 2a8

Foram feitos também os exames dos pais e irméos do paciente, todos portadores do trago

falciforme, detectados eletroforeticamente. Todos eles apresentaram resultados normais nos

indices hematimétricos, leucograma e nas dosagens biogquimicas de glicose, uréia e creatinina.
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Tabela 30. Valores obtidos nas dosagens de bilirrubinas e ferritina do paciente.

Dosagem BT (mg/dl) BD (mg/dl) BI (mg/dl) Ferritina (ng/ml)
Valores obtidos 2,2 1,8 04 341,9
Referéncia 0,20a1,00 0,10a0,40 0,10a0,60 20a200
Método Sims-Horn Sims-Horn Sims-Horn  Eletroquimiluminescécia

4.9.1.2 Exames De Imagem

A USG (ultrasonografia) do abdome tota revelou figado aumentado de volume,
contornos regulares, bordas rombas e textura homogénea; As vias biliares intra e extra hepaticas
sem dilatacBes (0 hepato-colédoco medindo 3mm (normal até 6mm); vesicula biliar distendida
fisiologicamente sem célculos em seu interior e com parede de espessura normal; pancreas de
contornos regulares e textura homogénea; retroperitdnio sem adenomegalias; aorta abdominal,
veia cava inferior e principais ramos de morfologia e calibre normais; bago de volume normal,
contornos regulares e textura homogénea; rins de dimensdes, ecogenicidade parenquimal e
relacdo cortico medular mantidas; seio e pelve normais; auséncia de liquido livre em recessos
peritoneiais;bexiga normodistendida, paredes lisas e conteido anecbico. A Unica alteracdo
significativa foi a hepatomegalia.

A radiografia do térax evidenciou: Campos pulmonares com boa transparéncia; Seios
costo-frénicos livres, Area cardiaca normal; vasos de base sem alteragdes. As radiografias dos
punhos, ombros, quadris, joelhos e tornozelos evidenciaram: morfologia, densidade e estruturas
Ossess inalteradas; superficies e espagos articulares mantidos; partes moles sem alteracoes.
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5 DISCUSSAO

Apesar de varios trabalhos terem sido publicados sobre o estudo de polimorfismos de
DNA no cluster da hemoglobina em populagdes do estado da Bahia (FIGUEIREDO et al, 1994;
GONCALVES et al, 2003; ADORNO et al, 2004; LYRA et al, 2005), a maioria dos trabalhos
conduzidos até agora se concentraram na cidade de Salvador. Sabe-se pouco sobre a variabilidade
genética em populagdes do Recdncavo Baiano.

Os elevados custos dos métodos, as restrices de tempo para conducdo dos estudos e as
dificuldades de coleta limitaram este estudo a um complexo génico e a trés amostras,
provenientes de dois municipios do Reconcavo Baiano, Cachoeira e Maragojipe, onde ha
predominéncia da cultura africana. Uma destas amostras representa um remanescente de
Quilombo (Santiago do Iguape) localizado a 40 km da zona urbana no municipio de Cachoeira. O
presente trabalho permitiu inferir conclusbes de interesse antropolégico e de genética
populacional concernentes a histéria natural destas populagdes.

Um grupo formado por 32 pacientes com hemoglobinopatias, sendo 17 mulheres e 15
homens com idades variando de dois a quarenta e um anos e um grupo de 22 portadores Hb.AS
também fizeram parte deste trabalho. O perfil eletroforético de cada paciente foi determinado no
Laboratorio da Faculdade Adventista de Fisioterapia. A confirmagdo das hemoglobinas variantes
Hb.S e Hb.C e a deteccdo da delecdo o’ da a-globina foram realizadas no Laboratério de
Hemoglobinas e Genética das Doencas Hematologicas da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus Séo José do Rio Preto (SP). 10 nos permitiu estudar a associagdo de alguns
haplotipos com a anemia falciforme na regido, identificar as caracteristicas clinicas mais comuns
nestes pacientes e investigar a interacao entre a anemia falciforme e a a-Talassemia num paciente
diagnosticado para estas duas patologias.

5.1 DISTRIBUICAO DE FREQUENCIAS DE SITIOS DE RESTRICAO NO COMPLEXO
GENICO DA B — GLOBINA EM POPULACOES DO RECONCAVO BAIANO E EM
OUTRAS POPULAGOES

De um total de 48 individuos na amostra de Maragojipe, oito ndo amplificaram para o
sitio Hinc Il 5'¢, um para o sitio Hind 111 — IVS-2 ®y, um para o sito Hinc Il 3y e dois para o
sitio Hinf 1 5°4. Nos sitios Hinc Il 5¢, Hinc Il wple Hinc Il 3"yp, quatro individuos ndo
amplificaram para cada um destes sitios na amostra de Cachoeira que totalizou 34 individuos. Na
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amostra de Iguape, 44 individuos tiveram o perfil eletroforético determinado e destes, 34 foram
utilizados para a amplificagdo dos seis sitios de restricdo, dos quais dois ndo conseguimos
amplificar parao sitio Hinc |1 5'¢ e quatro paraossitios Hind 111 —1VS-2 %y e Hinc I yp1.

Natabela 31, as frequiéncias dos sitios de restri¢céo obtidas para as trés amostras estudadas
sd0 comparadas com as populagdes parentais. Em ralacdo ao sitio Hinc Il 5’¢, as freqiéncias das
amostras estudadas (0,217 a 0,325) sdo intermedidrias entre a populacéo africana (0,108) e as
populacdes européia (0,618) e indigena (0,795).

Para o sitio Hind 111 1VS2 ©), as freqiiéncias das amostras de Maragojipe (0,436) e Iguape
(0,453) esd bem proximas a da populagdo africana (0,463), enquanto que a amostra de
Cachoeira apresentou fregiiéncia menor (0,323). J& para o sitio Hind 111 IVS2 #, as freqiiéncias
das amostras de Maragojipe (0,26) e Iguape (0,196) situaram-se entre as mais elevadas. A
freqliéncia da amostra de Cachoeira (0,088) ficou proxima a da populacéo africana (0,079).

Para o sitio Hinc Il yp1, a freqiéncia da amostra de Iguape (0,018) ficou proxima a
freqiéncia da populagdo indigena (0,03). Este nimero € bem inferior as freqiéncias de
Maragojipe (0,156) e Cachoeira (0,1) que ficaram proximas a fregiiéncia da populagdo africana
(0,158).

O sitio Hinc 1l 3"yl apresentou menor variabilidade entre as fregiiéncias observadas nas
trés amostras (0,633 a0,672), situando-as entre as populagdes européia (0,359) e africana (0,931).
Ja as freguéncias observadas para o sitio Hinf | 5°8 nas trés amostras (0,734 a 0,744) séo
proximas a freqiiéncia da populacéo africana (0,821).

Tabela 31. Frequéncias de sitios de restricdo no complexo génico da B-Globina nas amostras
analisadas e nas populagdes parentais.

Populacéo Hincll Hindlll Hindlll Hincll Hincll Hinf |
5¢ V2 &y IVS2 %y ¥p1 3ypl 54

Africa (centro-sul) 0,108 0,463 0,079 0,158 0,931 0,821
Europa 0,618 0,379 0,15 0,222 0,359 0,95
Indigenas 0,795 0,2 0,165 0,03 0,195 1,0

Maragojipe 0,325 0,436 0,26 0,156 0,66 0,744

Cachoeira 0,317 0,323 0,088 0,1 0,633 0,735

Iguape 0,217 0,453 0,196 0,018 0,672 0,734
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5.1.1 Equilibrio De Hardy-Weinberg

O tede exato foi aplicado com um nimero de permutacdes suficiente para estimar a
probabilidade de desvio casual com desvios padrdo inferiores a 0,02. O Unico desvio observado
foi para olécus Hinc Il 5¢ na populagdo de Maragojipe (0,0310) apresentado na tabela 8.
Considerando o nimero de testes realizados (21) e o nivel de significancia de 5%, o0 Unico desvio
observado é inferior a esta porcentagem podendo ser atribuido ap acaso.

Desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg podem ser causados por diversos fatores:
subestrutura populacional, tamanho amostral, acasalamento ndo aleatério, mistura étnica, deriva
genética, selecdo ou endogamia (TOURRET et a, 1999). Por outro lado, o fato de uma populagéo
se encontrar em equilibrio de Hardy-Weinberg ndo significa que a mesma satisfaz todas as
premissas da lei. Muitas das premissas do equilibrio podem estar sendo violadas
simultaneamente, de maneira que seus efeitos estejam cancelando uns aos outros (GUO e
THOMPSON, 1992).

Todos os resultados apresentados pelos testes sensiveis a0 excesso ou a deficiéncia de
heterozigotos apresentaram apenas um resultado significativo, o I6cus Hinc |1 5'¢ na populagéo
de Maragojipe (0,0240), obtido pelo tese sensivel ao excesso de heterozigotos (tabela 10).
Embora nas outras duas populagdes ndo tenha sido observado nenhum valor significativo, o teste
multipopulacional apresentou um desvio elevado (0,0047) para este mesmo I6cus. Uma possivel
explicacdo para este achado € a ocorréncia de fluxo génico. Nenhum desvio significativo do
equilibrio de Hardy-Weinberg foi detectado em qualquer andlise nas duas amostras do municipio

de Cachoeira.
5.1.2 Desequilibrio De Ligagdo

A subestrutura de uma populag@o pode ser detectada tanto por desvios do equilibrio de
Hardy-Weinberg quanto por desequilibrio de ligagdo. Visto que os loci analisados no presente
estudo estédo proximamente ligados (ndo sdo independentes), espera-se que alguns destes néo
estejam associados aleatoriamente.

Em 63 andlises, nds identificamos cinco desvios entre os pares de loci analisados nas trés
populagdes (tabela 11). Nas populagdes de Maragojipe e Iguape, o par de loci 5¢ — 3'yp
apresentou desvios atamente significativos (0,00001 e 0,00073, respectivamente). A



94

probabilidade para este par de loci na populagdo de Cachoeira foi de 0,1123. Estes dois loci estéo
separados um do outro cercade 30 Kb.

Na populaggo de Cachoeira, 0 l6cus 1VS-2% encontra-se em desequilibrio com osloci 5'¢
(0,0039) e 1VS-2" (0,0261). Considerando o par de loci 1VS-2 ©y - VS22 #), a probabilidade
observada na populagdo de Maragojipe foi de 0,0748, um valor pequeno, apesar de ndo ser
significativo. Surpreendentemente, no quilombo de Iguape, a probabilidade observada para este
mesmo par de loci (0,8099) foi muito superior ao observado nas outras duas populagoes.

O locus 5B também revelou estar em desequilibrio com o sitio de mutacdo da -
hemoglobina na populagdo de Iguape (0,0017), enquanto que na populacdo de Maragojipe, a
probabilidade foi de 0,1311 e na populacdo de Cachoeira 0,2566.

Quando consideramos as trés populagdes juntas, seis pares de loci revelaram estar em
desequilibrio. Além dos quatro anteriormente assinalados para as populagdes isoladamente, 0s
pares de loci yp — 3 yp e yp — 5 P, apresentaram desvios significativos de 0,0464 e 0,0322
respectivamente (tabela 11).

Estes achados demonstram certa heterogeneidade entre as populagdes, apesar da auséncia
de desvios significativos do equilibrio de Hardy-Weinberg, exceto para o sitio 5'¢, e os valores
reduzidos de Fst que indicam homogeneidade entre elas.

5.1.3 Diversdade Intrapopulacional

O valor médio da diversidade intrapopulacional (Hs) nas populactes de Cachoeira e
Iguape foram proximos (0,31597 e 0,31992 respectivamente), enquanto que na populagdo de
Maragojipe foi de 0,3596. Os valores da diversidade média e total foram 0,33183 e 0,33787
respectivamente.

Os baixos valores da diversidade intrapopulacional encontrados nestas populages podem
ser decorrentes de um menor tamanho populacional e ou amostral, como também indica uma
maior semelhanca entre elas. Além disso, 0 nimero reduzido de alelos por I6cus diminui a
diversidade intrapopulacional.
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5.1.4 Coeficiente de Endogamia e Diversidade I nterpopulacional

O coeficiente de endogamia (Fis) indica se existe endogamia dentro de cada sub-
populagdo pela comparacdo da heterozigosidade esperada (Hs) e heterozigosidade observada
(Ho). Ele avalia, portanto, se existe, em média, deficiéncia de heterozigotos dentro das sub-
populagdes.

Quando consideramos os loci individualmente em cada populagdo, apenas trés casos
apresentaram valores elevados. Os valores dos loci Hind 11l 1IVS2 % e Hinc Il 3 ypl na
populacdo de Cachoeira foram, 0,2826 e 0,1553, respectivamente. Na populagdo de Iguape, os
valores de Fis encontrados para os loci Hind 111 1VS-2 ) e a mutagdo da p-hemoglobina foram,
respectivamente, 0,3207 e 0,1615. Os niveis de endogamia foram negativos para as trés
populagdes quando todos os loci foram analisados. Nas populagdes de Maragojipe e Cachoeira,
os valores de -0,0665 e -0,0297, respectivamente, indicam uma exogamia, enguanto que na
populacdo de Iguape, o valor foi praticamente zero.

A andlise da diversidade inter-populacional indicou valores muito baixos para os pares de
populagbes bem como para o conjunto total. Como os valores de Bootstrapping ndo foram
estatisticamente significantes, ndés podemos concluir que estas populacfes ndo estdo estruturadas

geneticamente com identidade praticamente total.

5.1.5 Teste De Diferenciacao Populacional

Somente osloci Hind 111 IVS-2#y e Hinc Il w1 paraos pares de populagbes Maragojipe —
Cacheira e Maragojipe — | guape, respectivamente, evidenciaram alguma diferenciacéo (tabelas 15
e 16), mas ao analisarmos a tabela 17, podemos concluir que as distribui¢es genotipicas entre as

populagdes para todos os loci, revelam que elas sdo homogéness.

5.2 DETERMINACAO DOS HAPLOTIPOS PARA OS SETE LOCI ANALISADOS

Os haplotipos sdo considerados matéria-prima para inimeras andlises genéticas, mas o
aumento das técnicas de genotipagem implica hum custo elevado para determinar a fase
haplotipica de marcadores diploides. Para superar esta dificuldade, nés utilizamos um método

estatistico para a identificagcdo haplotipica implementado no programa Phase 2.1.1. Este método
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nos oferece pelo menos trés vantagens. aumento da precisdo, grande aplicabilidade e a facilidade
para acessar a incerteza associada a fase haplotipica de cada individuo (Stephens et al, 2001).

