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2 - INTRGDUCAO

Nos municipios de Floriandpolis, Biguagu, Governador
Celso Ramos, Tijucas, Canelinha, Porto Belo, Cambotili, Balneid-
rio Camboria, Itajai e Joinviie, em 5anta Catarina, constatou-
se a presenga de cerca de 100 individuos, provavelmente perten-
centes a uma mesma unidade familial, afetdados por umz genoder-
matose rara determinada por um gene autossomico dominante, deno-
minada Poroceratose de Mibelli.

Em fevereiro de 1974, realizou-se uma expediglo a es-
ses municipios, coordenada pelos professores Dr. Bento Arce-Gomez
¢ Dra. Eleidi A. Chautard-Freire-Maia, com o objetivo de coletar
dados genealdgicos, dermatoglificos e amostras de sangue para pos=
teriores estudos de diversos parametros genéticos. As amostras
de sangue foram coletadas visando, principalmente, a estudos de
ligagao genetica.

, Em 1975, parte dessa mesma amostra foi objeto da tese
“Investigagdes dermatogiificas em pacientes com Poroceratose de
Mibelli', apresentada pelo Prof. Lodércio Culpi no curso de Mes-
trado em Genética Humana da UFPr.

No presente trabalho, desenvolvido sob 'a orientagao
da Profa, Dra. Eleidi A. Chautard-Freire-Maia, a2 autora tipou
as amostras de sangue coletadas, visando a um estudo das rela-
goes de recombinacdo entre os locos da Poroceratose de Mibelli
(PM), da cadeia a da haptoglobina (a-Hp), da anidrase carbdnica
II (CAII1} e da esterase D (Es-D). Entre as combinacOes possiveis,
so foram encontradas familias informativas para as relagdes PM:
a~Hp, PM:Es-D, a-Hp:CAII e a-Hp:Es-D. Este trabalho € parte de
um plano maior de estudo clinico-genético da Poroceratose de Mi-



belli, que também incluird outras andlises de ligagdo genetica.

2.1 - Objetivos

Tratando-se da andlise de uma {inica unidade familial,
& pequeno o numerc de individuos que sio objeto deste trabalho
e, obviamente, reduzido o nimero de famflias informativas para
cada loco analisado. Considerando-se qﬁe a probébilidade a priori
de dois locos autossdmicos, tomados ao acaso, estarem ligados &
cerca de 0,023 (Renwick, 1969}, ndo tivemos por objetivo preten-
der constatar uma nova ligacdo genética entre 0s locos analisados.
Entretanto, levando em conta que a Poroceratose de Mibelli & uma
anomalia geneética rara e que ndo se encontram, na literatura,
trabalhos referentes 2 estudos de ligacdo com o seu respectivo
loco, achamos interessante utilizar essas familias para um estu-
do dessa natureza, visando a obter alguma informagac que contri-
bua para o mapeamento do genoma humano.

0 nosso objetive acanalisar a relagio o-Hp:Es-D esta
fundamentado no fato do loco condicionador da a~Hp ter sido atri-
buido ac cromossomc 16 e de terem surgido divergéncias quanto &
localizagdo do loco da Es-D neste mesmo Cromossomo.

A inclusdo da analise da relagdo o-Hp:CAIl foi consi-
derada de interesse, uma vez gue ndao ha informagbes a esse res-
peito na literatura.

2.2 - Referéncias sos locos analisados

Faremos a seguir uma rdpida exposigdo sobre cada uma
das caracteristicas condicionadas pelos locos considerados duran-
te a andlise.

2,2.1 = Poroceratose de Mibelli

A Poroceratose de Mibelli € uma genodermatose carac-
terizada por eflorescéncias cutaneas. As eflorescéncias prima-
rias assumem, as vezes, o aspecto da ceratose pilar ou lembram
um corno cutanso em forma de garra de passaro. Podem permanecer
como lesdes imperceptiveis por meses ou anos. Na maioria das ve-~
zes, sofrem um crescimento centrifugo, lento, culminando com a
formagio de placas de 2 a 3 cm de diametro, nitidamente desenha-
das na superficie da pele. Possuem certa predilecdo pelas super-



ficies expostas ao sol, podendo, entretanto, atingir qualquer
regiso do corpo, inclusive as palmas das mios e as plantas dos
pés. Nessas Ultimas, costumam assumir Um carater verrugosc ou
caloso (Bopp, 1954). Nem sempre & possivel determinar, com exa-
tiddo, a data do aparecimento dos primeiros sinais, uma vez que,
na maioria dos caso§, as lesOes iniciais passam despercebidas em
vista da auséncia de sintomas ou inobservancia por parte dos
afetados. Ja foram verificadds em pacientes de 4 semanas, poden-
do tambeém manifestar-se tardiamente {Saunders e Portland, 1961).

