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Resumo: Este trabalho apresenta uma compilag@o dos resultados obtidos por vérios grupos de investigac¢@o
na identificagdo de mutagdes B talassémicas em Portugal e em Marrocos e compara as associagdes mutagio/
/haplotipo em ambos os paises, situando-os num contexto mediterranico. Encontra padroes genéticos que
permitem formular hipGteses sobre a introdugdo dos genes {3 talassémicos em Portugal, a luz da histéria
remota e recente dos povos do Mediterrineo, da Peninsula Ibérica e de Portugal.
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Abstract: This study presents a compilation of results from the mutational analysis of B thalassemia in
Portugal and in Morocco and compares the mutation/haplotype associations in both countries. We use the
thal mutations and haplotypes as genetic markers to address the question of the origin and spread of 3 thal
mutations into the Iberian Peninsula and Portugal
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INTRODUCAO

Talassémia

A talassémia foi uma das primeiras doengas hereditarias humanas a ser compreendi-
da a nivel molecular.

A palavra talassemia, composta de thalassa (grego) = mar e emia (grego) — sangue,
foi cunhada pelo pediatra norte americano Thomas Cooley em 1925, quando observou as
primeiras criangas com uma anemia grave, filhas de imigrantes origindrios de paises da
Bacia Mediterranica (Itdlia, Grécia, e ilhas do Mediterraneo).
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Posteriormente, a analise molecular do ADN mostrou que a talassémia faz parte de um
grupo de desordens genéticas que resultam de anomalias na sintese das cadeias proteicas
constituintes da molécula de hemoglobina. Sendo esta molécula constituida por duas cadeias
de alfa globina e duas cadeias de beta globina, se existe redugdo, sintese anémala ou mesmo
auséncia na producdo de uma das cadeias alfa ou beta constituintes da hemoglobina ndo ha
suficientes cadeias globinicas para ligar o ferro. De um modo simplificado pode descre-
ver-se 0 processo fisiolégico como uma precipitagdo, no glébulo vermelho ou nos seus
precursores, do ferro livre e das cadeias globinicas em excesso, levando a uma destruicdo do
glébulo vermelho. O organismo reage com a produgdo de glébulos vermelhos imaturos
conduzindo, no fim deste processo fisiolégico anémalo, a uma situagdo de anemia.

Consoante a alteragdo no DNA que d4 origem s cadeias anémalas do tipo alfa ou
do tipo beta constituintes da hemoglobina, designamos este defeito genético por alfa
talassemia ou beta talassemia.

A transmissdo desta anemia ¢ hereditdria, com uma distribui¢io mundial que acom-
panha a rota da maldria, estendendo-se nao s6 aos paises da bacia do Mediterrdneo como
a Africa, fndia e Asia do Sudeste. Em Portugal, a alfa talassémia ¢ rara, sendo predomi-
nante a beta talassemia (B tal). A frequencia do gene f tal € muito superior nas bacias dos
rios Tejo, Sado e Mondego onde a malaria foi endémica até meados do séc. XX, do que
no interior do pais onde nio existiu malaria.

No entanto, a prevalencia de portadores de  talassémia ndo ultrapassa 1.06% no Sul
do pais (Martins, M. C. et al. 1993) com algumas bolsas no Sudoeste do Algarve e na bacia
do rio Mira onde a prevalencia. pode atingir os 5% (Inez, F. et al, 1993). No Litoral Centro
atinge 0.43% de portadores (Faustino, P. et al, 1999). e no Norte reduz-se a 0.03% (Cabeda
et al, 1999) sendo nula no Nordeste transmontano.

Genes e mutacdes beta talassémicas em Portugal

O estudo das mutagdes em genes humanos e do seu “ambiente cromossémico” aqui
definido por um conjunto de polimorfismos nucleares na vizinhanga do gene — 0 haplotipo
— constitui uma contribui¢do valiosa para a compreensdo de movimentos demogréficos e
reconstitui¢do da geografia genética humana.

As doencas hereditdrias da hemoglobina, estando restringidas a certas regides do
mundo, em parte devido a factores ambientais como € o caso da pressdo selectiva da
maléria, permitem analisar populagdes geneticamente homogéneas, definidas com uma
probabilidade estatistica significante, pelo seu haplotipo B globinico. (Antonarakis, S. etal.
1985, Flint, J. et al 1993).