Foram feitos quatro tipos de simulagdes diferentes para a identificagcdo dos haplotipos a
partir dos dados obtidos para as trés amostras e um grupo de portadores do trago falciforme,
totalizando 136 individuos. A tabela com os resultados das reconstrugdes para cada individuo em
cada simulag&o, encontra-se na segdo de apéndices.

NOs corremos todos os dados de uma sO vez executando o teste de permutacdo caso-
controle (-c) para ver se existem diferencas significativas entre as frequéncias dos hapl6tipos em
cada grupo. O Phase 2.1.1 nos permite atribuir um valor unitério para cada amostra (0, 1, 2, 3...),
mas faz a simulagdo da corrida com todas as amosdiras juntas, pois aumenta a probabilidade de
acerto na inferéncia da identificagdo mais plausivel para cada individuo do que smular uma
corrida para cada amostra separadamente (STEPHENS e SCHEET, 2005).

A primeira simulagdo foi feita no modo sem recombinag&o utilizando um computador
com plataforma Windows, processador 1,6 GHz e memoria Ham de 256 MHz, e o tempo de
duracdo foi de alguns minutos. As outras trés simulagdes envolvendo diferentes parametros de
recombinagdo tiveram a duragdo de aproximadamente duas horas cada uma.

Em geral, as reconstrugdes haplotipicas feitas através do método de recombinacéo (-MR)
sd0 menos confidveis do que o método sem recombinagdo (-MS). Isto ndo é um defeito do
método, mas um reflexo das pressuposicdes que sdo feitas para a inferéncia dos haplo6tipos em
cada simulag&o. Por isso nos resolvemos utilizar os dois métodos e comparé-los.

Ao utilizar o método de recombinacdo, nés utilizamos trés par@metros diferentes: um com
variagdo na taxa de recombinagdo utilizada pelo default do programa (u = 0,0004), outro com a
mesma taxa de recombinagdo para pesquisar a presenca de hotspot recombinacional em qualquer
intervalo entre os marcadores e, finalmente, outro com esta mesma taxa de recombinacéo, mas
definindo a presenca de hotspot recombinacional entre o 5° e 6° marcadores onde, de acordo com
a literatura, ocorrem 75% das recombinagdes para o cluster da p — Globina (CHAKRAVARTI et
al, 1984).

Dos 136 individuos cujos dados foram utilizados para inferir a fase haplotipica, 22
(16,1%) apresentaram diferencas na reconstrucdo dos haplétipos a0 compararmos os métodos
com e sem recombinac&o. Destes 22, 19 tinham os hapl6tipos ligados aos cromossomos p* e trés,
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ligados aos cromossomos B° e $€. 11 dos 19 individuos B*, apresentaram os mesmos hapl6tipos
na reconstrucdo feita nos trés métodos com recombinacdo (ver apéndice).

O programa Phase 2.1.1 permite acessar a taxa de incerteza na reconstrucdo dos
haplétipos de cada individuo. Na tabela 32 estd apresentada a taxa de incerteza global paratodos
os individuos em cada simulagdo. Observe que o método sem recombinagdo apresenta uma taxa

de incerteza menor (0,025) do que os métodos com recombinagéo.

Tabela 32. Taxa de incerteza total para inferir a fase dos haplétipos em cada método. O nimero
entre parénteses ao lado de cadal6cus, representa 0 nimero de individuos cuja probabilidade de
inferir acertadamente foi inferior ao estipulado pelo programa (p =g = 0,9).

Locus “MS “MRO MRI MR2 1
Hinc 1l 5 (59) 0,02 0,20 0,21 0,23
Hind 111 1VS®y (59) 0,13 0,27 0,25 0,23
Hind 111 IVS?y (41) 0,0 0,15 0,15 0,18
Hinc 11 w1 (20) 0,0 0,05 0,05 0,04
Hinc 11 3 yB1 (57) 0,0 0,11 0,11 0,08
Hinf 1 55 (62) 0,0 0,01 0,01 0,0
Total 0,025 0,129 0,130 0,126

-MS (método sem recombinagdo); MRO (Variagdo na taxa de recombinacdo); MR1 (Presenca de hotspot em posi¢ao
desconhecida); MR2 1 (Presenca de hotspot entre osloci Hinc Il 3'ywf1 e Hinf | 5°5)

O resultado da intensidade de recombinagdo encontrado é consistente com os estudos que
revelaram taxas de recombinacdo 3 a 30 vezes maiores para uma regido de 9 Kb que fica entre o
cluster 5 e o cluster 3'da B-Globina humana (CHAKRAVARTI et a, 1984) Esta regido € a
mesma que fica entre os sitios Hinc 11 3"yl e Hinf | 5°4.

Os Hotspots recombinacionais tendem a diminuir o desequilibrio de ligagdo entre regides
do genoma que estdo muito préximas. Por isso, 0 conhecimento sobre a localizagdo e a forca de
tais hotspots € extremamente importante para estudos de associagdo genética (SCHNEIDER et d,
2002).

Recentemente, um estudo sobre a influéncia que um hotspot recombinacional exerce
sobre loci ligados e selecionados positivamente analisou um hotspot de cerca de 1 Kb localizado
na regido 5 proxima a mutacdo B e revelou que a recombinacso através de crossing-over ou
conversdo génica reduz o efeito da selecéo natural sobre a Hb.C que confere resisténcia a malaria
(WOOD et al, 2005).
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5.2.1 ANALISE DA VARIABILIDADE GENETICA DOS HAPLOTIPOS DO CLUSTER 5'DA
B-GLOBINA LIGADOS AOS CROMOSSOMOS p*

O numero de hapldtipos diferentes identificados nas trés populactes (14) representa
43,7% do numero de haplotipos possiveis (32). Quando se analisa a distribuicdo dos haplétipos
por populacdo, a propor¢éo de haplotipos observados em relagdo ao esperado é ainda menor:
Maragojipe, 40,6%; Cachoeira e Iguape, 31,2%. A explicagdo mais plausivel para esse
desequilibrio de ligagdo é a proximidade entre os sitios de restricdo situados em uma regido com
aproximadamente 32 Kb, na qual a taxa de recombinagdo total foi estimada em 0,0017%
(CHAKRAVARTI et a, 1984).

Na tabela 33 as frequiéncias dos hapl6tipos obtidas para as trés amostras estudadas sao
comparadas com as populagdes parentais. Os hapl6tipos mais comuns identificados nas amostras
foram:o0 2 (+--), 03 (--+),04 ( -+-+) e o0 6.( -+++ ). O haplbtipo 2 apresentou
freqUiéncias maiores para as trés amostras do que na populagdo africana (0.063). Porém, foram
bem menores que as freqliéncias encontradas nas populagdes européia e indigena (0.609 e 0.843,
respectivamente). O haplotipo 3 apresentou freqiéncias inferiores & metade da fregiiéncia
encontrada para a populagdo africana (0.532). Ja as frequéncias do haplotipo 4, nas populacbes de
Maragojipe (0.1364) e Cachoeira (0.1667), se aproximaram da freqiiéncia da populagdo africana
(0.152), enquanto que na populacdo de Iguape observou-se a maior frequiéncia para este haplotipo
(0.2308).

Dos 14 haplétipos identificados nas trés populacbes estudadas, sete deles (haplotipos 1, 2,
3, 4, 5, 6 e 16) sdo considerados haplétipos de primeira ordem, separados entre si por eventos de
mutacdo de ponto ou conversdo génica, sendo o haplétipo 2 o provavel ancestral. Os haplotipos
9, 11, 12, 13 e 14 séo considerados de segunda ordem, e teriam origem a partir de recombinagdes
entre os haplétipos de primeira ordem de acordo com os modelos propostos por Long et al (1990)
e Chen et a (1990).

Os hapl6tipos 18 (+ - + - -) e 19 (- - + - +) foram primeiramente descritos em japoneses
por Shimizu et a (1992). Posteriormente, um estudo feito com mesticos mexicanos
(VILLALOBOS-ARAMBULA et al, 1997), e outro com amerindios colombianos (SHIMIZU et
al, 2001), detectaram a presenca do haplo6tipo 18 nestas populagtes. Este haplotipo apresentou
frequiéncias de 0.0682 e 0.0167 nas populacbes de Maragojipe e Cachoeira, respectivamente, e
ndo foi detectado na populac@o de Iguape. O haplotipo 19 foi encontrado nas populacfes de
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Maragojipe (0.0341) e Iguape (0.0192). Entretanto, ndo ha registro na literatura destes dois

haplotipos em populagdes africanas, européias e indigenas brasileiros.

Tabela 33. Fregiiéncias dos haplétipos ligados aos cromossomos B* nas amostras estudadas e
populagdes parentais.

Hapl 6ti pos* Maragojipe Cachoeira Iguape Africa’ Europa’ Indigenas®
1 - 0.0795 0.1000 0.0577 0.0000 0.0000 0.0060
2. +--- 0.1591 0.2000 0.1346 0.063 0.609 0.843
3. -+ 0.1477 0.2167 0.2692 0.532 0.019 0.0000
4, +--+ 0.1364 0.1667 0.2308 0.152 0.0000 0.0060
5. -+-++ 0.0795 0.0500 0.0000 0.139 0.377 0.0060
6. -++-+ 0.1364 0.0833 0.1346 0.025 0.113 0.122
7. -++-- 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.027 0.0060
8. +--++ 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
9. -++++ 0.0341 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0120
10. ++-++ 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
11. ---++ 0.0455 0.0333 0.0192 0.0000 0.0000 0.0000
12, ++--- 0.0455 0.0000 0.0577 0.0000 0.0000 0.0000
13. +---+ 0.0227 0.1000 0.0192 0.038 0.0000 0.0000
14, ++--+ 0.0114 0.0000 0.0000 0.013 0.0000 0.0000
15. +++-+ 0.0000 0.0000 0.0000 0.025 0.0000 0.0000
16. -+--- 0.0000 0.0333 0.0577 0.013 0.0000 0.0000

*Numeracdo de acordo com Long et al (1990).
I Dados extraidos de Long et a (1990) e Chen et a (1990).
8Dados extraidos de Guerreiro (1992).

A existéncia destes dois Ultimos haplotipos pode ser explicada através de recombinagéo
entre os hapl6tipos de primeiraordem 2 (+ - - - -) €6 (- + + - +) paraoriginar o haplétipo 18 (+ -
+ - -), eentre os hapl6tipos 3 (- - - - +) €6 (- + + - +) paraoriginar o haplétipo 19 (- - + - +). Os
haplotipos 2, 3 e 6 sdo também os mais freguientes nas trés populacbes. O tamanho reduzido das
amostras das populactes de Cachoeira e Iguape pode explicar a auséncia dos haplotipos 9 (- + +
++) e 14 (+ + - - +) encontrados na populacdo de Maragojipe. E importante destacar que esta
reconstrucaéo de haplétipos foi a mais parcimoniosa obtida nas simulagdes feitas pelo Phase 2.1.1

através do método sem recombinacdo. Quando realizamos outras simulagBes com diferentes



100

paré@metros de recombinacdo, obtinhamos uma reconstrucdo com haplétipos mais raros e menos
freguientes nas populagdes parentais.

O teste global para verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg revelou um desvio
significativo para as populagdes de Maragojipe (0.0337) e Cachoeira (0.0010). Entretanto, o teste
exato ndo revelou valores significativos nem para o déficit nem para o0 excesso de heterozigotos
na populacdo de Maragojipe. Ja na populacdo de Cachoeira, houve um desvio significativo parao
déficit de heterozigotos (0.0324).

A variabilidade intrapopulacional ou diversidade haplotipica encontrada nas populactes
de Maragojipe, Cachoeira e Iguape foram 0.899, 0.870 e 0.835, respectivamente. A variabilidade
medida pela diversidade haplotipica (Hs e Ht) e o co€ficiente de diferenciacéo génica (Gst e Gst’)
nas populagdes do Recbncavo e em outros grupos étnicos estdo na tabela 34. A diversidade total
(Ht) e a variabilidade intrapopulacional (Hs) observada nas populacfes do Recbncavo é superior

a0 estimado para as populagdes parentais.

Tabela 34. Diversidade haplotipica do cluster da  — Globina nas populagdes do Reconcavo e
parentais.

Populagio N° de Hs Ht Dst Gst G’
subpopulages

Recéncavo 3 0.868 0.872 0.004 0.004 0.006

Africanos 6 0.650 0.710 0.060 0.085 0.100

Europeus 5 0.590 0.820 0.030 0.280 0.060

Indigenas 18 0.290 0.305 0.015 0.012 0.018

Um pool de haplGtipos ancestrais restrito pode explicar a menor variabilidade observada
em indigenas brasileiros (MOUSINHO-RIBEIRO et a, 2003), enquanto que a mistura interétnica
pode ser o fator mais importante para a maior variabilidade encontrada nas populagbes do
Recbncavo.

O coeficiente de endogamia (Fis) para os haplétipos nas populagdes foi superior ao dos
sitios de restricdo. Como o Fis avalia 0 desvio em relagdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg nas
sub-populagdes, este coeficiente foi superior em que os pares de populagdes analisados incluia a
populacdo de Cachoeira. No par de amostras Maragojipe-Iguape, o Fis foi igual a zero. O Fit
também foi elevado nos pares de populagdes, exceto quando a populagdo de Iguape era incluida
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Portanto, esses valores indicam deficiéncia de heterozigotos nas subpopulagbes em relagdo ao
esperado de Hardy-Weinberg e ndo em relagdo a diferenciaco genética entre as subpopulagdes,
pois o valor de Gst foi praticamente zero.

Os resultados encontrados da andlise de mistura étnica revelaram cerca de 80% de
composicao africana para estas populagdes, corroborando com os resultados encontrados na
literatura para dados morfolégicos (AZEVEDO, 1980) e microssatélites autossbmicos na
comunidade quilombola de Bananal proxima ao municipio de Jequié, Bahia (BARBOSA et al,
2006). Portanto, trata-se de uma populagdo que recebeu grande contribuicdo de africanos, mas
gue ao longo da sua histéria tiveram contato interétnico com outras populagoes.

53 RESULTADOS CLINICOS E LABORATORIAIS DOS PACIENTES COM
HEMOGLOBINOPATIAS

A queda acentuada nos niveis de hemoglobina caracteriza uma insuficiéncia transitoria da
eritropoese. Além disso, a crise de sequiestro esplénico é definida pela queda nos niveis basais de
hemoglobina, hiperplasia compensatdria da medula éssea e aumento rapido do bago. Essa
complicagdo ocorre em geral apos os dois anos de idade, entretanto, pode ocorrer mesmo em
adultos portadores de esplenomegalia (PASQUINI et al, 2005).