Esta anomalia foi descrita pela primeira vez por Mi~
belii, em 1893, em trés pacientes pertencentes & Clinica Dermo-
~-Sifilografica de ?&tma, na Itdlia. Simultaneamente, EmIlio Res-
pighi, da Universidade de Pisa, a descreveu em sete outros pa-
cientes (apud Bopp, 1954). Posteriormente, foratt descritos casos
de PM em varios paises. Gilchrist, ainda no seculo passado, de-
monstrou de forma inequivoca a existéncia de um fator genético
em sua etiologia. Pasini, em 1912, observou 26 casos em uma mes-
ma familia (apud Bopp, 1954). Embora seja uma anomalia muito es-
tudada sob o ponto de vista clinico, ndo temos informagdo algu-
ma sobre estudos de ligagdo ou de atribuigio cromossomica do loco
da Poroceratose de Mibelld.

2.2.2 = Cadeia o da haptoglobina

A haptoglobina & uma proteina sérica que tem sido mui-
to estudada desde 1938. O termo Eaptoglobina foi introduzido por
Polonovski e Jayle, em 1940, para designar uma das proteinas per-
tencentes a fragdo a-2- globulina, que apresentava alta afinida-
de pela hemoglobina {apud Nosslin e Nyman, 1958). Smithies e
Walker (1955, 1956) sugeriram que os treés fendotipos da a-Hp
(a=Hpll, o~Hp2Z e a-Hp21), verificados através de teécnicas ele-
troforéticas, sejam determinados por dois alelos (u-le e a-Hp2}.

Vdrios estudos, alguns com resultados contraditorios,
foram realizados visando a atribuigdo crotossomica do loco da
s-Hp. Geralde cols. {1964, 1967) descreveram o casc de uma cri-
anga portadora de um cromosscmo do grupo D, em anel, com ausén-
cia do alelo «-Hp paterno. Segundo esses autores, o loco a-Hp
provavelmente teria sido perdido na formagao desse cromossomo,

0 que sugeria sua atribuig@o s um dos cromossomos do grupo D,
possivelmente o cromossomo 13,
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qual mie © fii%a mostravam segregacdo andmals de ¢-Hp. Ambes os

carictipos apresentavam uma delecdo do brago longo de um cromos-~

somo do grupo D, provevelmente o cromossomo 13, o que 0s levbu
a sugerir a localizagéo do loco a-Hp neste CTOMOSSOMO.

Nesse mesmo ans, Robson e cols. {1989), através do
método dos escorves lod, analisaram 16 heredogramas com indivie
duos portadores de transiocacdes /D ou D/G, ou portadores de
uma variante de um dos cromossomos do grupo DI, Esse estudo suge-
rit a atribuicdo do loco o-Hp ac cromossomo 16, com uma probabi-
lidade de 0,97,

Magenis, Hecht e Lovrien (1970) usaram um sitioc fra-
gil do bruego longs do cromossomo 16 como marcador. Através da
analise da freqliénciz de recombinacdo entre esse marcador e ¢
gene da o-Hp, sugerirem 2 localizacho do loco da a-Hp num segmen-
to do cromossomo 16, localizado entre o melo e o tergo distal
do brago isngs, Considerando~se todas essas evidéncias, aceita-
se a atribuicdo do loco da «~Hp ao cromossomo 16.

2.2.3 -~ Anidrase carbonica II

A presenca de estersses eritrocitdrias em hemacias
humanas fol verificads poy Wachstein e Woif {1958} e por Davis
{1959) . Adotands técnicas eletroforgticas no estudo de gémeos,
Tashian (1961} sugeriu a ¢
determinados sm algumas dessas osterases.

Tashian e Shaw {1962) descreveram um variante gené-
tico de uma acetilesterase humanaz. Rickli, Ghazanfar, Gibbons e
Edsall {1864} obtiveram duas esterases distintas que apresenta-
vam a atividade ca?actefﬁﬁtzba das anidrases carbdnicas e as
referivam como anidrase carbdnica B e Neste mesmo ano, Nyman
e Lindskog {1964), es mdamde a composicio de aminoicidos dessas
esterases, as referiram como HCA B e HCA C.

sxistencia de variasntes geneticamente

=

Baseando-se nas caracteristicas eletroforéticas, na
especificidade ao %uh& rato e na inibicHo caracteristica, Tashian
{1965) classificou essas isoenzimas em trés grupos distintos:
propionilesterases, buti
Gitimo grupo, estio inciuldas ass anidrases carbOnicas [ ou B e
11 ou C (CAI ¢ CAII). Além disso, sugeriu que as CAII sejam as

iesterases e acetilesterases. Nesse



mais primitivas e que as CAI tenham tido origem na duplicacdo e

posteriores mutagde o loco das CAII. Moore, Funakoshi e Deutsch
(1971), aplicando t

fismo da CAIT em negro

to em brancos.

s d
ccnicas imunoldgicas, descreveram o polimor-
o5, Esse polimorfismo ainda nio foi descri-

At a p?eseﬁ%e data, ndo conhecemos informacdo algu-
ma quanto a atribuicio creomossomica do loco da CAII.