Embora existam muitos dados sobre mutagdes B talassemicas nos paises da orla
mediterranica, hd poucos estudos epidemiolégicos que permitam entender a origem e a
distribuicdo dessas mutagdes nesta regido do mundo.

Neste trabalho efectudmos uma comparacio entre os dados de associagdo mutagdo/
/haplotipo obtidos para Portugal e Marrocos, com os dos paises da orla mediterrdnica,
colocando estes dois paises no contexto geogréfico e histérico da Europa, Norte de Africa
¢ drea mediterranica.

Portugal, como parte integrante da Peninsula Ibérica (PI), situado entre a Europa e
a Africa, teve a oportunidade de receber durante milénios, vérias civilizagdes e genes
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provenientes de Africa, Médio Oriente e Europa do Norte e Centro. O padrio e a frequencia
de genes mutantes actuais sdo a resultante da sua posi¢cdo geografica e da sua histéria.

Portugal foi fundado no terrritério onde Fenicios estabeleceram feitorias e coldnias,
Iberos e Celtas se misturaram, e ocupacdes duradouras como a dos Romanos, Visigodos
e Arabes deixaram a sua cultura e os seus genes.

E neste contexto que faz sentido analisar a distribui¢io geografica dos genes beta
talassémicos e sua prevalencia no Norte, Centro e Sul de Portugal, relacionando-a com a
histéria préxima e remota e com a existéncia de maldria.

As bacias do Mondego, Tejo e Sado, tradicionalmente 4reas de cultura do arroz,
foram locais de fixac¢do de populagdes que, a partir do seculo XVI, eram essencialmente
constituidas por escravos africanos. Af se concentraram os genes que conferem resistencia
ao parasita da maldria e é nesses focos de maldria que encontramos a maior prevalencia
de doencas hereditdrias da hemoglobina como: a anemia das células falciformes, a beta
talassémia ¢ a hemoglobina Lepore. Os seus portadores apresentam uma maior resistencia
a penetracdo nos globulos vermelhos, do parasita da maldria. Os genes mérbidos mantém-
se assim nessas regides, por selec¢do darwiniana.

Populacao estudada

Os dados de Portugal incluem 561 cromossomas 3 talassémicos (Faustino, P. et al,
1999). Os dados de Marrocos incluem 187 cromossomas B talassémicos (Lemsadekk, W.
et al, 2004).

As associacdes mutagdo/haplotipo foram feitas em 70 cromossomas  talassémicos
de Portugal (Faustino, P. et al. 1992 e Gongalves, 1. et al. 1998) e em 187 cromossomas
B talassémicos de Marrocos (Lemsadekk, W. et al, 2004).

Resultados

Mutacdes beta talassémicas em Portugal e em Marrocos

Em Portugal a prevaléncia de  talassémia apresenta um valor intermédio quando
comparado com o dos paises da orla mediterrdnica. O espectro de mutacgdes € concordante
com o padrdo mediterrdnico em que se observa um gradiente decrescente da mutagdo
IVS1-110 do Leste para o Oeste e um aumento da mutacio CD 39 do Leste para o Oeste
da bacia do Mediterraneo (Fig. 1).

As mutagdes  talassémicas predominantes sdo quatro: CD 39, IVS 1-1, IVS1-6 ¢
IVS1-110 representando 93% do total da variedade de mutacdes encontradas (Faustino, P.
et al. 1999) (Fig. 2). A sua distribuic¢io geogrifica ndo é homogénea, sendo predominantes
no Sul as mutagdes CD 39 e IVS 1-1, no litoral centro a mutacdo IVS1-6, e a mutacgio
IVS1-110 igualmente distribuida pelas trés regides (Fig. 2). Outras mutagdes de menor
prevalencia sdo CD 15 (no Centro) e FSCD 6 com uma presenga exclusiva no Norte
(Cabeda, J. M., et al, 99).