A diferenca entre o ponto de corte do lactato sangliineo em repouso do grupo Hb.SS em
relacdo ao grupo Hb.SC, sendo Hb.SS maior do que o Hb.SC, justifica possivelmente maior
predisposicado dos individuos Hb.SS em relagdo aos individuos Hb.SC as crises dlgicas. Podemos
identificar na literatura que os individuos com hemoglobinopatia SC sofrem fenbmenos vaso-
clusivos, porém os sintomas de habito so mais suaves (SODEMAN et al, 2000). Entretanto,
como foi assinalado anteriormente pelo hematologista que acompanhou estes pacientes por um
periodo de cinco anos, os pacientes com hemoglobinopatias SC e CC demoravam mais para sair
dos periodos de crise do que os pacientes Hb.SS, embora estes Ultimos tivessem maior
predisposicado as crises. NOs observamos também que o0 nimero elevado de crises vasoclusivas
nos pacientes esta relacionado a presenca dos haplétipos BEN e CAR.

Os indices hematoldgicos obtidos do paciente para 0 composto genético anemia
falciforme e talassemia o, revelaram valores mais ou menos esperados para um portador da
doenca falciforme, entretanto alguns resultados puderam confirmar um melhor prognéstico para o
portador do composto genético. A taxa de hemoglobina de 8g/dl parece ser adequada, diante de
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taxas ainda menores nos portadores da anemia falciforme isolada. O volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentracdo hemoglobinica corpuscular
média (CHCM) mostraram-se dentro dos valores de referéncia, parecendo realmente ter alguma
associagdo com fungdo esplénica normal (ADEKILE et al, 1996), fato confirmado com os
exames de imagens revelando um bago com contornos e volume normais.

Foi observada no esfregaco sanguineo uma hipocromia acompanhada de uma anisocitose
tipicas de um caso de alfa talassemia. J& a morfologia das hemécias revelou um niimero razoével
de hemécias em alvo e uma quantidade de hemécias falcizadas relativamente pequena, talvez
devido a associacdo da anemia falciforme com a alfa talassemia, mas deve-se levar em
consideracdo que as condi¢des de andxia ndo foram adequadas para o processo de falcizagéo.

O exame clinico revelou o figado aumentado de tamanho, confirmado depois com a
imagem ultra sonogréfica. Foi detectado também um desdobramento de B2 como alteracéo
cardiovascular, sem, no entanto, ter sido investigada a severidade de tal alteragcdo. O leucograma
revelou uma neutrofilia acompanhada de uma eosinofilia, podendo estar relacionada a danos
teciduais (BOXER, 1980), haja visto que o probando havia sofrido crises dolorosas, dias antes da
realizacéo dos exames, segundo relato dos pais.

O aumento da bilirrubina deve-se provavelmente a intensa hemaélise que ocorre na anemia
falciforme, haja vista que a bilirrubina € o produto final da degradacdo da hemoglobina sendo
liberadas para a circulagdo. A ferriting, uma das principais proteinas de reserva de ferro no
organismo, também se mostrou elevada, fato que pode ser explicado também com a lise das
hemécias. A radiografia das extremidades ndo revelou nenhuma alteragcdo significativa, como
cabeca de fémur, etc.

Pode-se concluir com base nos valores hematologicos e na preservacdo do bago, como
evidenciado na ultra-sonografia de abdome, que a associagcdo da anemia falciforme com alfa
talassemia melhora o quadro clinico do paciente portador do composto genético, possivelmente
aumentando a sua sobrevida (MEARS et al, 1983 e ADAMS et al, 1994), ressaltando que a méae
do paciente declarou que 0 mesmo apresenta crises dolorosas constantes. Com isto, acredita-se
gue 0 composto genético requer estudos mais minuciosos para esclarecer melhor os resultados
obtidos.

Tanto a anemia falciforme quanto a a-talassemia ocorrem em freqliéncias elevadas na

Africa subsaariana porque protegem contra a maléria severa causada pelo Plasmodium
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falciparum (ALLEN et al, 1997; AIDOO et al, 2002 e WILLIAMS et al, 20054). Entretanto,
guando as duas hemoglobinopatias estdo associadas, a protecdo oferecida por cada uma
isoladamente fica comprometida devido ao aumento de complicagfes que surgem em decorréncia
da maléria. Este fendmeno foi observado em uma populagéo da costa do Kénia demonstrando que
a epistasia negativa possa explicar o fracasso da a-talassemia em se espalhar para as populagdes
da Africa subsaariana da mesma forma que a Hb.S (WILLIAMS et al, 2005b).

5.4 COMPARACAO DA DISTRIBUICAO HAPLOTIPICA NOS PACIENTES COM OUTRAS
POPULACOES DO BRASIL

A distribuicdo haplotipica entre os individuos normais e o grupo de pacientes, revelou
uma associagdo ndo aeatoria entre os dois grupos. A figura 26 mostra poucos haplotipos
presentes nos pacientes caracterizando desequilibrio de ligacdo j& bem descrito na literatura
(ANTONARAKIS et a, 1984; Pagnier et a, 1984). Os hapl6tipos predominantes foram o BEN e
0 CAR com freqgiiéncias de 52,17 e 32,6%, respectivamente, nos cromossomos °, e ostipos| ell
com fregiiéncias de 55,5 e 44,5%, respectivamente, nos cromossomos .

Quando comparamos estes resultados com os Ultimos achados na populacéo de Salvador
(GONCALVES et a, 2003 e LYRA et a, 2005), nds observamos que a freqiiéncia do haplotipo
BEN no Reconcavo Baiano é superior ao observado na capital baiana que apresentou freqliéncias
mais semelhantes para os hapl6tipos CAR e BEN.

Dois estudos foram feitos com pacientes Hb.SS de Salvador, em um foram encontrados
17 com o gendtipo CAR/CAR (21,25%) num grupo de 80 pacientes (GONCALVES et al, 2003)
e em outro, oito individuos (20,0%) num grupo de 40 pacientes foram encontrados com este
mesmo genotipo (LYRA et al, 2005), enquanto que nos pacientes do Recbncavo Baiano, a
freqiiéncia ndo ultrapassou 12,0%. Isto pode ser explicado por migracOes internas de afro-
descendentes oriundos de outras regides do Brasil para a cidade de Salvador. Este fato também
foi observado por Cardoso e Guerreiro ao estudarem a distribuicdo haplotipica nos pacientes
Hb.SS da cidade de Belém na regido norte do Pais, quando constataram uma freqiiéncia maior
para 0 haplétipo CAR do que aguela encontrada nos registros histéricos (CARDOSO e
GUERREIRO, 2006).

O historiador Verger descreveu a influéncia Nag6-loruba no estado da Bahia gracas aos
africanos trazidos da regido do Golfo do Benin em contraste com o resto do pais que recebeu um
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nimero maior de escravos do Congo e Angola onde o haplétipo CAR predomina
(VERGER,1968). No século XV1 einicio do XVII, houve um fluxo intenso de migracéo entre os
portos de embargque da Baia de Benin naregido de Gana/Nigéria e os portos de desembarque de
Salvador e Recife de tal modo que muitos cultos afro-brasileiros sdo baseados nas religides
daquela regido da Africa Ocidental, onde se destaca o grupo ioruba (KLEIN, 2002).

A maioria dos escravos no estado da Bahia veio da Costa Ocidental da Africa. Como se
pode ver, a partir da abolicdo da escravatura, registrada no século XIX, na cidade de Salvador, os
africanos que obtiveram a liberdade eram, na sua maioria, de regides da Africa Ocidental (Tabela
35). Os portos da Baia de Benin, juntamente com a regido de Angola/Congo, foram a fonte mais
importante de escravos trazidos para o Brasil, especialmente no inicio do seculo XVIII, e entre
1770 e 1790 (KLEIN, 2002). Angola e Congo foram as Unicas e mais importantes fontes de
escravos do inicio até o final do tréfico. Natabela 36 encontram-se as fregiiéncias dos haplo6tipos
B° em algumas populacdes brasileiras comparadas com a populago do Recdncavo Baiano.

O haplétipo Camardes aqui identificado € oriundo também da Costa Ocidental da Africa,
principalmente na Nigéria (KULOZIK et al, 1986; ONER et al, 1992). Este hapl6tipo foi descrito
em uma populagdo brasileira na cidade de Belém por Cardoso e Guerreiro e, como estes autores
assinalaram, a sua presenca na regido Norte pode ser devido a imigracdo interna de escravos
oriundos da regido Nordeste (CARDOSO e GUERREIRO, 2006).
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Tabela 35. Origens dos escravos africanos libertados em Salvador (BA) entre 1808 e 1884
(modifacado databela 5 de NISHIDA, 1993).

1808-1842 1851-1884

Homens Mulheres Total Homens Mulheres Total
AFRICA OCIDENTAL

Mina 39 75 114 2 6 8
Guiné 3 0
Dahomey 0
Kotocoli 2 2 1 1
Benin 2 2 4 1 1 2
Nago (loruba) 114 93 207 133 170 303
Calabar 5 4 9 2 1 3
Camarbes 1 1 0
Gége (Ewe) 58 104 162 9 37 46
Hausa 34 16 50 4 1
Bornu 6 1 7
Tapa (Nupe) 11 6 17 3
Subtotal 273 305 578 155 216 371
AFRICA CENTRO-
OCIDENTAL
Cabinda 4 8 5 4 9
Congo 4 9 5
Gabéo 1 1 0
Sao Tomé 1 1 2 0
Angola 25 25 50 5 15 20
Benguela 8 3 11 1 1
Subtotal 43 38 81 12 23 35
SUDESTE AFRICANO
Mocambique 2 1 3 1 1

TOTAL 318 344 662 167 240 407
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Tabela 36. Distribuicio das freqiiéncias (%) dos haplétipos f° no Recdncavo Baiano e em outras
populagdes brasileiras.

Populagéo N Haplotipos
CAR BEN SEN CAM Atipicos
Recdncavo Baiano 34 32,3 53 29 11,8
Salvador (BA)* 160 48,2 45,6 0,6 0 5,6
Ceard” 44 31,8 43,2 2,3 0 22,7
Belém (PA)* 260 66 21,8 10,9 1,3 0
S&o Paulo/Campinas (SP)* 142 64,8 35,2 0 0 0
Ribeirdo Preto (SP)° 67 73,1 25,4 1,5 0 0
Porto Alegre (RS)° 49 79,6 18,4 2 0 0

N = niimero de cromossomos; 1, Gongalves et a (2003); 2, Galiza Neto et al (2005); 3, Cardoso e Guerreiro (2006);
4, Gongalves et al (1994); 5, Figueiredo et al (1994); 6, Wagner et a (1996).

A presenca do haplétipo tipo | (- + - - +) nos cromossomos B¢ esta de acordo com a
origem preconizada para este hapl6tipo na regido Centro-Ocidental da Africa, de onde vieram
muitos escravos para 0 Brasil, especialmente a regido Nordeste. A frequéncia de 45,5%
encontrada para o hapl6tipo tipo Il (- - - - +) foi superior a freqliéncia encontrada no continente
africano que variou de 8 a 23% (BOEHM et al, 1985 e TALACKI et al, 1990). Uma possivel
explicagdo para 0 aumento deste haplétipo seria atraves do “efeito fundador”. Os individuos que
formaram a populagéo que colonizou o Reconcavo Baiano provavelmente continham diferencas
nas freqiiéncias para os dois haplétipos B¢ em relacdo & populagdo parental, ocasionando um
aumento na frequiéncia do haplétipo tipo 11.

Os resultados acima demonstram uma heterogeneidade na distribuicdo de haplétipos entre
a cidade de Salvador e o Reconcavo Baiano, indicando possivelmente um fluxo génico maior na
capital baiana. Além disso, 0s nossos resultados apontam para uma prevaléncia elevada das
Hemoglobinas Hb.S e Hb. C no Recdncavo Baiano em relagdo a populacéo geral do estado da
Bahia cuja frequiéncia estimada de portadores do trago falcémico foi 5,5%, chegando a 6,3% na
populacio de afrodescendentes (ALVARES FILHO et al, 1995).

Um estudo anterior a este, realizado com 1200 criangas de uma escola publica de
Salvador, revelou frequéncias de 7,4 a 14% para portadores Hb.AS em criangas mulatas escuras e
negras (Azevedo et al, 1980). Nas cidades de Maragojipe e Cachoeira ndés encontramos
freqliéncias de 10,5% e 2,5% para os portadores Hb.AS e Hb.AC, respectivamente sendo que no
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guilombo de Santiago do Iguape, as frequiéncias foram de 11,4% para Hb.AS e 2,5% paraHb.AC
e dois pacientes foram diagnosticados numa coleta de 44 individuos (Silva et al, 2006). Os
resultados aqui descritos, portanto, estéo entre os mais elevados comparados até mesmo com 0s
remanescentes de quilombos descritos por Oliveira et a (2002).

Ao finalizar, ressaltamos o fato de que o baixo nivel sdcio-econémico e educacional dos
municipios do Reconcavo Baiano se reflete no acesso a informacdo e aos servigos publicos de
salde. Loureiro e Rozenfeld demonstraram que, apesar de a Bahia possuir o maior nimero
absoluto de negros do Pais, as taxas de internacfes por anemia falciforme estdo bem abaixo dos
estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Os resultados confirmaram a alta morbidade na populagdo
jovem e evidenciaram predominancia de O6bitos entre adultos jovens (LOUREIRO e
ROZENFELD, 2005). A subnotificagdo dos oObitos por anemia falciforme no Pais (ALVES,
1996) também revela o desconhecimento ndo sO da populagdo geral como também dos
profissionais de sallde sobre esta patologia.
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6 CONCLUSOES

Foram analisados seis sitios de restricdo do cluster da B-globina em 114 individuos de
dois municipios do Reconcavo Baiano. Duas amostras do municipio de Cachoeira sendo uma da
zona urbana e outra de um remanescente de quilombo (Santiago do Iguape), e uma amostra da
zona urbana do municipio de Maragojipe.

Para verificagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg, os valores de probabilidade estimados
pelo teste exato e pelo teste multipopulacional revelaram um desvio significativo apenas na
populacdo de Maragojipe para o lécus Hinc I S'c.

Desequilibrios de ligacgo foram observados nas trés amostras sendo um em Maragojipe
(entre os loci Hinc Il 5 e Hinc Il 3" ¥B), dois em Cachoeira (um entre os loci Hinc Il 5" & —
Hind 111 1VS-2 © e outro entre os loci Hind 111 IVS-2 Gy — Hind 111 1IVS-2 %)) e dois em Iguape
(um entre os loci Hinc Il 5" ¢ = Hinc 11 3" ¥B e o outro entre os loci Hinf | 5 — Hb). Seis
desequilibrios foram observados quando as trés amostras foram consideradas uma 0.