Hopkinson, Mestriner, Cortner e Harris (1973) descre-
veram um novo polimorfismo humano: o da esterase D (Es-D). Ana-
lises de hemdcias humanas, atraveés de técnicas eletroforéticas,
indicaram treés fenctipos (Es-D1l, Es-D22 e Es-D21).

Estudos de hibridagdo de células somaticas, a prin-
cipio, deixaram dlividas sobre a localizac3o cromossdmica do gene
da esterase D. Shows e Brown(l973) sugerirvam sua atribuigio ao
cromossomo 186, sem contudo excluir a possibilidade de sua loca-
lizagdo no 13 ou 15. Heyningen ¢ cols. {1975} atribuiram-no ao
cromossomo 13. Sismultaneamente, Chen, Creagan, Nichols e Ruddle
(1878) obtiveram algumas linhagens celulares gue apresentavam
atividade enzimatica da Hs~D e outras em gue esta atividade es~-
tave ausente. Nas primeiras, o cromossomo 13 encontrava-se pre-
sente enquanto que nas iltimas ele havia sido perdido. Estes re-
sultados os ievaram a atribuir a localizacdo do gene da Es-D ao
cromossomg 13, '

Posteriormente Robson e cols. {1976) ao analisarem a
freqliéncia de recombinacio entre o loco da Es-D & o centromero
do cromessomo 13, através do método dos escores lod, excluiram
ligagdo deste loco com a repido centromérica, ¢ sugeriram sua
possivel localizagio na metade distal do braco longo.

Alguns desses pontos serio novamente referidos no
capitulo Discussiio.



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Caracterizagao da amostra

pDados referentes a 112 individuos, predominantemente
caucasoides (com uma minorie negroide), coletados em dez muni-
cipios de Santa Catarina, situados entre Joinvile e Florianépo-
1is, constituem a amostra analisada. (A Fig. 1, obtida de Culpi,
1975, apresenta um mapa da regido). Uma pequena fracao desses
individuos pertence & zona urbana ¢ mora nas sedes dos munici-
pios, mas a grande maioria encontra-se dispersa na zons rural,
em Areas relativamente extensas, sem formarem isolados popula-
cionais. Pertencem a um nivel s6cio-econdmico médio-baixo, ca-
racteristico da regifo. A maioria das suas habitagOes oferece
boas condigdes de higiene.

Dados genealdgicos levantados através de sete gera-
goes possibilitaram o delineamento de dois grandes heredogramas
referidos no presente trabalho como genealogia A (Tabela 1) e
genealogia B (Tabela 2). Em vista da raridade da anomalia (PM)
e da estreita proximidade geogrdfica das familias analisadas,
aceitamos que essas genealogias pertengam a uma mesma unidade
familial. Em vista das genealogias serem formadas por familias
yue se separaram hdd muitos anos, n@o conseguimos, no entanto,
informagdes precisas que nos permitissem uni-las em um sd here-
dograma. Esse problema nio tem, alids, a menor importancia me-
todoldgica para nossa pesquisa e vai aqui registrado apenas pa-
ra justificar a separagio da familia, supostamente inica, em
duas sub-unidades familiares.

As amostras de sangue foram coletadas através de vi-
sitas domiciliares. As hemdcias, separadas do plasma, foram tra-



Fig. 1 - Mapa do Estado de Santa Catarina, com indicagoes das sedes dos municipios

onde foram loczlizados os individuos portadores de Poroceratose de Mibelli.
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Tabela 1. Informacbes dos individuos tipados pertencentes a genea-
logia A e de seus ascendentes diretos.

e

Amostra Individuos Pai Mae Sexo PM a-Hp Es-D CAII
- 111,002 - . M pp - - .
- IV.007 - 111.001 F Pp - - -
. IV.009  I11.002 - F pp - - -
- IV.010  II1.0062 = M Pp - 2-17 -

094 1v.011 - - F  pp 2-1 1-1 1-1
- Iv.018  1I1.002 - M Pp - - .
- 1V.619  I11.005 - M Pp - . -

238 V.002 - IV.067 M Pp 2-1 1-1 1-1

120 V.003 - . F pp 2-2 2-1 1-1

324 v.011 - V.60 F  pp 2-1 -  1-1

022 v.012  IV.010 1v.011 M pp 1-1 1-1  1-1

072 v,013  Iv.010 IV.011 M Pp 2-1 2-1 1-1

155 V.014 - - F pp 2-1 1-1 1-1
- v.029  IV.017 - F pp - . -

014 V.032 - M pp 1-1 - 1-1

048 v.033  1V.018 - F o Pp 1-1 1-1 1-1

049 V.035  IV.018 - M Pp 2-1 1-1 1-1
- V.036 - - F pp - - -

112 V.037 - - Fopp 201 1«1 1-1

001 v,086  IV.019 - M Pp 1-i i=1 1-1

250 VI.004  V.002  V.003 M pp 2-1 2-1 11

035 VI.007  V.002  V.003 M Pp 2-1 - 1-1

01z V1.008  V.00Z  V.003 M Pp 2-1 2-1 1-1

302 VI.010  V.002  V.003 F o pp 2-1 2-1 1-1

+ = fendtipo inferido.

continua



continuacao da Tabela 1.