Em Marrocos a heterogeneidade de mutagdes € maior, mas existe um predominio de
seis mutagdes representando 75,7% dos alelos mutantes: CD39, IVS1-6, FSCD6, FSCD8,
IVS1-1 e CD-29. (Lemsadekk, W. et al 2004). Observou-se uma predominancia regional
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da mutacéo IVS1-6 nas regides ocidental e do Gharb. O espectro mutacional e a associagdo
mutagdo/haplotipo sdo semelhantes em Portugal e em Marrocos, contrastando com as de
outros pafses da bacia do Mediterraneo. (Tabela 1)

Discussao

A prevaléncia de doencas hereditarias da hemoglobina entre as quais as mais signi-
ficativas em Portugal sdo a anemia falciforme, a 3 talassémia, e a Hb Lepore, e a hetero-
geneidade regional das mutagdes 3 talassémicas em Portugal estdo certamente relacionadas
com a sua geografia e histéria. A longa cadeia montanhosa da cordilheira central atravessa
a meseta ibérica entrando em Portugal a norte do rio Tejo, de Leste para Oeste criando uma
barreira natural entre o Norte/Centro e o Sul de Portugal. O Sul € atravessado pelos rios Tejo,
Sado e Guadiana onde existiram focos de maldria até meados do século XX.

No territério portugués instalaram-se varios povos e civilizagdes. A sua populacao
resulta da miscigenagdo genética e cultural trazida por fenicios, celtas, romanos, mouros,
judeus e negros trazidos de Africa como escravos. A fixacdo destes tltimos na segunda
metade do século XV, nas zonas himidas de arrozais nos rios Mondego, Tejo, Sado e
Guadiana, regidoes endémicas de maldria como referimos, trouxe um gene de resistencia (da
anemia falciforme, gene 3 S) razdo suficiente para encontrarmos, hoje, a maior prevaléncia
de portadores . O mesmo aconteceu com o gene 3 tal tendo este possivelmente chegado em
diversas épocas e contextos historicos.

Os dados histéricos e arqueoldgicos da Idade do Ferro em Portugal sdo escassos e
fragmentdrios mas permitem, pelo menos, constatar uma influencia orientalizante ligada a
navegacdo e colonizacio fenicias que subiu até aos rios Tejo e Mondego (Varela Gomes,
M. 1993, Tavares, A. A. 1993, Varela Gomes, M. 2010, comun.pessoal).

Cerca de 700aC os Gregos da Focida retiraram aos Fenicios a hegemonia do comér-
cio com o sul da Peninsula Ibérica. De acordo com dados arqueolégicos os Gregos funda-
ram coldénias na costa Nordeste da PI mas nfio existem registos arqueolégicos ou escritos
da presenca grega em Portugal (Fabido, C. 1992).

Tabela 1. Associagdo mutagio/haplotipo para as principais mutac¢des 3 tal no Mediterraneo

PAIS (REF.)

Marrocos Argélia Tunisia Egipto  Portugal Itlia
Mutacio €)) (2, 3) (4) (5) 6,7 (8-10)
CD 39 I; II I; II; B I; II; A; 57 11 I II I; II; VIIY; IX
IVS-1-6 VI; VII VI; D VI VI VI, VII VI; VII* IX*?
IVS-1-110 L II I; 11 I I; 11 [ I; II° IX?
FSC 8 IV, VI, VI. - - - - -
FSC 6 III; 1X; A LIX; A IX; A Va E 1°; IX°
IVS 1-1 IvV; v; IX LIV, Va Va L v, IX Ih Vv

IX, A

2 Haplotipo na Sicilia; b Haplotipo na Sardenha; 1. Lemsadekk et al.2004; 2. Bennani et al.1994; 3. Rouabhi
et al.1988; 4. Chibani et al.1988; 5. Waye et al.1999; 6. Faustino et al. 1992; 7. Cabeda et al.1999; 8. Pirastu
et al.1988; 9. Schiliro et al.1995; 10. Rosatelli et al.1987.
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Durante a Idade do Ferro a PI absorveu progressivamente a cultura mediterranica,
primeiramente com Fenicios e Cartagineses, posteriormente com a cultura grega, bem
localizada, e mais tarde (secs VIII a VI aC) com a invasdo de povos migrantes célticos
(provavelmente de origem indoeuropeia, de acordo com os rituais de incineragdo, Fabido,
C. 1992) assentaram nas terras da meseta Norte e central deixando intocados os povos
indigenas da idade do Bronze da parte mais a Sul do Algarve (os Cinetes), os Tartessicos
(Andaluzia) e os Iberos (Sudeste PI) (Enc. Brit., 1969). Dados histéricos mostram que se
misturaram com os povos locais na zona do Alentejo e até ao Algarve (Fabido, C. 1992)
Ap6s a segunda guerra punica, os cartagineses foram expulsos da PI (206aC) e os romanos
iniciaram a ocupacgdo que durou quatro séculos.