O valor da diversidade intrapopulacional para cada l6cus variou de 0,128 a 0,481. A
diversidade intrapopulacional média nas trés populagdes foi de 0,331. Os niveis de endogamia
foram negativos para as trés populagdes quando todos os loci foram analisados revelando uma
exogamia. A andlise da diversidade inter-populacional indicou valores muito baixos para os pares
de populagdes bem como para o conjunto tota indicando ndo haver diferenciagdo genética entre
elas.

O tege de diferenciacdo populacional revelou um desvio entre as populagdes de
Maragojipe e Cachoeira para o l6cus Hind 111 ) e entre as populactes de Maragojipe e |guape
para o locus Hinc Il wp1l. Quando as trés amostras foram consideradas juntas, houve desvios
significativos paraosloci Hind 111 %y eHinc Il yp1.

Para 0s seis sitios de restricdo, foram identificados vinte e um haplotipos ligados aos
cromossomos B, trés ligados aos cromossomos B° e um ligado aos cromossomos pC. N&o foi
observado desvio significativo para a distribuicdo dos haplotipos nas trés amostras. O método de
recombinacdo empregado pelo Programa Phase 2.1.1 confirmou a presenca de um hotspot
recombinacional entre os loci Hinc 1l 3'yfle Hinf | 54 com intensidade trinta e quatro vezes
superior ataxa de recombinacao estabelecida pelo Default do programa.
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Dados dos cinco sitios de restricdo do cluster 5’ da B-globina foram utilizados para a
determinacdo dos haplétipos nas amostras de Maragojipe, Cachoeira, Iguape, 0 grupo de
pacientes com hemoglobinopatias (17 Hb.SS, 12 Hb.SC e 03 Hb.CC) e 22 individuos portadores
do tragco falcémico (Hb.AS) totaizando 167 individuos. Quatorze haplétipos ligados aos
cromossomos P, seis ligados aos cromossomos B° e dois ligados aos cromossomos B¢ foram
identificados para este cluster.

Os haplétipos 2 (+----),3(----4),4 (- +- - +) €6 (- + + - +) ligados aos cromossomos
p* foram os mais comuns, e dois haplétipos privados foram encontrados na populacdo de
Maragojipe, 0s hapl6tipos9 (- + + ++) e 14 (+ + - - +).

Para verificagdo do equilibrio de Hardy-Weinberg, O teste exato revelou um desvio parao
déficit de heterozigotos na populagcdo de Cachoeira e o teste global revelou um desvio para as
populagdes de Maragojipe e Cachoeira.

Os valores de diversidade haplotipica do cluster da p-Globina calculados para as
populagdes analisadas sdo maiores do que os observados em populagbes parentais (africano,
europeu e indigena), reflexo do nimero de alelos encontrados em cada populag@o. Isto revela
grande mistura entre as populagdes parentais para a formacdo do pool génico entre afro-
descendentes brasileiros.

Os resultados de diferenciacéo genotipica revelaram um desvio significativo entre as
amostras de Maragojipe e Iguape e também quando as trés amostras foram comparadas juntas.

Os niveis de endogamia (Fis) foram elevados nas amostras de Maragojipe e Cachoeira, e
em Iguape o valor observado foi abaixo de zero. Além disso, os niveis de endogamia para 0s
haplotipos foram superiores aos dos sitios de restricéo.

Os resultados clinicos revelaram que as crises algicas sd0 a principal caracteristica da
anemia falciforme com média de quatro ocorréncias por ano nos pacientes. Os pacientes Hb.SS
apresentaram maior predisposicdo as crises, porém o0s pacientes Hb.SC tinham crises mais
intensas e severas.

Oitenta porcento dos pacientes apresentaram colelitiase e uma paciente Hb.SS veio a
falecer no ano de 2006 devido a acidente vascular cerebral isqguémico intra-operatdrio. Quatro
dos pacientes Hb.SS (23,5%) foram submetidos a hemotransfusdo nos ultimos dois anos devido

aos baixos niveis de hemoglobina. O ponto de corte do lactato sangiiineo em repouso do grupo
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Hb.SS foi maior do que o grupo Hb.SC. Isto justifica possivelmente maior intensidade do quadro
clinico dos pacientes Hb.SS.

Os indices hematoldgicos obtidos do paciente para 0 composto genético anemia
falciforme e talassemia o, revelaram valores mais ou menos esperados para um portador da
doenca falciforme, entretanto alguns resultados puderam confirmar um melhor prognéstico para o
portador do composto genético. Uma hipocromia, acompanhada de uma anisocitose, tipicas de
um caso de alfa talassemia foi observada. A morfologia das hemécias revelou um nimero
razoavel de hemécias em alvo, e uma quantidade de hemacias falcizadas relativamente pegquena,
talvez devido a associacdo da anemia falciforme com a alfa talassemia.

O leucograma revelou uma neutrofilia acompanhada de uma eosinofilia, podendo estar
relacionada a danos teciduais. A Unica alteracdo significativa que os exames de imagem
revelaram foi a hepatomegalia.

A distribuicdo haplotipica entre as amostras e 0 grupo de pacientes, revelou uma
associagdo ndo aleatdria entre os dois grupos. Os haplétipos B> predominantes foram o BEN e o
CAR com fregiiéncias de 52,9 e 32,5%, respectivamente nos pacientes Hb.SS e dois hapl6tipos
atipicos (“- - - - - “e"- +--+") foram encontrados em quatro cromossomos. E nos cromossomos
BC foram observados os haplétipos tipos | el com fregiiéncias de 55,5 e 44,5%, respectivamente.

A fregtiéncia maior do hapl6tipo BEN esta de acordo com os registros histéricos para a

populacdo do estado da Bahia, mas difere da populagdo de Salvador que apresentou frequéncias
semelhantes para os haplétipos CAR e BEN. Isto se deve provavelmente, por migracfes internas
de afro descendentes oriundos de outras regides do Pais para a cidade de Salvador.
O haplétipo Camardes (CAM) também foi identificado nesta populagcdo. Ele é proveniente
também da Costa Ocidental da Africa, principalmente na Nigéria e também ja foi identificado na
populacdo de Belém, na regido Norte do Brasil. Porém, existe a possibilidade de ter ocorrido
recombinagio com outros cromossomos B,
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APENDICES

| Lista de Haplétipos. MS (modo sem recomb.); MRO (variagdo na taxa de recomb. com taxa de
0,0004); MR1 (presenca de hotspot em regido desconhecida); MOD. (taxa de recombinagdo de
0,0008). As linhas de cor cinza representam os individuos que apresentaram difrencas entre os
haplotipos inferidos pelos métodos sem e com recombinacao.

INDIVIDUO INPUT MS MRO- MR1- MR2 1-
DEFAULT DEFAULT DEFAULT | DEFAULT
ID1 -2-++A ----++C ----++C ----++C ----++C
-M-++C -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
ID2 -—--+-A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
++--++A +---+-A +---+-A +---+-A +---+-A
ID3 ----++A ----++A ----++A ----++A ----++A
-++-++A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
ID4 ---+A +o---tA | e +tA | - +tA | - +A
P——+A | - +A +----+A +----+A +----+A
ID5 | - +A -+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A
++-+++A +--—-+A +--—-+A +--—-+A +----+A
ID6 ----24A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
++--24A +----+A +----+A +----+A +----+A
ID7 | ----- +tA | - +tA | - +tA | - +tA | - +A
+----+A +----+A +----+A +----+A +----+A
ID8 ?--—-+A -+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A
H-+++A +--—-+A +----+A +----+A +----+A
ID9 ----++A -+++++A -++-++A -++-++A -+++++A
++++++A +---++A +--+++A +--+++A +---++A
IDI0 |  ----- +A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
++--++A +----+A +----+A +----+A +----+A
D11 -+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A
-+++++A -+++++A -+++++A -+++++A -+++++A
ID12 ----++A ---+++A ----++A ----++A ----++A
-+++++A -++-++A -+++++A -+++++A -+++++A
ID13 | ----- +A -—+++A -—++++A -—++++A -—++++A
+-++++A +-+--+A +----+A +----+A +--—-+A
1D14 ?--—-++A -——-+++A ——++A ——++A -——++A
HH+H+H+A -++-++A -+++++A -+++++A -+++++A
ID15 | ------ A --—-+-A --—-++A --—-++A --—-++A
+-+-++A +-+--+A +-+---A +-+---A +-+---A
ID16 ?---+-A --=--+-A --=--+-A --=--+-A --=--+-A
?+-++A --+-++A --+-++A --+-++A --+-++A
ID17 H--+-A -+--+-A -+--+-A -+--+-A -+--+-A
MH+-+-A -++-+-A -++-+-A -++-+-A -++-+-A
D18 ?-—-++A ----++A ----++A ----++A ----++A
M-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A
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ID19 | - +A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
+++-++A +--—-+A +--—-+A +--—-+A +----+A
D20 ?--—-+A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
M+-++A +----+A +----+A +----+A +----+A
ID21 2----A --—-+-A --—-+-A --—-+-A --—-+-A
M--++A ++---+A -+---+A -+---+A -+---+A
ID22 | - +A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
+++-++A +--—-+A +----+A +----+A +----+A
ID23 |  ------ A --—-+-A -+--+-A --—-+-A -+--+-A
++--++A ++---+A +----+A ++---+A +----+A
ID24 | --—--- A ----+-S ----+-S ----+-S ----+-S
+---+4S +----+A +----+A +----+A +----+A
ID25 |  ----- +A -+---+A -+---+A -+---+A -+---+A
++---+A +----+A +----+A +----+A +----+A
D26 -+--+-A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
-+--++A -+--+-A -+--+-A -+--+-A -+--+-A
D27 -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
-+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A
1D28 --=--+-A --=--+-A --=--+-A --=--+-A ----+-A
-+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A
ID29 -—t---A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
+++-++A +-+---A +-+---A +-+---A +-+---A
ID30 -+---7A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
+++-+7A ++---+A ++---+A ++---+A ++---+A
ID31 | ----- A | - +tA | - +tA | - +tA | - +A
--+-+7A --+-++A --+-++A --+-++A --+-++A
D32 ----++A ----++A ----++A ----++A ----++A
--+-++A --+-++A --+-++A --+-++A --+-++A
ID33 | ---—--- A --=--+-A --=--+-A --=--+-A ----+-A
+-+-+-A +-+---A +-+---A +-+---A +-+---A
ID34 -+--++A -+-+++A -++-++A -++-++A -+++++A
++++++A +++-++A ++-+++A ++-+++A ++--++A
D35 --=--+-A --=--+-A --=--+-A --=--+-A ----+-A
-+--+-A -+--+-A -+--+-A -+--+-A -+--+-A
ID36 | ------ A | e A --—-+-A --—-+-A --—-+-A
+---+-A +---+-A +-----A +-----A +-----A
D37 -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
-++-++A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
ID38 | - A --=--+-A --=--+-A --=--+-A --=--+-A
+---++A +----+A +----+A +----+A +----+A
ID39 | - A ---—+-A --—-++A --—-++A --—-++A
+-+-++A +-+--+A +-+---A +-+---A +-+---A
ID40 |  ----- +A -+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A
++-+++A +--—-+A +----+A +--—-+A +----+A
ID41 |  ------ A ----+-S ----+-S ----+-S ----+-S
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+---++S +----+A +----+A +----+A +----+A
D42 -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
-+--++A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
ID43 | - +A ---+++A --++++A --++++A --++++A
+-++++A +-+--+A +----+A +----+A +----+A
D44 --——+-A --——++A --——++A --——++A --——++A
--——++A --——+-A -———+-A --——+-A --——+-A
D45 ++----A ++---+A ++---+A ++---+A ++---+A
++---+A ++----A ++----A ++----A ++----A
ID46 | ----- A | - +tA | - A | - +A | - +A
-++-+7A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
D47 | - +A —+-—-+A —+-—-+A —+-—-+A —+-—-+A
++---+A +----+A +----+A +----+A +----+A
D48 --—-+-A ----+-S ----+-S ----+-S ----+-S
-+-+++S -+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A
ID49 | ----- +A -+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A
++-+++A +--—-+A +----+A +----+A +--—-+A
D50 ----+-A ----+-A ----+-A ----+-A ----+-A
-+++++A -+++++A -+++++A -+++++A -+++++A
ID51 A ——-++A ——-++A —-++A ——++A
--——++A -———+-A -———+-A --——+-A --——+-A
ID52 -++-7-A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
-++-24A -++-+-A -++-+-A -++-+-A -++-+-A
ID53 --——++A --——++A --——++A --——++A --——++A
-++-++A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
ID54 | ------ A ----+-S ----+-S ----+-S ----+-S
+---++S +----+A +----+A +----+A +----+A
D55 ?---+-A --—-++A --—-++A --—-++A --—-++A
?--++S --—-+-S --—-+-S --—-+-S --—-+-S
ID56 --——++A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
+++-++A +---++A +---++A +---++A +---++A
ID57 --——+-A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
++--++A +---+-A +---+-A +---+-A +---+-A
ID58 --——+-A -+--+-A -+--+-A -+--+-A -+--+-A
++--+-A +---+-A +---+-A +---+-A +---+-A
ID59 | - +A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
++--++A +----+A +----+A +----+A +----+A
ID60 | ----- +A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
++--++A +----+A +----+A +----+A +----+A
ID61 |  ------ A -=--+-A -+--+-A -=--+-A -+--+-A
++--++A ++---+A +----+A ++---+A +----+A
ID62 | ----- +A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
++--++A +----+A +----+A +----+A +----+A
ID63 --——+-A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
++--++A +---+-A +---+-A +---+-A +---+-A
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ID64 | ----- +A -+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A
++-+++A +--—-+A +--—-+A +--—-+A +----+A
D65 +-——-+A +--—-+A +--—-+A +--—-+A +--—-+A
+--—-+A +--—-+A +--—-+A +--—-+A +--—-+A
D66 +-——-+A +-—-++A +-—-++A +-—-++A +-—-++A
+-—-++A +--—-+A +--—-+A +--—-+A +--—-+A
ID67 -+--HHA -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
-+-+2+A -+-+++A -+-+++A -+-+++A -+-+++A
ID68 ----7+A —++A | e +A ----++A ----++A
-——--2+A -——-++A -——-++A -——-++A -——-++A
D69 -——-++A -——-++C -——-++C -——-++C -——-++C
-—-+++C -——+++A -——+++A -——+++A -——+++A
ID70 | - A -=--+-A -+--+-A -=--+-A -+--+-A
++--++A ++---+A +----+A ++---+A +----+A
ID71 ---—+-A ---+++A ---—+-A ---+++A ---—+-A
+--+++A +-—-+-A +--+++A +-—-+-A +--+++A
ID72 | - A -+---+A -+---+A -+---+A -++--+A
+++--+A +-+---A +-+---A +-+---A +-----A
ID73 | - A | - A | - A | - A | e A
-+--—-+A -+--—-+A -+--—-+A -+--—-+A -+--—-+A
ID74 -+----A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
-+--++S -+----S -+----S -+----S -+----S
ID75 | ----- +A | - +A | - +A | - +A | - +A
----- +A -----+A -----+A -----+A -----+A
ID76 2-2H+A -——++A -——++A -——++A -——++A
2-2H+A -——-++A -——-++A -——-++A -——-++A
ID77 A ——-++A ——-++A ——-++A ——++A
-——-++A -——-+-A -——-+-A -——-+-A -——-+-A
ID78 | ------ A --—-+-A --—-+-A ---—+-A ---—+-A
+-—-++A +--—-+A +--—-+A +--—-+A +--—-+A
ID79 | ----- +A -——-++A -——-++A -——-++A -——-++A
—ttA | e +A | - +A | - +A | - +A
D80 —=2A | e +tA | - A | - +A | - +A
—=-7+A | - A | e A | e A | - A
D81 2-2H+A -——++A -——++A -——++A -——++A
H-2++A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
ID82 --7HA ----++A ----++A +--—-+A +--—-+A
2-74A +--—-+A +--—-+A -——-++A -——-++A
D83 -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
-++-++A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
D84 -+--—-+A -+-—-+A -+--—-+A -+--—-+A -+--—-+A
-++-++A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
D85 --—-+-A --—-+-A --—-+-A ---—+-A ---—+-A
-+--++A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
ID86 | ----- +A -——-++A -——-++A -——-++A -——-++A
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-+--++A -+---+A -+---+A -+---+A -+---+A
D87 --——++A --——++A --——++A --——++A --——++A
-+--++A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
ID88 | - A -=--+-A -+--+-A -=--+-A -+--+-A
++--++A ++---+A +----+A ++---+A +----+A
D89 --——++A --——++A --——++A --——++A --——++A
--——++A --——++A --——++A --——++A --——++A
D90 ?--++A --——++A --——++A --——++A --——++A
?--++A --——++A --——++A --——++A --——++A
D91 | - A --—-+-A --—-+-A --—-+-A --—-+-A
——++A | - +A | - +tA | - +A | - +A
ID92 --——++A -——+++A --—-++A --—-++A --—-++A
--++++A --+-++A --++++A --++++A --++++A
D93 -+---+A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
+++-++A ++---+A ++---+A ++---+A ++---+A
D94 -+----A -+--+-A -+--+-A -+--+-A -+--+-A
++--++A ++---+A ++---+A ++---+A ++---+A
ID95 -+---+A -+---+A -+---+A -+---+A -+---+A
++---+A ++---+A ++---+A ++---+A ++---+A
D96 ?----A ----+-A ----+-A ----+-A --=--+-A
H--++A ++---+A -+---+A -+---+A -+---+A
D97 --——+-§ --——+-§ --—-+-§ ----+-S ----+-S
----+-S ----+-S ----+-S ----+-S ----+-S
D98 --7H+A --——++A --——++A --——++A --—-++A
-+7++A -++-++A -+--++A -+--++A -+--++A
D99 --7---A --—-+-A --—-+-A --—-+-A ----+-A
+-2-++A +----+A +----+A +----+A +----+A
D100 -+7--+A -+---+A -+--++A -+--++A -+--++A
-+2-++A -++-++A -+---+A -+---+A -+-—-+A
D101 ==-A | e A | - A | - A | - A
+-?7--+A +----+A +----+A +----+A +----+A
ID102 | ----- +A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
+++-++A +--—-+A +----+A +----+A +--—-+A
ID103 | --—--- +A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
++--++A +----+A +----+A +----+A +----+A
D104 ----A --—-+-A --—-+-A --—-+-A --—-+-A
-++24++A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
D105 -+-++A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
-++24++A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
D106 --——+-A --——++A --——++A ----++A ----++A
+---++A +---+-A +---+-A +---+-A +---+-A
D107 --——++A --——++A --——++A ----++A ----++A
--——++A --——++A --——++A --——++A --——++A
D108 -+-++A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
-++24++A -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A
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IDI09 | ------ A ----+-A ----+-A ----+-A ----+-A
+---++A +----+A +----+A +----+A +----+A