Amostra Individuos Pai Mie Sexo PM a-Hp Es-D CAII
087 VI.038 - - M pp i-1 -  1-1
233 vVi.03%2 - v.011 F Pp 1-1 1-1 i-1
125 1.044 - - M pp 1-1 - 1-1
855 VI.045 - V.01l F Pp 2-1 - i-1
110 VI.0&7 - v.011 M Pp 2-1 -1 1-1
256 VI.048 - - pp 2.1 - 1-1
111 Vi.063 V.013 V.014 M pp 2«2 i-1 - 1-1
052 VI.064 V.013 V.014 M Pp 1-1 1-1 1-1
053 Vi.065 V.013 V.014 M Pp 2-~1 i1-1 1-1
011 Vi.067 V.012 v.014 F pp  2-2 1-1 1-1
044 Vi.G65 V.013 v.014 3 pp i-1 1-1 1-1
085 V1.086 - - M pp 21 1-1 1-1
026 VI.087 - V.029 F Pp 2-1 i-1 1-1
151 VIi.000 - V.029 M Pn 2-1 i-1 1-1
634 V1.091 - - F pp 2-2 1-1 1-1
081 VI.107 V.032 V.033 M Pp 1-1 i-1 1-1
089 Vi.1iz2o Y.035 V.036 M Bp 2-2 -1 i-1
141 vi.i21 ¥.035 V.036 F pp 2-2 1-1 i-1
091 Vi.i22 V.035 V.036 F Pp 2-2 i-1 1-1
079 Vi.126 V.035 V.037 F Pp 2-1} 1-1 1-1
004 Vi.lzg V.035 V.037 M pp  2-2 1-1 1-1
006 VI. 1587 V.046 - M Pp 1-1 1-1 i-1
369 VI.161 V.046 - M pp 2-1 - i-1
088 VII.006 Vi.038 V1.039 F Pp 11 1-1 i-1
850 VII.007 vi.038 V1.039 M Pp 1-1 - 1=-1

continua
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continuagdoc da Tabela 1.

Amostra Individuos Pai Mie Sexoc PM. a-Hp Es~-D CAII
115 Vii.oo8 V1,038 Vi.039 F Ppr 1-1 i=1 i-1
15¢ Yii.022 Vi.044 Vi.04s F Pp 1-1 - 1-1
144 VII.075 V1,086 Vi.087 M pp 2-1 1-1 1-1
043 Vii.07s Vi.086 1v.c87 M Pp 2=2 1-1 1-1
122 VIiI.077 Vi.086 iv.087 F Pp 2-i1 1-1 1-1
098 Vii.o78 Vi.086 vi.087 3 pp 1-1 1-1 i-1
211 VIT.083 Vvi.080 @ VI.061 F pp 2-1 i-1 1-1
135 Vii.085 Vi.égﬂ VI.0901 M pp 2-1 i-1 1-1
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Tabele 2. Informacdes dos individuos tipados pertencentes & genea-
logia B e de seus ascendentes diretos.

PM

Amostra Individuos Pai Mae Sexo a-Hp Es<D. CAII
- 11.002 - - M Pp - -
- 111,003 - 11,001 M pp - -
- 111,004 11,002 - F pp - -
- 111.005 11,002 - M pp - 21" -

671 111,006 - - F pp 1-1 1-1 1-1
- 111.010  11.004 - M Pp - -
063 1V.061 - - M pp 2-2 2-1 1-1
975 IV.002  I11.003 III.004 ¥  Pp 2-1 2-1 1-1
136 1V.004 . - M pp 1-1 1-1 1-1
- Iv.005  II1.0063 IXI.e04 F  Pp - -
- IV.006 - 111.002 F Pp -~ .
436 iv.008  II1.005 I11.006 M  Pp 1-1 2-1 1-1
265 1V.009 - - P pp 2-1 1 2-1
134 1v,010  III.005 II1.006 M pp 1-1 1-1  1-1
- iv.012  111.008 - M Pp - -
161 Iv.016 111,010 - M Pp 2-1 2-1 1-1
140 IV.017 - - F Pp 2-2 1-1 1i-1
270 1V.019 . - M pp 22 1-1 1-1
160 IV.020  I111.010 - F  Pp .2-1 2-1 1-1
- v.003  IV.001 1v.002 M pp 2-1" -
062 v.004 - . F Pp 1-1 1-1 1-1
054 V.005  IV,001 IvV.002 F  pp 2-1 2-1 1-1
156 vV.006  IV.00L IV.002 F  pp 2-1 1-1 1-1
196 V.007  IV.001 IV.002 M Pp 2-1 2-1 1e1

+ = fenotipo inferido.

continua



-~ 18 -

continuacdc da Tabela 2.