Em 400dC a PI foi invadida por tribos germanicas (Vandalos e Suevos), os Alanos
das estepes russas e pouco depois os Godos (da regifio béltica). O reino visigético reinou
durante 300 anos em quase todo o territério da PI até 711dC, quando da islamizagio da
PI. (Serrdo, J. 1981). A permanéncia do Isldo durou até a Reconquista em 1000dC. Em
1094 os Almoravidas conquistaram Lisboa e em 1249 todo o territério do Portugal actual
foi conquistado aos Mouros.

Esta breve incursdo na histéria da PI e do territério de Portugal € importante para
tentar entender a heterogeneidade na distribuigdo geografica da f§ talassémia em Portugal.

Os cromossomas f3 talassemicos sdo particularmente bons marcadores genéticos para
tracar movimentos de populagGes por duas razdes: estdo em abundéncia significativamente
superior nas regides de maldria e o seu espectro mutacional € caracteristico da cada popu-
lagdo. Para além desta particularidade, existe nos cromossomas f3 talassémicos uma variagdo
haplotipica reduzida quando comparamos com a dos cromossomas normais o que permite
inferir sobre se a sua difusdo resulta de um processo continuo, ou resultante de recorréncia
da mutacdo em diversos locais. Os estudos feitos nos individuos provenientes de paises da
orla mediterrdnica mostraram que em cerca de 80% dos casos existe uma associacdo estreita
entre uma dada mutacdo e um de nove haplotipos (I a IX, segundo Orkin et al, 1982).

Quanto aos dados comparativos de Portugal e de Marrocos, uma analise detalhada da
associa¢do mutagdo/haplotipo mostra que quatro mutagdes (3 tal CD 39, IVS 1-1, IVS1-6
e IVS1-110 sdo comuns aos dois paises e encontram-se associadas aos mesmos haplotipos
(Tabela 1). Estes dados poderdo estar relacionados com os movimentos populacionais
durante 0 dominio mouro de 500 anos em Portugal (Torres, C. 1992). Nos outros paises
da orla mediterrinica temos uma maior variabilidade na associa¢do mutagdo/haplotipo.

Torna-se interessante analisar cada mutagdo de per se comegando pela mais abundante
no sul de Portugal — CD39. Esta mutagéo foi encontrada em paises da bacia do mediterrdneo
em 14 haplotipos diferentes. (Flint, J. et al. 1992) Uma muta¢do em diferentes haplotipos €
sugestiva de um acontecimento mutacional antigo que, de acordo com alguns autores, podera
ter ocorrido na expanséo fenicia (Cao, A. 1989). A frequéncia relativa de 42% para esta
mutagfo no Sul de Portugal, muito superior ao resto do pais, pode sustentar a hipdtese.