D110 --—-+-A --—-+-A --—-+-A --—-+-A --—-+-A
----+-S ----+-S ----+-S ----+-S ----+-S

D111 -+----A -+----§ -+----S -+----S -+----S
-++-++S -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A

ID112 | ------ A -+----§ -+----S -+----S -++---8
+++--+S +-+--+A +-+--+A +-+--+A +----+A

ID113 | ----- +A ----++C ----++C ----++C -+--++C
++--+4+C ++---+A ++---+A ++---+A +----+A

D114 |  ------ A ----+-§ ----+-S ----+-S ----+-S
+-+-++S +-+--+A +-+--+A +-+--+A +-+--+A

ID115 | ------ A ----+-S ----+-S ----+-S ----+-S
+---++S +----+A +----+A +----+A +----+A

D116 ?---+-A --—-++A --—-++A --—-++A --—-++A
?--++S --—-+-S --—-+-S --—-+-S --—-+-S

D117 -+----A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
-+--++S -+----S -+----S -+----S -+----S

D118 --—-+-A --—-++A --—-++A --—-++A --—-++A
--—-++S --—-+-S --—-+-S --—-+-S --—-+-S

D119 -+----A -+----S -+----S -+----S -+----S
-++-++S -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A

ID120 | ------ A -+----S -+----S -+----S -++---S
+++--+S +-+--+A +-+--+A +-+--+A +----+A

D121 ----+-A ----+-A ----+-A ----+-A ----+-A
----+-S ----+-S ----+-S ----+-S ----+-S

D122 ---74-A ----+-§ ----+-S ----+-S ----+-S
-++24+4S -++-++A -++-++A -++-++A -++-++A

D123 ?—-+-A --——++A --——++A --——++A ----++A
?--++S --—-+-S --—-+-S --—-+-S --—-+-S

ID124 | ------ A ----+-§ ----+-S ----+-S ----+-S
+-+-++S +-+--+A +-+--+A +-+--+A +-+--+A

ID125 | ------ A ----+-§ ----+-S ----+-S -+--++A
++--++S ++---+A ++---+A ++---+A +-----S

ID126 | ------ A -+----S -+----S -+----S -+----S
++---+S +----+A +----+A +----+A +----+A

ID127 -+--2A -+--++A -+--++A -+--++A -+--++A
-+--4S -+----S -+--+-S -+--+-S -+--+-S

ID128 | ------ A ----++A | | |
-+--++S -+----S -+---+A -+---+A -+---+A

D129 ----+-A ----+-S ----+-S ----+-S ----+-S
-++-+-S -++-+-A -++-+-A -++-+-A -++-+-A

ID130 | ----- ?A ----+-S ----+-S ----+-S -+--++A
++--+7S ++---+A ++---+A ++---+A +----- S
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ID131 | - A ----+-S ----+-S ----+-S -+--++A
++--+4+S ++---+A ++---+A ++---+A +----- S
D132 ----+-A ----+-S ----+-S ----+-S ----+-S
-+--+-S -+--+-A -+--+-A -+--+-A -+--+-A
D133 --——+-A --——++A --——++A ----++A ----++A
--—-++S --—-+-S --—-+-S --—-+-S --—-+-S
ID134 P--A | e S +--—-+A +--—-+A +--—-+A
?---+S +----+A +-----S +-----S +-----S
ID135 ?--7-A -——-++A -——-++A -——-++A -——-++A
?---7+S ----+-S ----+-S ----+-S ----+-S
D136 --——+-A --——++A --——++A ----++A ----++A
--—-++S --—-+-S --—-+-S --—-+-S --—-+-S
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Il FreqUiéncias dos haplotipos da B-globina nas populagbes de Maragojipe, Cachoeira e Iguape e do grupo de portadores daHb.S (AS)
com seus respectivos desvios, calculadas pelo programa PHASE 2.1.1 através do modo sem recombinagdo. As linhas de cor cinza
representam os haplétipos com frequiéncia igual ou superior a 1% (0,01) em pelo menos um dos quatro grupos.

Hapl 6tipos Hb Total SE Maragojipe SE Cachoeira SE Iguape SE Portadores SE
-4+ A 0,122124 | 0,012527 0,061197 0,015363 | 0,160935 | 0,028208 | 0,165706 | 0,021572 0,131195 0,020162
----+ 4+ C 0,011029 | 0,000025 0,010416 0,000065 | 0,014705 | 0,000128 | 0,015624 | 0,000119 0,000000 0,000000
--- -t A 0,063648 | 0,010195 0,072110 0,015254 | 0,061159 | 0,014839 | 0,081797 | 0,023141 0,022741 0,000560
--- -t S 0,087393 | 0,003316 0,030727 0,002276 | 0,029314 | 0,001195 | 0,062497 | 0,000219 0,336539 0,019745
----- + A 0,040811 | 0,009172 0,043868 0,017202 | 0,071589 | 0,011830 | 0,023447 | 0,016416 0,011787 0,014506
----- + S 0,000210 | 0,000893 0,000000 0,000056 0,000000 0,000081 | 0,000000 | 0,000000 0,001240 0,005391
------ A 0,020158 | 0,005165 0,017911 0,008268 | 0,031636 | 0,006220 | 0,023351 | 0,013910 0,002261 0,006804
------ S 0,004043 | 0,002143 0,000453 0,002127 | 0,000095 | 0,001181 | 0,000001 | 0,000124 0,024164 0,012104
-ttt A 0,037991 | 0,008978 0,054378 0,016805 | 0,057656 | 0,018762 | 0,018600 | 0,006897 0,000000 0,000000
B A 0,000080 | 0,000536 0,000165 0,001302 0,000074 0,001040 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
-t -+t A 0,020971 | 0,005843 0,043758 0,013145 | 0,003016 | 0,006323 | 0,020114 | 0,007940 0,000000 0,000087
R A 0,000101 | 0,000694 0,000180 0,001373 0,000162 0,001535 | 0,000002 | 0,000162 0,000000 0,000031
e A 0,000057 | 0,000456 0,000159 0,001294 0,000002 0,000173 | 0,000000 | 0,000013 0,000000 0,000014
et A 0,000489 | 0,002204 0,000656 0,002949 0,000610 0,002931 | 0,000447 | 0,002606 0,000000 0,000027
-t--++ A 0,074351 | 0,010712 0,070823 0,014646 | 0,077593 | 0,019890 | 0,100428 | 0,025499 0,039079 0,010439
-+ --++ S 0,000057 | 0,000456 0,000000 0,000000 0,000000 0,000006 | 0,000000 | 0,000002 0,000303 0,002619
-+t A 0,034706 | 0,007678 0,043893 0,009843 | 0,033448 | 0,014590 | 0,030072 | 0,017402 0,023447 0,003996
-t--- 4+ A 0,035519 | 0,008074 0,024045 0,013169 | 0,039575 | 0,014990 | 0,062189 | 0,011770 0,015260 0,016046
-t A 0,000072 | 0,000510 0,000000 0,000067 0,000291 0,002061 | 0,000001 | 0,000118 0,000000 0,000026
-t---- S 0,033004 | 0,003282 0,000000 0,000000 | 0,014705 | 0,000140 | 0,031246 | 0,000250 0,136130 0,020442

-+-t+++ A 0,037568 | 0,008876 0,071421 0,018463 | 0,038438 | 0,013757 | 0,011869 | 0,011627 0,000000 0,000106

-+ +-++ A 0,080158 | 0,010404 0,099889 0,019881 | 0,037174 | 0,009610 | 0,122087 | 0,019408 0,042785 0,007318
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-+ +-+- A 0,015814 | 0,003958 0,017245 0,007831 | 0,021539 | 0,007335 | 0,003059 | 0,006200 0,022550 | 0,002008
-+ +++ A 0,010985 | 0,005414 0,019760 0,009340 | 0,007705 | 0,007345 | 0,007146 | 0,010218 0,002666 | 0,007313
+---++ A 0,020472 | 0,012826 0,010829 0,010219 | 0,046577 | 0,023339 | 0,010947 | 0,015515 0,015308 | 0,019227
+o--+- A 0,028699 | 0,007591 0,026870 0,010009 | 0,055392 | 0,013815 | 0,020829 | 0,014464 0,002973 | 0,007665
+----+ A 0,098527 | 0,013778 0,120424 0,022647 | 0,129483 | 0,024840 | 0,057030 | 0,020721 0,063964 | 0,016468
Ep— S 0,000208 | 0,000850 0,000001 0,000094 0,000001 0,000112 | 0,000000 | 0,000011 0,001273 0,005262
+----- A 0,000049 | 0,000423 0,000125 0,001140 0,000003 0,000193 | 0,000005 | 0,000280 0,000001 0,000122
Hapl 6tipos Hb Total SE Maragojipe SE Cachoeira SE Iguape SE Portadores SE
+--+++ A 0,000654 | 0,002382 0,001315 0,004978 0,000771 0,003712 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+--++- A 0,000053 | 0,000438 0,000000 0,000000 0,000217 0,001774 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+--+-+ A 0,000140 | 0,000720 0,000318 0,001805 0,000119 0,001325 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+-+-+- A 0,000287 | 0,001339 0,000782 0,003695 0,000000 0,000000 | 0,000001 | 0,000102 0,000000 0,000000
+-4--+ A 0,031617 | 0,005931 0,041269 0,013307 | 0,000285 | 0,002029 | 0,041224 | 0,010833 0,045318 | 0,001756
+-+--- A 0,013607 | 0,005365 0,026022 0,010913 | 0,012663 | 0,005086 | 0,005245 | 0,008097 0,000126 | 0,001685
+4--++ A 0,000387 | 0,001935 0,000392 0,001998 0,000937 0,006344 | 0,000001 | 0,000140 0,000001 0,000143
+4--+- A 0,000376 | 0,001884 0,000296 0,001988 0,000939 0,004549 | 0,000157 | 0,001564 0,000000 0,000082
+4---+ A 0,058200 | 0,013660 0,057686 0,021031 | 0,042795 | 0,023016 | 0,076461 | 0,017730 0,056249 | 0,017779
+H---- A 0,007055 | 0,004404 0,012512 0,004757 | 0,002455 | 0,005573 | 0,006911 | 0,010909 0,002286 | 0,006837
+4+-+++ A 0,002781 | 0,003827 0,007255 0,009746 0,000857 0,003467 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+4++-++ A 0,004370 | 0,005287 0,008929 0,010774 0,003930 0,006507 | 0,000931 | 0,003708 0,000000 0,000000
+4++--+ A 0,000466 | 0,001831 0,000136 0,001198 0,001143 0,003938 | 0,000487 | 0,003292 0,000002 0,000233
+4+++++ A 0,000557 | 0,001954 0,001550 0,005494 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
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Il FreqUéncias dos haplétipos da B-globina nas populaces de Maragojipe, Cachoeira e Iguape e do grupo de portadores da Hb.S com
Seus respectivos desvios, calculadas pelo programa PHASE 2.1.1 através do modo variagdo na taxa de recombinac&o. As linhas de cor
cinza representam os haplétipos com frequiéncia igual ou superior a 1% (0,01) em pelo menos um dos quatro grupos.