Amostra Individuos Pai Mie Sexo PM a-Hp Es-D CAII
076 v.018  IV.004 IV.005 F  Pp 1-1 1-1 1-1
282 v.020 . IV.006 M pp 2-1 2-17 1-1
131 v.021  IV.004 IV.005 F  Pp 1-1 1=1 1-1
176 v.022  IV.004 IV.005 F  Pp 1-1 2-1 11
084 V,023 - - M  pp 2-2 2-1 1=1
154 v,024  IV.004 IV.005 F  Pp 1-1 1-1 1-1
107 v,026  IV.004 - IV,005 M  Pp 1-1 1-1 1-1
066 V.039  IV.008 IV.009 F  Pp 2-1 2.1 21
047 v.041  IV.008 IV.008 F  pp 2-1 1-1  2-1
182 V.043  1V.012 - M  pp 2-1 2-1% 1-1
104 V. 044 - - F  pp 1-1 1-1 1-1
235 v,052 - . M  pp 2-1 1-1 11
056 V.053  IV.016 - F o Pp 2-2 11 1-1
315 V.063  IV.016 IV.017 M  pp 2-1 21 1-i
045 V.065  IV.016 IV.017 F  Pp 2-2 2-1  1-1
266 v.066  IV.016 Iv,017 F  pp 2-1 -  1-1
029 v,067  IV.016 IV.017 F  pp 21 i-1  1-1
251 V.068  IV.0i8 IV.020 F  Pp 2-2 2-1  1-1
121 V,069  IV.019 IV.020 M Pp 2-1 i-1 1-1
231 VI.017  V.003  V,004 M Pp 2-1 -  1-1
164 VI.022  V.003  V.004 F o opp 1-1 1-1 1-1
074 vi.0235  V.003  V.004 Fopp 1.1 =  1-1
077 Vi.025  V.003  V.004 F pp 2-1 =  1-1
142 Vi.061  IV.010 V.019 M oPp 1-1 - 1-1

continua



continuagio da Tabela 2.

- 19 -

Amostra Individuos Pai Mae Sexc  PM umﬁp Es=D CAII
095 VI.062  IV.010  V.019 F  pp 1-1 1-1 1-1
010 VI.064  IV.010  V.019 F pp 1-1 1-1 1-1
551 Vi.066  V.020  V.021 F Pp 1-1 2-1 1-1
244 V1.067  V.020 V.02l M Pp 1-1 §-1 1-1
184 VI.068  V.0620  V.021 M  Pp 1-1 2-1 1-1
036 VI.068  V.020  v.021 M  Pp 2-1 21 1-1
421 VI.070  v.020  V.021 . pp 1-1 1-1 1-1
190 VI.075  V.023  V.024 M Pp 2-1  2-1 1-1
041 VI.077  V.023  V.024 F  pp 2-1 2-1 1-1
024 VI.087  V.043  V.044 M Pp 2-1 2-1 1«1
025 VI.088  V.043  V.044 P opp 2-1 - 1-1
202 V1.091  V.043  V.044 M  Pp 2-1 -  1-1
031 VI.092  V.043  V.044 F opp 1-1 1-1 1-1
032 VI.093  V.043  V.044 Fopp 21 1-1 1-1
152 VI.119  V.052  V,053 M  Pp 2.2 1-1 1-1
051 VI.121  V.052  V.053 M pp 2-1 1i-1 11
216 VI.122  V.052  V.053 M pp 2-1 1-1 1-1
082 Vi.124  V.052  V.053 M pp 2-2 = 1-1
101 v1.125  V.052  V.053 M pp 2-1 i-1  1-1




tadas com glicerol. Ambos foram transportados em caixas de iso-
por com gelo e estocados a -20°C. Foram também estocadas amos-
tras de soro. (aracterizaram-se eletroforeticamente 21 familias
com 112 individuos estudados.

3.2 ~ Metodologia da caracterizagio dos fendtipos

3.2.1 ~ Poroceratose de Mibelli

Dentre os 112 individuos inciuidos no presente estu-
do, encontraram-se 61 afetados por Poroceratose de Mibelli. To-
das as familiss estudadas tém sido clinicamente acompanhadas pe-
lo dermatologista Dr. Jorge José de Souza Filho, gue constatou
e diagnosticou a anomalia messa regifo, tendo feito o levanta-
mento dos casos ¢ exsminado os afetados e seus parentes descri-
tos como normais.

De acordo com Saunders e Portland (i961), a idade de
aparecimento da PM € variavel. Segundo o Dr. Jorge José de Sou-
za Filho {comunicacdo pessoal), que vem acompanhando clinicamen-
te, durante cerca de dez anos, as familias estudadas, o apareci-
mento dessa anomalia, nessa amostra, se di com maior freqUéncia
na faixa dos 7 aos 9 anos, em poucos se manifestando na faixa
até os 15 anos. H3, pois, uma possibilidade de gue um ocu outro
individuo considerado como normal e com idade entre 10 e 15 anos
venhs a manifestar a doenca. As condigbes climaticas da regido
litor@nea {com sol freqlente durante todo o ano)em que vivenm
esses individuos favorecem a manifestac8o da Poroceratose de
Mibelli.