Admitindo uma origem préximo oriental para a doenga 3 talassémia, e dado que ndo
existe presenga judaica no Sul de Portugal a partir do sec. XVI, teremos que postular uma
origem anterior. O nico fenémeno de interac¢do com populagbes semitas terd tido lugar
na protohistdria quando da colonizagéo fenicia que cada vez mais em Portugal estd a surgir
no registo arqueoldgico. (Tavira, Almaraz, Lisboa, Santarém, Alcécer do Sal-Abul, Setibal.
(M. Varela Gomes, comun. pessoal).
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A mutagdo IVS1-1 também comum noutros paises da bacia mediterrdnica, apresenta
um méximo de frequencia no Sul de Portugal (34%) e uma associagdo tipica com o haplotipo
V, como nos paises do Norte de Africa e mediterrdnicos .No entanto observa-se uma
associacdo atipica com os haplotipos III e IX, como acontece em Marrocos (Lemsaddek,
03) e em berberes argelinos (Bennani et al. 1994). A alta Estremadura e o Sudeste espanhois
tém elevada frequencia, respectivamente 60% (Ribeiro, M. L. et al, 1997), e 50% (Benito,
A. 1996) mas infelizmente ndo existem dados de haplotipos. A diversidade de haplotipos
poder4 indicar um acontecimento mutacional antigo. Os estudos no cromossoma Y datam
a influencia do homem africano na PI h4 aproximadamente 700 anos (Bosch, E. et al,
2001) mas outros autores consideram que haverd ligagdes do Noroeste africano desde a
prehistéria (Arnaiz-Villena, A. et al, 1999 e Maca-Meyer, N. et al, 2003). Neste contexto
sdo plausiveis as hipoteses de vérias entradas em diversas épocas histéricas desde o Neolitico
ou uma s6 entrada que poderd ter sido durante a longa ocupag@o drabe e berbere a partir
do século VIII. A fim de reforcar esta assercdo seria importante que existissem dados de
haplotipos na populagdo espanhola a ser completados com um estudo da ancestralidade
destes cromossomas..

A mutacgio IVS1-6 € a terceira mais frequente em Portugal apresentando um maximo
de 30% no litoral centro, valor significativamente distinto, estatisticamente, do Centro e
Sul do pais. Na Galiza atinge 50% de prevalencia embora a amostra estudada fosse
pequena.

A sua associagdo com os haplotipos VI e VII é identica em Marrocos. Alguns autores
sugerem uma origem na peninsula itdlica, subsequentemente difundida pelo Império Roma-
no. A sua predominancia no centro de Portugal e na Galiza, regi®es que tiveram em comum
a mesma influencia de Celtas, Romanos, Suevos e Visigodos, ndo invalida esta hipétese.

A mutagio CD 6(-A) foi exclusivamente descrita no Norte de Portugal (Cabeda, J.
et al, 1999). E frequente no Norte de Africa e no Mediterraneo mas em associagdo com
haplotipos bem diversos do de Portugal (haplotipo E). Dado o diferente contexto genético,
os autores sugerem a possibilidade de uma origem independente em Portugal, Africa e
resto da Europa.

A lnica mutacdo com uma distribui¢do regular por todo o pais € IVS1-110. A sua
frequencia em Portugal estd de acordo com o gradiente decrescente Este/Oeste na bacia
mediterrdnica. Apresenta-se em associacdo exclusiva com o haplotipo 1. Alguns autores
sugerem que terd aparecido nos seculos VIII-VII a. C. na populagdo grega e seguido a sua
civilizagdo através do mar mediterrdneo (Cao, A. e 1989). Esta hipdtese ndo condiz com
os dados histdricos e arqueoldgicos publicados sobre Portugal. Os gregos fundaram col6-
nias no Leste da PI mas nfio existem vestigios arqueoldgicos de colonizagdo grega em
Portugal. Cavalli Sforza at al argumentam que terd sido transportada por Fenicios
Cartagineses e nos séculos XII e XIII aC. Na hipé6tese de ser uma mutagéo tdo antiga como
a CD 39, ndo encontramos tantos haplotipos como para esta ultima muta¢do nem a encon-
tramos em Marrocos com uma frequéncia semelhante a CD 39.

As duvidas suscitadas pelos resultados aqui descritos no estudo da 3 talassémia em
Portugal e em Marrocos mostram como se torna necessério fazer um estudo da ancestralidade
destes cromossomas e combinar com registos arqueolégicos e dados histéricos. O cruza-
mento de ambos os tipos de resultados poderd contribuir para a compreensdo das frequén-
cias genicas encontradas e sua relacdo com a estrutura das populagdes.
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Haplotipo — conjunto de variagdes no ADN em geral ndo separdveis por recombinagdo genética.
(sdo, portanto, proximos). Apesar de a taxa de variagdo do ADN por mutagio e recombinacdo para
gerar novos haplotipos ser baixa, € suficiente para que popula¢des separados no tempo tenham um
conjunto de distribui¢des tnicas de haplotipos.
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Fig. 1 — Distribuicdo das mutac¢des 3 talassémicas em paises da orla mediterrinica.
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Fig. 2 — Distribuigéo geogréfica das mutagbes [ talassémicas
em Portugal Continental.