Hapl 6tipos Hb Total SE Maragojipe SE Cachoeira SE Iguape SE Portadores SE
----+ 4+ A 0,143731 | 0,018338 0,085616 0,023025 | 0,183912 | 0,035468 | 0,186840 | 0,027394 0,145034 | 0,027489
B s S 0,000270 | 0,001158 0,000021 0,000467 0,000117 0,001306 | 0,000062 | 0,000983 0,001335 0,006105
----+ 4+ C 0,007390 | 0,003429 0,006984 0,004896 | 0,012339 | 0,005404 | 0,007820 | 0,007812 0,000000 | 0,000000
--- -t A 0,065312 | 0,012190 0,067837 0,018153 | 0,069532 | 0,020468 | 0,076018 | 0,023183 0,037643 | 0,015863
--- -t S 0,066410 | 0,009723 0,020461 0,009398 | 0,023349 | 0,007934 | 0,053396 | 0,007705 0,251900 | 0,043443
----- + A 0,053044 | 0,014520 0,055933 0,022382 | 0,087220 | 0,020432 | 0,032152 | 0,018917 0,024439 | 0,022964
----- + S 0,000040 | 0,000403 0,000041 0,000653 0,000000 0,000067 | 0,000015 | 0,000491 0,000139 0,001918
----- + C 0,000040 | 0,000384 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000173 | 0,001634 0,000000 0,000000
------ A 0,014023 | 0,006013 0,008808 0,009523 | 0,026014 | 0,009272 | 0,018505 | 0,014061 0,000319 | 0,002797
------ S 0,004569 | 0,004329 0,001058 0,003298 | 0,000779 | 0,003293 | 0,000833 | 0,003676 0,023494 | 0,022100
-ttt A 0,018186 | 0,010629 0,025758 0,019722 | 0,029850 | 0,017908 | 0,006883 | 0,008876 0,000192 | 0,002079
B ks C 0,000593 | 0,001352 0,000000 0,000000 0,002367 0,005404 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
B A 0,000835 | 0,001925 0,000562 0,002354 0,002460 0,006120 | 0,000097 | 0,001228 0,000000 0,000000
B S 0,000155 | 0,000769 0,000386 0,001967 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000120 0,001649
e s A 0,000056 | 0,000475 0,000115 0,001144 0,000065 0,000979 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
-ttt A 0,015499 | 0,007374 0,032036 0,015252 | 0,003825 | 0,007253 | 0,010961 | 0,011935 0,004114 | 0,009426
-+ -4+ C 0,000111 | 0,000629 0,000317 0,001790 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
-+t A 0,004908 | 0,005428 0,010891 0,012531 | 0,001701 | 0,004703 | 0,001494 | 0,004626 0,001764 | 0,006083
R S 0,001311 | 0,002529 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,001915 | 0,005124 0,005304 0,011650
e A 0,003088 | 0,003996 0,006752 0,009146 0,000798 0,003332 | 0,001103 | 0,004107 0,001543 0,005942
et A 0,001549 | 0,002909 0,003261 0,006612 0,001161 0,003966 | 0,000481 | 0,002762 0,000001 0,000156
et S 0,000568 | 0,001612 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,001255 | 0,004468 0,001691 0,006262
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-t t+++ A 0,008270 | 0,006158 0,014670 0,012642 | 0,002250 | 0,005294 | 0,010438 | 0,008298 0,000449 | 0,003163
o A 0,000088 | 0,000565 0,000000 0,000000 0,000325 0,002162 | 0,000034 | 0,000725 0,000000 0,000000
-t--++ A 0,075021 | 0,014704 0,071319 0,016946 | 0,065274 | 0,025384 | 0,111287 | 0,029275 0,045191 | 0,025342
-+ --++ S 0,000080 | 0,000598 0,000000 0,000028 0,000044 0,000799 | 0,000000 | 0,000066 0,000423 0,003293
-+ --++ C 0,001387 | 0,002277 0,001646 0,003800 0,000000 0,000000 | 0,003428 | 0,006467 0,000000 0,000000
Hapl 6tipos Hb Total SE Maragojipe SE Cachoeira SE Iguape SE Portadores SE
-+t A 0,030039 | 0,008886 0,041294 0,010650 | 0,026116 | 0,018171 | 0,025638 | 0,016722 0,017890 | 0,013653
-+t S 0,010816 | 0,007081 0,001385 0,003536 | 0,005947 | 0,007217 | 0,001807 | 0,004996 0,051983 | 0,035419
-t--- 4+ A 0,041967 | 0,012764 0,026662 0,015098 | 0,035672 | 0,020037 | 0,069423 | 0,020479 0,045158 | 0,029383
oo+ S 0,000081 | 0,000601 0,000000 0,000000 0,000045 0,000809 | 0,000063 | 0,000994 0,000344 0,002801
oo+ C 0,000110 | 0,000626 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000464 | 0,002652 0,000000 0,000000
-t A 0,003521 | 0,003670 0,001660 0,004049 0,008484 0,009865 | 0,003187 | 0,007124 0,000387 0,002968
-t---- S 0,015663 | 0,008741 0,000000 0,000000 | 0,008671 | 0,007234 | 0,012646 | 0,011452 0,065127 | 0,039543
-+-t+++ A 0,036341 | 0,009251 0,068553 0,017949 | 0,038343 | 0,014042 | 0,010713 | 0,012143 0,000250 | 0,002371
A A 0,000550 | 0,001412 0,001113 0,003218 0,000581 0,002865 | 0,000049 | 0,000872 0,000000 0,000000
A S 0,000377 | 0,001128 0,001016 0,003091 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000115 0,001615
A A 0,000210 | 0,000986 0,000239 0,001642 0,000502 0,002727 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
-+ +-++ A 0,069279 | 0,012385 0,087637 0,020453 | 0,036340 | 0,010800 | 0,106308 | 0,023799 0,026133 | 0,016706
-+ttt C 0,000518 | 0,001280 0,001469 0,003626 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
-+ +-+- A 0,012806 | 0,004365 0,015490 0,007672 | 0,016240 | 0,007439 | 0,004272 | 0,006990 0,014016 | 0,011187
-++-+- S 0,003013 | 0,003478 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 | 0,003070 | 0,006208 0,014163 | 0,017708
-+ +--+ A 0,006738 | 0,006950 0,005403 0,008185 | 0,003942 | 0,007298 | 0,011693 | 0,015025 0,006793 | 0,011847
-+t --- A 0,001435 | 0,002458 0,001031 0,003313 0,004260 0,007649 | 0,000031 | 0,000694 0,000024 0,000734
-+t --- S 0,003068 | 0,004029 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,006685 | 0,010002 0,009238 0,014426
Sttt ++ A 0,010264 | 0,005394 0,022342 0,010718 | 0,004913 | 0,006936 | 0,003840 | 0,008112 0,001634 | 0,005871
-+t - A 0,000246 | 0,000947 0,000000 0,000000 0,000896 0,003517 | 0,000097 | 0,001225 0,000000 0,000000
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+---++ A 0,023142 | 0,010258 0,014092 0,012492 | 0,047912 | 0,020811 | 0,017756 | 0,015482 0,012986 | 0,017428
+---++ C 0,000319 | 0,001035 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,001352 | 0,004393 0,000000 0,000000
+o--+- A 0,014250 | 0,008027 0,011346 0,010955 | 0,028012 | 0,018786 | 0,013319 | 0,012091 0,000732 | 0,004016
+o--+- S 0,002885 | 0,003764 0,001679 0,004238 | 0,001890 | 0,005155 | 0,000470 | 0,002670 0,010739 | 0,016594
+----+ A 0,094637 | 0,023358 0,115668 0,035079 | 0,118264 | 0,029514 | 0,058290 | 0,026195 0,064962 | 0,033021
Ep— S 0,000161 | 0,000926 0,000052 0,000735 0,000030 0,000662 | 0,000076 | 0,001093 0,000717 0,004542
Ep— C 0,000243 | 0,000913 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,001032 | 0,003881 0,000000 0,000000
+o---- A 0,011929 | 0,007272 0,016359 0,011331 | 0,009439 | 0,011256 | 0,015593 | 0,015035 0,000736 | 0,004026
+----- S 0,010674 | 0,007404 0,005120 0,006647 | 0,003218 | 0,006080 | 0,004770 | 0,008247 0,042947 | 0,032123
+--+++ A 0,005085 | 0,004924 0,007570 0,009668 0,009680 0,010729 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+--++- A 0,000353 | 0,001083 0,000000 0,000000 0,001408 0,004327 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+--+-+ A 0,000088 | 0,000725 0,000166 0,001591 0,000118 0,001445 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+-+-++ A 0,002567 | 0,003514 0,004974 0,007678 0,001703 0,004706 | 0,001085 | 0,004112 0,000818 0,004232
+-+-+- A 0,001306 | 0,002567 0,003638 0,007167 0,000000 0,000000 | 0,000097 | 0,001227 0,000000 0,000000
Hapl 6tipos Hb Total SE Maragojipe SE Cachoeira SE Iguape SE Portadores SE
+-+-+- S 0,000298 | 0,001092 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000533 | 0,002837 0,001058 0,004788
+-+--+ A 0,012705 | 0,009513 0,018082 0,015574 | 0,001746 | 0,004757 | 0,014195 | 0,014669 0,015776 | 0,016916
+-+--- A 0,008203 | 0,006290 0,018139 0,013615 | 0,004915 | 0,006937 | 0,002361 | 0,006249 0,000157 | 0,001887
+-+--- S 0,002505 | 0,003609 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,005362 | 0,009036 0,007685 0,013568
+-++++ A 0,001186 | 0,002418 0,003357 0,006857 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+-++-+ A 0,000085 | 0,000651 0,000239 0,001840 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+4--++ A 0,007291 | 0,006454 0,008763 0,009780 0,011933 0,013566 | 0,004019 | 0,008110 0,001679 0,006246
+4--++ C 0,000123 | 0,000662 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000525 | 0,002816 0,000000 0,000000
+4--+- A 0,006432 | 0,005798 0,004999 0,007197 0,014962 0,014636 | 0,003866 | 0,007536 0,000161 0,001905
+4--+- S 0,000320 | 0,001159 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,001977 0,007133
++---+ A 0,041010 | 0,014532 0,043791 0,019255 | 0,030784 | 0,021475 | 0,057515 | 0,020868 0,026758 | 0,022990
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++---4 C 0,000195 | 0,000824 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000830 | 0,003505 0,000000 0,000000
+4---- A 0,007816 | 0,004364 0,013742 0,005744 0,003950 0,007495 | 0,007139 | 0,009840 0,001870 0,006322
+4---- S 0,001411 | 0,002462 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000288 | 0,002101 0,008323 0,014853
++-+++ A 0,003228 | 0,003900 0,007590 0,009412 0,002220 0,005677 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
++-+-+ A 0,000099 | 0,000755 0,000146 0,001323 0,000191 0,001788 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+++-++ A 0,003154 | 0,004084 0,005619 0,008095 0,002496 0,005521 | 0,002339 | 0,006226 0,000000 0,000000
+++-+- A 0,000316 | 0,001076 0,000898 0,0030>4 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+++--+ A 0,001004 | 0,002448 0,001402 0,004197 0,000370 0,002304 | 0,001510 | 0,005228 0,000394 0,002965
+++--- A 0,000217 | 0,000949 0,000363 0,002018 0,000354 0,002254 | 0,000000 | 0,000040 0,000000 0,000068
+++--- S 0,000151 | 0,000813 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000315 | 0,002197 0,000482 0,003274
++++++ A 0,000812 | 0,001910 0,002301 0,005420 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
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IV Frequéncias dos haplétipos da B-globina nas populaces de Maragojipe, Cachoeira e Iguape e dos portadores da Hb.S com seus
respectivos desvios, calculadas pelo programa PHASE 2.1.1 através do modo hotspot de recombinagdo em regido desconhecida. As
linhas de cor cinza representam os haplotipos com frequiéncia igual ou superior a1% (0,01) em pelo menos um dos quatro grupos.