Nao foram coletadas amostras de sangue de criangas
com idade inferior a 7 anos. Nas familias aqui analisadas, en-
contram~se, porém, apenas criancas com idade superior a nove
anos.

3.2.2 - Cadeia o da haptoglobina

A caracterizagdoc da a-Hp se deu por eletrcforese em
gel de amido. Adotou-se o sistema de tampZo descontinuo desen~-
volvide por Poulik (1957): tampac tris-citrato 0,076 M e 0,007
M, respectivamente, de pH 8,6 no gel, e tampde borato 0,3 M de
pﬁ 8.0 nas cubas. A eletroforese correu em camara fria, a 4°¢.,
Foram aplicados 35 mA, mantidos constantes durante cinco horas.



a} Preparo dos tampOes
Tampao tris-clitrato pH 8,6.

Dissolveram=-se 9,2 g de tris (hidroximetii) aminome-
tano e 149 g de dcido citrico em 1900 mi de Apua destilada. Es-
sas concentragfes j& nos fornecem o pH 8,6 desejade.

Tampdo borato pH 8,0.

Foram dissolvides 18,5 g de acido bdrico em 1000 ml
de agua destilada. Foi ajustado o pH 8,0 com uma solucdo de hi-
droxido de sodio 0,1 M.

b} Preparc do gel e aplicacdo das amostras

Os geis foram preparados segundo a técnica de Smithies
{1955), contendo 24 g de amido Connaught, em 200 ml de tampido
tris-citrate, pH 8,6.

As amostras para aplicacao no gel foram preparadas
com uma gota de hemolisado de hemicias padrio em duas gotas de
soro. Foram inseridas nos geis com papel filtro Whatman nimero
3 {5mm x 7mm}.

¢} Coloracso

Na coloracdo foram usados 200 mg de benzidina e 200
mg de nitroprossiate de sodio dissolividos em 109 ml de uma solu-
cdo contende 6,01 de acido acético. Apds derramar a solucdo so-
bre a superficie cortada do pel, acrescentaram-se 3 ml de 5g&a
oxigenada a 20 v. Zonas azuladas foram observadas entre cinco
¢ dez minutos, em todas a5 regides de migracdo do complexo hapto-
globina-hemcgiobina,

oy

3.2.3 - Esterase D e anidrase carbonica I1I

A principio, o mesmo método foi aplicado na caracte-
rizagdo de ambas as iscenzimas Es~D e CAIi. Fez-se eletroforese
horizontal em gel de amido, tampdo tris-maleatec 0,1 M e 0,1 M,
respectivamente, de pH 7,5, em cimara fria, a 4°C. Foram aplica-
dos 45 V medidos no gel, mantidos constantes por cerca de 17 ho-
Tas.,

a} Tampdo tris-maleato

Foram preparadas duas solugfes. Uma, referida como
solugdo A, contendo 11,6 g de fcido mal€ico dissoldos em 1000
ml de dgua. Outra, referida como soluglo B, contendo 24,228 g
de tris (hidroximetil) amino metano dissclvidos em 2000 ml de



agua destilada. A zolugdo A foi adicionada & sclucdo B, até ser
atingido pH 7,5. O mesmo tampdc foi usado nas cubas e no preparo
do gel, seande que ao gel foi diluido de 1:9.

b) Preparo do gel & aplicacido das amostras
0s geéis foram preparados de acordo com o procedimento
de Smithies {31855}, contende 24 g de amido Connaught em 200 ml

de tampio. As emostras foram inseridas nos geis com papel fil-
tro Whatman nimere 17 (Smm x Smm).

¢} Coloracéo

Os métodos de coloragio usados foram diferentes para
as duas isoenzimas estudadas. Uma das partes do gel foi usada na
coloragic da Bs-D ¢ a outra na da anidrase carbénica I7I.

0 substrato usado na coloracido da Es-D foi acetato
de umbeliferons {1 mg) dissolvide em acetona (0,3 ml), a que se
adicionaram 10 ml de tampdc acetato 0,1 M de pH 5,0. Essa solu-~
gido foi espalhada sobre a superficie cortada do gel. Zonas fiuo-
rescentes foram vistas ayés cerca de 10 a 15 minutos, em camara
escura, & luz ultra-violeta.

Na colorag8o das CAII, usou-se substrato fluorogeni-
co (diacetato de fluoresceina), de acordo com Hopkinson, Coppock,
Mhiemann e Bdwards {1974). A 1 mg de diacetato de fluoresceina
dissclvido em 2,5 ml de acetona, adicionaram-se 10 ml de tampao
fosfato 0,1 M, pH 6,5, diluidos de 1:1. Essa soclucdo foi espa-
lhada sobre a superficie cortada do gel com auxilio de uma fita
de papel filtro. 0 gel, aderido ac papsl filtro, foi coberto com
um plastico fino, Incubou-se, entdo, o gel a 37°C, durante cerca
de meia hora. Zonas fluorescentes foram vistas apSs o tempo de
incubagdo, em ca@mars escura, 3 luz ultra-vicleta.