Hapl 6tipos Hb Total SE Maragojipe SE Cachoeira SE Iguape SE Portadores SE

====drqp 0,154818 | 0,022012 0,094425 0,026036 | 0,200395 | 0,036338 | 0,194895 | 0,029903 0,156875 0,032293

----t 4 0,000197 | 0,000938 0,000072 0,000865 0,000103 0,001224 | 0,000032 | 0,000702 0,000849 0,004748

====drqp 0,006425 | 0,003572 0,006058 0,005139 | 0,010866 | 0,006459 | 0,006667 | 0,007728 0,000000 0,000000

=== 0,064080 | 0,011062 0,067419 0,016539 | 0,066852 | 0,020597 | 0,072244 | 0,021824 0,040629 0,016877

=== 0,063472 | 0,009507 0,018545 0,009665 | 0,022352 | 0,008262 | 0,052305 | 0,007440 0,241053 0,043476

0,050863 | 0,014092 0,053386 0,022426 | 0,083575 | 0,019629 | 0,031247 | 0,018757 0,023601 0,022931

0,000044 | 0,000406 0,000010 0,000328 0,000000 0,000068 | 0,000000 | 0,000071 0,000249 0,002375

0,000044 | 0,000401 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000189 | 0,001706 0,000000 0,000000

0,013172 | 0,005570 0,007543 0,008838 | 0,024952 | 0,009013 | 0,017954 | 0,013852 0,000296 0,002672

0,004400 | 0,004075 0,001077 0,003428 | 0,000906 | 0,003537 | 0,000615 | 0,003042 0,022605 0,020703

0,019092 | 0,011714 0,028918 0,022369 | 0,028614 | 0,018335 | 0,007376 | 0,009049 0,000066 0,001218

0,000960 | 0,001615 0,000000 0,000000 0,003840 0,006459 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000

0,001276 | 0,002258 0,000811 0,002791 0,003856 0,007340 | 0,000100 | 0,001245 0,000000 0,000000

0,000248 | 0,000927 0,000679 0,002572 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000062 0,001186

0,000066 | 0,000557 0,000145 0,001295 0,000061 0,000950 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000

0,015209 | 0,007464 0,031400 0,015226 | 0,003089 | 0,006514 | 0,011442 | 0,011859 0,004175 0,009121

0,000104 | 0,000609 0,000300 0,001742 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000

0,004865 | 0,005174 0,010956 0,012103 | 0,001447 | 0,004381 | 0,001489 | 0,004791 0,001758 0,006094

0,001297 | 0,002380 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,001787 | 0,004972 0,005420 0,011541

0,003467 | 0,004237 0,007186 0,009206 0,001014 0,003726 | 0,001742 | 0,005366 0,001643 0,005935

L
+
+
> > i B O B > ;n B O B n B O in B ;»n B O n >

0,001610 | 0,002924 0,003382 0,006763 0,001283 0,004151 | 0,000432 | 0,002569 0,000001 0,000147
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et S 0,000721 | 0,001993 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,001743 | 0,005338 0,001926 0,007174
-t t+++ A 0,007707 | 0,006361 0,013823 0,012995 | 0,001752 | 0,004765 | 0,009916 | 0,008407 0,000366 | 0,002862
o A 0,000195 | 0,000843 0,000000 0,000000 0,000589 0,002884 | 0,000201 | 0,001763 0,000000 0,000000
-+--++ A 0,076145 | 0,015661 0,073279 0,017874 | 0,064251 | 0,025871 | 0,114214 | 0,029742 0,045161 | 0,025851
-+ --++ S 0,000085 | 0,000587 0,000000 0,000000 0,000044 0,000800 | 0,000015 | 0,000491 0,000427 0,003229
-+ --++ C 0,001247 | 0,002053 0,001450 0,003606 0,000000 0,000000 | 0,003138 | 0,006260 0,000000 0,000000
Hapl 6tipos Hb Total SE Maragojipe SE Cachoeira SE Iguape SE Portadores SE
-+t A 0,028732 | 0,007853 0,040121 0,009840 | 0,024599 | 0,017142 | 0,024445 | 0,015621 0,016430 | 0,014093
-+t S 0,011656 | 0,006884 0,001264 0,003401 | 0,006813 | 0,007333 | 0,001773 | 0,004955 0,056041 | 0,034921
-t--- 4+ A 0,041705 | 0,012038 0,025234 0,014276 | 0,033240 | 0,018733 | 0,071265 | 0,020964 0,047741 | 0,029563
oo+ S 0,000107 | 0,000714 0,000000 0,000000 0,000045 0,000811 | 0,000108 | 0,001300 0,000432 0,003483
oo+ C 0,000096 | 0,000585 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000406 | 0,002484 0,000000 0,000000

-t A 0,004138 | 0,003671 0,002291 0,004557 0,009795 0,010231 | 0,003561 | 0,007116 0,000235 0,002304

-t---- S 0,014000 | 0,007945 0,000000 0,000000 | 0,007804 | 0,007339 | 0,010992 | 0,010784 0,058623 | 0,036880
-+-t+++ A 0,034467 | 0,009201 0,065695 0,018196 | 0,037059 | 0,013914 | 0,008541 | 0,011105 0,000142 | 0,001792
A A 0,000940 | 0,001733 0,002192 0,004246 0,000545 0,002777 | 0,000125 | 0,001393 0,000000 0,000000
A S 0,000771 | 0,001543 0,002088 0,004170 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000204 0,002145
A A 0,000235 | 0,001044 0,000312 0,001971 0,000497 0,002774 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
-++-++ A 0,068335 | 0,011522 0,085391 0,020085 | 0,036727 | 0,010556 | 0,106236 | 0,022537 0,024634 | 0,016652
-+ttt C 0,000922 | 0,001594 0,002609 0,004513 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
-+ +-+- A 0,012739 | 0,004361 0,015479 0,007468 | 0,016439 | 0,007239 | 0,004882 | 0,007313 0,012452 | 0,011447
-++-+- S 0,003982 | 0,003837 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 | 0,004241 | 0,006948 0,018449 | 0,019379
-+ +--+ A 0,005911 | 0,006446 0,004933 0,007805 0,003300 0,006753 | 0,009797 | 0,013654 0,006472 0,012144
-+t --- A 0,001421 | 0,002368 0,000989 0,003210 0,004238 0,007701 | 0,000031 | 0,000698 0,000045 0,001015
-+t --- S 0,002828 | 0,003767 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,006050 | 0,009341 0,008671 0,014090
-+ +++ A 0,009644 | 0,005203 0,021650 0,010669 | 0,004327 | 0,006701 | 0,003269 | 0,007462 0,001077 | 0,004830
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-+t - A 0,000430 | 0,001204 0,000000 0,000000 0,001626 0,004612 | 0,000102 | 0,001258 0,000000 0,000000
+---++ A 0,021239 | 0,009663 0,012582 0,012238 | 0,045778 | 0,020341 | 0,015897 | 0,014561 0,010553 | 0,016481
+---++ C 0,000283 | 0,000979 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,001198 | 0,004158 0,000000 0,000000
+o--+- A 0,013285 | 0,007998 0,009780 0,010596 | 0,026256 | 0,018292 | 0,013464 | 0,012153 0,000663 | 0,003827
+o--+- S 0,002752 | 0,003871 0,001357 0,003722 | 0,001872 | 0,005156 | 0,000668 | 0,003160 0,010384 | 0,017063
+----+ A 0,090953 | 0,022151 0,111968 0,033346 | 0,114281 | 0,028701 | 0,054444 | 0,024853 0,061959 | 0,032797
Ep— S 0,000199 | 0,000981 0,000073 0,000869 0,000059 0,000926 | 0,000047 | 0,000859 0,000890 0,004727
Ep— C 0,000410 | 0,001157 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,001743 | 0,004919 0,000000 0,000000
+----- A 0,014050 | 0,008096 0,018396 0,012414 | 0,011200 | 0,012081 | 0,019422 | 0,016192 0,001089 | 0,004861
+----- S 0,011790 | 0,007905 0,006032 0,007040 | 0,004119 | 0,006604 | 0,004613 | 0,008394 0,046664 | 0,034283
+--+++ A 0,004094 | 0,004711 0,006394 0,009359 0,007385 0,009991 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+--++- A 0,000460 | 0,001216 0,000000 0,000000 0,001843 0,004869 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+--+-+ A 0,000140 | 0,000926 0,000292 0,002254 0,000147 0,001469 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+-+-++ A 0,002103 | 0,003206 0,004182 0,007181 0,001367 0,004270 | 0,000755 | 0,003563 0,000680 0,003873
+-+-+- A 0,001053 | 0,002264 0,002935 0,006343 0,000000 0,000000 | 0,000080 | 0,001117 0,000000 0,000104
Hapl 6tipos Hb Total SE Maragojipe SE Cachoeira SE Iguape SE Portadores SE
+-+-+- S 0,000224 | 0,000952 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000347 | 0,002303 0,000876 0,004374
+-4--+ A 0,012553 | 0,010054 0,019709 0,017577 | 0,002241 | 0,005285 | 0,012565 | 0,014288 0,012932 | 0,015749
+-+--- A 0,008212 | 0,005835 0,018801 0,013065 | 0,004314 | 0,006696 | 0,002099 | 0,005857 0,000070 | 0,001264
+-+--- S 0,003349 | 0,003993 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 | 0,007065 | 0,010123 0,010392 | 0,015105
+-++++ A 0,001058 | 0,002333 0,002997 0,006608 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+-++-+ A 0,000048 | 0,000446 0,000136 0,001268 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
++--++ A 0,007098 | 0,006193 0,009037 0,009999 | 0,011377 | 0,013331 | 0,003544 | 0,007984 0,001474 | 0,005844
+4--++ C 0,000126 | 0,000668 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000532 | 0,002835 0,000000 0,000000
+4--+- A 0,006198 | 0,005212 0,004479 0,006515 | 0,015163 | 0,013943 | 0,003422 | 0,007065 0,000181 | 0,002021
+4--+- S 0,000287 | 0,001090 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,001782 0,006712
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++---+ A 0,041647 | 0,014691 0,044823 0,018926 0,033424 0,022809 | 0,057220 | 0,020691 0,024816 0,022569
++---4 C 0,000413 | 0,001161 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,001752 | 0,004930 0,000000 0,000000
++---- A 0,008605 | 0,004538 0,014437 0,006098 0,005527 0,008709 | 0,008149 | 0,010312 0,001322 0,005322
++---- S 0,002192 | 0,002983 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000681 | 0,003191 0,012592 0,017373
++-+++ A 0,002823 | 0,003585 0,006658 0,008591 0,001916 0,005500 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
++-+-+ A 0,000147 | 0,000953 0,000209 0,001651 0,000292 0,002397 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+++-++ A 0,004151 | 0,004350 0,007400 0,009104 0,003823 0,006450 | 0,002488 | 0,006139 0,000000 0,000000
+++-+- A 0,000331 | 0,001126 0,000941 0,003196 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
+++--+ A 0,001137 | 0,002607 0,001686 0,004697 0,000405 0,002405 | 0,001569 | 0,005162 0,000459 0,003198
+++--- A 0,000173 | 0,000828 0,000313 0,001911 0,000254 0,001915 | 0,000000 | 0,000039 0,000000 0,000069
+++--- S 0,000232 | 0,001010 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 | 0,000544 | 0,002864 0,000639 0,003756
++++++ A 0,001111 | 0,002212 0,003146 0,006274 0,000000 0,000000 | 0,000000 | 0,000000 0,000000 0,000000
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V Frequéncias dos haplétipos da B-globina nas populagdes de Maragojipe, Cachoeira e Iguape e dos portadores da Hb.S com seus
respectivos desvios, calculads pelo programa PHASE 2.1.1 através do modo hotspot em posicdo conhecida (entre o 5° e 6°
marcadores). As linhas de cor cinza representam os haplétipos com fregiéncia igual ou superior a 1% (0,01) em pelo menos um dos
quatro grupos.

Hapl 6tipos Hb Total SE Maragojipe SE Cachoeira SE Iguape SE Portadores SE

====drqp 0.172091 | 0.016358 | 0.109321 0.024605 | 0.222630 0.030990 | 0.209942 | 0.027410 | 0.174620 0.031034

0.000187 | 0.000865 | 0.000083 0.001023 | 0.000059 0.000928 | 0.000001 | 0.000096 | 0.000875 0.004604

0.004070 | 0.003010 | 0.004145 0.005099 | 0.007244 0.007352 | 0.003375 | 0.006430 | 0.000000 0.000000

0.061372 | 0.010192 | 0.064624 0.016201 | 0.062803 0.019879 | 0.065985 | 0.021562 | 0.045321 0.017238

0.057599 | 0.007011 | 0.014004 0.008773 | 0.020714 0.007734 | 0.051387 | 0.007081 | 0.218378 0.035028

0.042447 | 0.010182 | 0.041349 0.018295 | 0.076121 0.013947 | 0.024788 | 0.015964 | 0.018963 0.019443

0.000088 | 0.000562 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.000374 | 0.002387 | 0.000000 0.000000

0.012156 | 0.004651 | 0.005219 0.007186 | 0.023502 0.008731 | 0.018765 | 0.012789 | 0.000139 0.002023

0.003650 | 0.003639 | 0.000802 0.002929 | 0.000733 0.003201 | 0.000791 | 0.003495 | 0.018671 0.019487

0.014428 | 0.010816 | 0.023389 0.021626 | 0.019074 0.015151 | 0.005964 | 0.007841 | 0.000134 0.001740

0.001867 | 0.001838 | 0.000000 0.000000 | 0.007462 0.007352 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000

0.001742 | 0.002343 | 0.001075 0.003168 | 0.005398 0.008078 | 0.000072 | 0.001059 | 0.000000 0.000000

0.000428 | 0.001185 | 0.001157 0.003273 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000133 0.001733

0.000037 | 0.000387 | 0.000083 0.000930 | 0.000031 0.000678 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000

--t+-++ 0.016470 | 0.007923 | 0.033664 0.016021 | 0.004281 0.007832 | 0.011099 | 0.011501 | 0.005664 0.010825

-t -+ 0.000259 | 0.000940 | 0.000740 0.002676 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000

==dr=dk= 0.005925 | 0.004735 | 0.014598 0.012154 | 0.001010 0.003719 | 0.001245 | 0.004284 | 0.001413 0.005489

-t -t 0.001915 | 0.002581 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.003001 | 0.006155 | 0.007464 0.012236

0.002792 | 0.003382 | 0.005920 0.007597 | 0.000732 0.003199 | 0.001132 | 0.004324 | 0.001588 0.005887

+
+
+
> > o B o B > 0 > 0> 0n > 0 B 0 > 0 n >

0.000917 | 0.001977 | 0.002041 0.004879 | 0.000665 0.003055 | 0.000143 | 0.001490 | 0.000000 0.000088
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et S 0.000406 | 0.001290 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.000932 | 0.003859 | 0.001176 0.005044
. s A 0.008160 | 0.006556 | 0.015329 0.013812 | 0.001081 0.003837 | 0.010297 | 0.008074 | 0.000370 0.002875
o A 0.000380 | 0.001171 | 0.000000 0.000000 | 0.001270 0.004130 | 0.000268 | 0.002030 | 0.000000 0.000000
o S 0.000052 | 0.000433 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000323 0.002689
-t--++ A 0.083123 | 0.015225 | 0.077157 0.018110 | 0.070978 0.026179 | 0.125891 | 0.029236 | 0.052229 0.027448
-+ --++ S 0.000070 | 0.000508 | 0.000000 0.000033 | 0.000015 0.000473 | 0.000000 | 0.000066 | 0.000405 0.003037
-+ --++ C 0.001203 | 0.001911 | 0.001075 0.003169 | 0.000000 0.000000 | 0.003507 | 0.006519 | 0.000000 0.000000
Hapl 6tipos Hb Total SE Maragojipe SE Cachoeira SE Iguape SE Portadores SE
-+t A 0.027549 | 0.007086 | 0.039558 0.008718 | 0.023828 0.016374 | 0.022741 | 0.014974 | 0.014060 0.013678
-+t S 0.013389 | 0.005418 | 0.001042 0.003125 | 0.007595 0.007349 | 0.002001 | 0.005221 | 0.065750 0.029785
-t--- 4+ A 0.038966 | 0.010928 | 0.023875 0.012834 | 0.027885 0.017118 | 0.068253 | 0.020317 | 0.046537 0.027689
oo+ S 0.000106 | 0.000644 | 0.000000 0.000000 | 0.000072 0.001029 | 0.000077 | 0.001094 | 0.000424 0.003293
oo+ C 0.000139 | 0.000702 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.000595 | 0.002990 | 0.000000 0.000000
-t---- A 0.005093 | 0.003839 | 0.003004 0.005194 | 0.011519 0.010375 | 0.004663 | 0.008167 | 0.000324 0.002697
-t---- S 0.011713 | 0.005518 | 0.000000 0.000000 | 0.007023 0.007346 | 0.009539 | 0.010542 | 0.047778 0.027074
-t-+4++ A 0.034383 | 0.008387 | 0.066400 0.017205 | 0.038251 0.012730 | 0.005819 | 0.009505 | 0.000234 0.002296
A A 0.001815 | 0.002119 | 0.004131 0.005099 | 0.001273 0.004136 | 0.000168 | 0.001610 | 0.000000 0.000000
A S 0.001377 | 0.001814 | 0.003769 0.005005 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000302 0.002602
A A 0.000118 | 0.000734 | 0.000198 0.001498 | 0.000193 0.001760 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000
-t+-++ | A 0.063859 | 0.010715 | 0.078508 0.017893 | 0.037139 0.010814 | 0.101861 | 0.022010 | 0.017785 0.015559
-+ttt C 0.001575 | 0.001819 | 0.004457 0.005154 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000
-+ +-+- A 0.013324 | 0.004064 | 0.017165 0.007313 | 0.015742 0.006358 | 0.006887 | 0.007809 | 0.010455 0.011334
-++-+- S 0.005677 | 0.003597 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.005772 | 0.007541 | 0.026698 0.019276
-+ +--+ A 0.007246 | 0.006756 | 0.005632 0.007604 | 0.004060 0.007175 | 0.012489 | 0.014934 | 0.008116 0.012648
-+t --- A 0.001488 | 0.002296 | 0.001127 0.003371 | 0.004354 0.007307 | 0.000031 | 0.000696 | 0.000002 0.000193
-+t --- S 0.002455 | 0.003028 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.004898 | 0.008324 | 0.008053 0.012470
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-+ ++++ A 0.009994 | 0.005094 | 0.024983 0.011732 | 0.003114 0.006008 | 0.001537 | 0.004978 | 0.000374 0.002893
-+t - A 0.000817 | 0.001557 | 0.000000 0.000000 | 0.003056 0.005967 | 0.000242 | 0.001928 | 0.000000 0.000000
-+t - S 0.000078 | 0.000529 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000504 0.003345
+---++ A 0.019038 | 0.007842 | 0.011134 0.010843 | 0.044107 0.019048 | 0.013542 | 0.012003 | 0.006210 0.012184
+---++ C 0.000131 | 0.000683 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.000560 | 0.002905 | 0.000000 0.000000
+o--+- A 0.009889 | 0.005695 | 0.005485 0.007412 | 0.022141 0.015411 | 0.010143 | 0.009754 | 0.000208 0.002163
+o--t- S 0.001704 | 0.002545 | 0.001027 0.003168 | 0.001279 0.004222 | 0.000159 | 0.001567 | 0.006348 0.012269
+----+ A 0.094244 | 0.021025 | 0.120809 0.032917 | 0.113918 0.028775 | 0.055493 | 0.023850 | 0.062040 0.031778
Ep— S 0.000139 | 0.000756 | 0.000062 0.000803 | 0.000058 0.000922 | 0.000077 | 0.001092 | 0.000514 0.003582
Ep— C 0.000867 | 0.001561 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.003685 | 0.006633 | 0.000000 0.000000
+----- A 0.019900 | 0.007360 | 0.026008 0.012937 | 0.016403 0.013294 | 0.027019 | 0.015938 | 0.001563 0.005827
+----- S 0.016788 | 0.006860 | 0.009282 0.007296 | 0.006568 0.007311 | 0.006379 | 0.009380 | 0.064044 0.032797
+--+++ A 0.003078 | 0.003980 | 0.004900 0.008013 | 0.005416 0.008530 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000
+--++- A 0.000944 | 0.001606 | 0.000000 0.000000 | 0.003776 0.006424 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000
+--+-+ A 0.000231 | 0.001271 | 0.000467 0.002798 | 0.000263 0.002071 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000
+-+-++ A 0.001944 | 0.003038 | 0.003647 0.006479 | 0.001655 0.004647 | 0.000656 | 0.003139 | 0.000542 0.003468
Hapl 6tipos Hb Total SE Maragojipe SE Cachoeira SE Iguape SE Portadores SE
+-+-+- A 0.000796 | 0.001720 | 0.002231 0.004862 | 0.000000 0.000000 | 0.000032 | 0.000704 | 0.000000 0.000051
+-+-+- S 0.000136 | 0.000695 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.000329 | 0.002243 | 0.000369 0.002870
+-4--+ A 0.012757 | 0.009303 | 0.021867 0.017468 | 0.002865 0.005824 | 0.011180 | 0.012662 | 0.010543 0.014390
+-+--- A 0.006430 | 0.004973 | 0.015439 0.012182 | 0.003197 0.006066 | 0.000764 | 0.003433 | 0.000061 0.001176
+-+--- S 0.003515 | 0.003469 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.007266 | 0.009603 | 0.011147 0.014406
+-++++ A 0.000592 | 0.001865 | 0.001679 0.005287 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000
+-++-+ A 0.000096 | 0.000726 | 0.000270 0.002064 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000
+4--++ A 0.007098 | 0.005959 | 0.009322 0.009688 | 0.011257 0.013030 | 0.003491 | 0.007650 | 0.001121 0.005039
+4--++ C 0.000063 | 0.000476 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.000267 | 0.002024 | 0.000000 0.000000
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++--+- A 0.004989 | 0.004151 | 0.003363 0.005422 | 0.013534 0.012641 | 0.001690 | 0.004944 | 0.000177 0.001999
++--+- S 0.000232 | 0.000911 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.001430 0.005607
++---+ A 0.037307 | 0.013088 | 0.041810 0.018350 | 0.030178 0.020622 | 0.051443 | 0.018960 | 0.017940 0.019041
++---4 S 0.000041 | 0.000387 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000043 | 0.000248 0.002361
++---4 C 0.000767 | 0.001494 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.003263 | 0.006351 | 0.000000 0.000000
Fare=e= A 0.009808 | 0.004487 | 0.014971 0.006447 | 0.007023 0.009486 | 0.011264 | 0.011130 | 0.000788 0.004158
++---- S 0.003133 | 0.003116 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.000811 | 0.003466 | 0.018189 0.018531
++-+++ | A 0.002146 | 0.003297 | 0.005263 0.008058 | 0.001175 0.004237 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000
++-+-+ A 0.000132 | 0.000970 | 0.000199 0.001736 | 0.000249 0.002116 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000
+++-++ | A 0.003155 | 0.004035 | 0.005290 0.007857 | 0.003336 0.006159 | 0.001928 | 0.005415 | 0.000000 0.000000
+++-+- A 0.000215 | 0.000891 | 0.000614 0.002544 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000
+++--+ A 0.001171 | 0.003096 | 0.001686 0.005063 | 0.000397 0.002383 | 0.001697 | 0.005772 | 0.000479 0.003266
+++--- A 0.000272 | 0.001062 | 0.000573 0.002443 | 0.000283 0.002021 | 0.000000 | 0.000032 | 0.000000 0.000057
+++--- S 0.000114 | 0.000652 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 0.000000 | 0.000237 | 0.001911 | 0.000371 0.002879
++++++ | A 0.001031 | 0.002234 | 0.002925 0.006337 | 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 0.000000
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VI Freqiiéncias dos haplétipos do cluster 5 da p-globina em cromossomos $*, p° e B¢ nas populactes de
Maragojipe, Cachoeira e Iguape, individuos portadores da Hb.S e nos pacientes com hemoglobinopatias
(Hb. SS, Hb. SC e Hb. CC) e seus respectivos desvios. As freguiéncias foram calculadas pelo programa
PHASE 2.1.1 através do modo sem recombinacdo. As linhas de cor cinza representam os hapl6tipos com
freqliéncia igual ou superior a 1% (0,01) em pelo menos um dos grupos.

Hapldtipos | Hb AS SE Maragojipe SE Cachoeira SE Iguape SE
-+ A | 0.159101 | 0.023485 | 0.143385 | 0.022930 | 0.224800 | 0.034009 | 0.240676 | 0.023570
--=-+ S | 0.309833 | 0.030190 | 0.028632 | 0.005170 | 0.028149 | 0.004259 | 0.061929 | 0.002932
--=-+ C | 0.000000 | 0.000000 | 0.005710 | 0.005184 | 0.014454 | 0.001909 | 0.003508 | 0.006520
----- A | 0.012344 | 0.013866 | 0.058950 | 0.016092 | 0.100850 | 0.012688 | 0.045895 | 0.012372
----- S | 0.024570 | 0.014278 | 0.000720 | 0.002644 | 0.000551 | 0.002792 | 0.000000 | 0.000067
---++ A | 0.000036 | 0.000908 | 0.050448 | 0.018161 | 0.057539 | 0.018741 | 0.020111 | 0.008538
J— C | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000252 | 0.001909 | 0.000000 | 0.000000
-+ A | 0.000923 | 0.005088 | 0.0489%65 | 0.016720 | 0.004510 | 0.007960 | 0.023890 | 0.011172
R S | 0.000326 | 0.002714 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000001 | 0.000147
-+t A | 0.000000 | 0.000000 [ 0.000003 | 0.000169 | 0.000001 | 0.000120 | 0.000211 | 0.001803
R A | 0.065420 | 0.015156 | 0.118756 | 0.018868 | 0.113985 | 0.026735 | 0.139605 | 0.022474
-+--+ S | 0.016688 | 0.021208 | 0.001067 | 0.003159 | 0.001589 | 0.004566 | 0.000000 | 0.000039
-+--+ C | 0.000000 | 0.000000 | 0.004707 | 0.005184 | 0.000000 | 0.000000 | 0.011948 | 0.006628
-+--- A | 0.011313 | 0.014976 | 0.015860 | 0.011316 | 0.037828 | 0.010013 | 0.059349 | 0.011619
-+--- S | 0.135547 | 0.024053 | 0.000000 | 0.000000 | 0.013117 | 0.004566 | 0.030675 | 0.003128
- C | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000167 | 0.001606
-+-++ A | 0.000000 | 0.000092 | 0.068037 | 0.015494 | 0.035864 | 0.013223 | 0.010509 | 0.011711
-++-+ A | 0.061265 | 0.012252 | 0.110010 | 0.017260 | 0.062003 | 0.010260 | 0.122316 | 0.016230
—++-+ S | 0.002074 | 0.007043 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000315 | 0.002198
-+t S | 0.000585 | 0.003618 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000259 | 0.002260
-++++ A | 0.003605 | 0.008303 | 0.030489 | 0.012765 | 0.005659 | 0.007155 | 0.006537 | 0.010762
— A | 0.027143 | 0.022932 | 0.026688 | 0.012627 | 0.099648 | 0.021496 | 0.029046 | 0.013523
+--—+ S | 0.000347 | 0.002795 | 0.000061 | 0.000796 | 0.000166 | 0.001889 | 0.000000 | 0.000006
+--—+ C | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000087
+ome- A | 0.071618 | 0.020748 | 0.132337 | 0.026944 | 0.129787 | 0.030873 | 0.077948 | 0.024133
T S | 0.007992 | 0.015520 | 0.000770 | 0.002934 | 0.000547 | 0.002782 | 0.000569 | 0.002926
+--++ A | 0.000000 | 0.000000 | 0.000132 | 0.001170 | 0.000205 | 0.001729 | 0.000000 | 0.000000
+ot- A | 0.000000 | 0.000000 | 0.000520 | 0.002669 | 0.000312 | 0.002133 | 0.000000 | 0.000000
+-t-- A | 0.044854 | 0.003648 | 0.062979 | 0.012283 | 0.014697 | 0.000369 | 0.043090 | 0.013408
++--+ A | 0.000334 | 0.002742 | 0.007622 | 0.010598 | 0.007275 | 0.013847 | 0.001010 | 0.004211
++--- A | 0.042041 | 0.023805 | 0.072143 | 0.021593 | 0.044424 | 0.026423 | 0.070092 | 0.017580
4 S | 0.002035 | 0.006846 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000025
++-++ A | 0.000000 | 0.000000 | 0.003037 | 0.008020 | 0.000422 | 0.002470 | 0.000000 | 0.000000
+++-+ A | 0.000000 | 0.000000 | 0.004083 | 0.007865 | 0.001355 | 0.004254 | 0.000263 | 0.002329
+++-- A | 0.000001 | 0.000110 | 0.000205 | 0.001453 | 0.000003 | 0.000207 | 0.000002 | 0.000196
+++++ A | 0.000000 | 0.000000 | 0.003527 | 0.007947 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
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Continuagao.

Hapldtipos | Hb Hb SS SE. Hb SC SE. Hb CC SE.
—t A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
-t S 0.527815 0.007355 | 0.235168 | 0.029492 | 0.000000 | 0.000000
===+ C 0.000000 0.000000 0.146075 0.041200 | 0.833333 | 0.000000
----- A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
----- S 0.060421 0.007355 0.010324 0.019042 | 0.000000 | 0.000000
—— A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
— C 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
—— A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
—— S 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000

— A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
et A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
-+--+ S 0.062630 0.010388 0.057238 0.028697 | 0.000000 | 0.000000
-+--+ C 0.000000 0.000000 0.349608 0.041000 | 0.166667 | 0.000000
I A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
-t--- S 0.319723 0.010388 0.158946 0.022226 | 0.000000 | 0.000000
I C 0.000000 0.000000 | 0.000973 | 0.006455 | 0.000000 | 0.000000
— A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
ot A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
~t+-+ S 0.027202 0.007752 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
— S 0.002209 0.007752 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
S A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
— A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
— S 0.000000 0.000000 | 0.000596 | 0.004948 | 0.000000 | 0.000000
— C 0.000000 0.000000 | 0.002937 | 0.010666 | 0.000000 | 0.000000
TR A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
+---- S 0.000000 0.000000 0.021564 0.020821 | 0.000000 | 0.000000
r—— A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
— A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
- A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
Fa— A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
P A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
- S 0.000000 0.000000 0.016164 0.020303 | 0.000000 | 0.000000
Fa—— A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
T A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
P A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
— A 0.000000 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000 | 0.000000
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