Ao serem constatados os heterozigetos para CAII, a
anélise eletroforética foi repetida em tampio ¢ris-EDTA-borato
0,9 M, 0,02 Me 0,5 M, respectivamente, de pH 8,6. Estas condi-
coes oferecem melhor resolucfo para a CAII. Uma solucdo estoque
foi preparada contende 108,9 g de tris (hidroximetil) aminometa-
no, 7,44 g de EDTA e 30,8 g de dcido borico. Essa solugio foi
dijuida de 1:9% para ser usada nas cubas e de 1:9 para o preparo
do gel. Ne coloragdo adotou-se ¢ mesmo método fluorogénico. Hou-
ve confirmagdo dos ¢rés individuos heterozigotos verificados com

tampido tris-maicato de pH 7,5.
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3.3 - Metodologia da analise de ligacdo

Com o método dos escores lod, so se analisam familias
com apénas um filho informative guando a fase do duplo hetero-
zigoto (acoplamento ou repuisic) for conhecidd. Por esta razdo,
ndo se coletou material das familias com apenas um filho presen=
te € que nic ofercciam a possibilidade de se determinar a fase
dos marcadores genEtices através de informacdc da geracdo ante-~
rior. As amostras de sangue foram coletadas preferencialmente
das familias onde havia possibilidade de se coletar material dos
dois coOnjuges.

As Tabelas 3 2 6 mostram as familias informativas pa-
ra cada relacgdo dos marcadores considerados nas analises de liga-
cac,

A maioria des casos de ligacdo determinados na espé-
cie humana tem demonstrado uma maior susceptibilidade feminina
a permuta {Cook, 1965; Renwick e Schulze, 1965; Robson, Suther-
iand e Harris, 1966, Weitkamp, Guttormsen e Greendyke, 1971,
Lamm, Svejbaard e Xissmeyer-Nielsen, 1971; Cook e cols. 1972}.
Na presente andlise conservaram-se separados os resultados ob-
tidos das familiias em que somente ¢ pai ou somente a mie € o
conjuge informative. Consideraram-se cinco hipOteses alternati-
vas com fregliencias de recombinacio iguais a 0,05, 0,10, 0,20,
0,30 e 0,406,

, Na analise das relagbes de recombinagdo entre os di-
ferentes marcadores, apliccu-se o método dos escores lod desen~
volvido por Morton (1955, 1956 e 1257). De acordo com esse méto-
do, consideram-se hipoteses alternativas de diferentes valores
de recombinagdo (&1), gque sdo testadas contra uma hipOtese nula
com valor de 6 = 0,50, Em uma famIiia informativa, considerando-
se um determinado valor de Byo @ funggdo de verossimilhanca es-
perada nos filhos, € calculada com base no observado. O logarit-
mo obtido da razdoc de probabilidade entre as fungdes de verossi-~
milhanca, quande testamos uma hipOtese alternativa contra a hi-
pbtese nula, € o escore lod ou escore z.

Selecionadas as familias com pelc menos um cOnjuge
duplamente heterczigoto pata cada relacdo de dois locos estuda-
dos, classificaram-se os fendtipos dos filhos em recombinantes
e nao recombinantes. Nas familias em que a2 fase era desconheci-
da, os resultados dos escores lod foram consultados nas tabelas



Tabela 3. Bspecificacdo das familias nucleares informativas para a an&lise das relagles de liga-

¢cac entre os locos da PM e o-Hp.

Genealogia A
Familia Pai Mae Filhos informativos
M15 v.002 V. 003 ¥I.004 VI 007 V1.008 vi.pig
M27 V.013 V.014 VI.063 vi.064 YVi1.067 VI.065
M22Z V.03% V.036 ¢ 0§37 Vi.i2¢ Vi, 121 Vi.122 Vi.126 VI.i28
M34 Vi.086 vi.o87 VII.075 Yii.076 VIii1.077 Vii.o78
R28 ¥1.080 Vi.001 ViT.083 Yii.o08s
Genealogia B
MO1 iv.001 Iv.002 V,.003 V.0065 V.006 V.007
BO7 IVv.016 Iv.017 V.063 V.065 V.066 V.067
Big iv.019 iv.020 v.068 V.69
B231 V.003 V.004 VI.D17 vi.022 Vi.023 ¥1.02%
B1O V.020 V.021 VI.066 VI.067 ¥I.068 VI.063 ¥i.070
B1S V.043 v.044 v1.087 vi.oag Vi.091 VIi.092 Vi.093

-fyz-



Tabela 4. Especificacdo das familiass nucleares informativas para a an3lise das relacles de
ligacao entre os locos da PM e Es-D.

Genealogia A

Familia Pai Mie Filhos informativos
M29 iv.01¢ IV.011 V.012 V.013
M27 V.013 Y.014 Vi . 0863 VI. 064 VI.065 V1.0867 Vi.(069
Genealogia B
MOS 111.005 I11.006 1v.808 IvV.010
BZ2 Iv.008 iv.g0g V.D41
BG7 IV.015 IV.017 V.063 V.06S V.0367
Bi8 iv.019 IV.026 V.068 V.069
B1O V.020 V.021 VI.066 Vi.0867 vi.o068 Vi.069 YI.G7¢
B15 V.043 V.044 VI.087 V1,052 VI.093%

msz s



Tabela 5. Especificagdo das familias nucleares informativas
para a analise das relacBes de ligagio entre os
iocos da o-Hp & CAIL,

Genealogia B

Familia Pai Mie Filhos informativos

B AR A S A ety

Bé2 Iv.008 Iv.009 v.038 . V.041




Tabela 6. Especificacic das familias nucleares informativas para a analise das relacles de

ligacio entre os locos da =~Hp e Es-D.

Genealogia A

Familia Pai Mie Filhos informativos
M27 v.013 V.014 VI.063 VI.064 VI.065 VI.067 ¥1.060
Genealogia B
BO7 IV.016 IV.017 V.063 V.065 V.066 V.067
B18 IV.019 IV.020 V.068 V.069 |
B1O V.020 V.021 Vi.066 Vi 067 VI.068 VI.069 V1.070
B15 V.043 V.044 VI.087 v1.092 VI.093

..Lzu
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de Maynard-Zmith, Penrose e Smith {1961i). Para o caso de fase
conhecida, consultaram-se as tabelas desses mesmos autores en
Race e Sanger (1975).

3.3.1 = Relacdo PM:s-Hp

Na andlise das relagdes de ligaclo entre os locos da
PM e a~Hp, obtiveram-se 11 familias informativas (Tabela 3):
cinco pertencentes a gensalogia A e seis pertencentes 3 genea-
lcgia B. Foram inferides os fendtipos dos individuos V.036 (A)
e V.003 (B).

0s resultados obtidos pelo métodos dos escores lod,
na andlise da familia M2Z (A}, foram calculados considerando-~se
iuntos os filhos que o individuo V.035 teve com duas esposas
{(V.036 e 037). O fenétipo‘de V.036, por inferéncia baseada nos
fendtipos dos fiilhos, poderd ser 2-1 ou 2-2. Em gqualquer caso,
tratar-se+i de um cruzamento do tipo Zys €M que se pretende ana-
lisar a recombinacdoc paterna. ‘

3.3,2 « Relacidc PM:Es-D

As rvelacGes de ligacdo entre os locos PM e Es-h (Ta-
bela 4) foram analisadas em oito familias nucleares informati-
vas: duas pertencentes & genealogia A e as rvestantes a genealo-
gia B. '

Na tipagem dos fenotipos da Es-D, verificou-se que
algumas das amostras de sangue estavam deterioradas e, em certos
casos, houve dividas sobre o verdadeiro fendtipo do individuo.
Isto ocorreu em uma familia da genealogia A (M29) e em trés da
genealogia B (M85, Bl0 e B1S), nas quais fizeram-se inferencias.
A inferéncia s$0 fei feita quando se tinha certeza dos fendtipos
dos filhos e néio restava outra alternativa possivel para o fend-
tipo de um dos pais. Na familia M29 existem dois filhos informa~
tivos. Um deles & fenotipicamente i-~1 ¢ ocutro € 2-1. A mde (IV,
011) € 1-1., Bxcluidas as hipoteses de ilegitimidade e de muta-
gao nova, o fendtipo paterno s& poderd ser 2-1. Na familia B10,
existem cinco filhos informatives; trés séo fenétipic&mente
2-1 e os demais sdo 1-1. A mée (V.021) & 1-1. O fendtipo pater-
no sé poderi ser 2-1. O mesmo critério foi adotado na familia
MO5 paraz o individuo I11.005 e na familia B15 para o individuo
V.043,



3.3.3 - Relagdo CAll:e-Hp

Até a presente data, o polimorfismo CAII so foi des~
crito em negros, sendo considerado um marcador da raga negroide.
A amostra, que € objeto desta andlise, foi retirada de uma popu-
lagAo basicamente caucastide. Aindz assim, rescivemos conside-
rar o loco CAII, em vista da facilidade t&cnica de realizar a
tipagem de seus fendtipos simultaneamente com o3 dz Es-D, numa
mesma corrida eletroforética. Dos 112 individuos examinados, so-
mente tres sio heterozigotos: o cdnjuge de um afetado (IV.009)

2 suas duas filhas (V.039 ¢ V.041)., Essa € a inica familia in-
formativa para o estudo das relagOes de ligacdo entre os lotos
ca CAII e a~Hp (Tabela 5}.

3.3.4 - Relagdo a-Hp:Es-D

Na analise das relacSes de recombinacio entre os locos
a~Hp e Es-D, obtiveram-se 3 familiss informativas: uma pertencen-
te a genealogia A e quatro & genealogis B (Tabela 6}. Foram fei-
tas inferencias fenotipicas relativas a Bs-5, nas famiiias nuclea-
res B10 e B15, da genealogia B, ja referidas anteriormente,



4 - RESULTADOS
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