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PREFACIO

Resultados provenientes de diferentes linhas de pesquisas
tornam interessante o estudo das relagbes de recombinagdo entre os
locos da cadeia beta da hemoglobina (HbB) e do sistema sangliineo
MNSs. Estudos que se utilizaram de métodos numericos para a anali-
se de ligacdo em familias, indicaram a possibilidade dos locos HbB
e MNSs estarem frouxamente ligados. Apesar das sugestoes derivadas
desses estudos serem por si sG fracas, elas crescem de importancia
devido aos resultados de outros trabalhos, que levaram ao aumento
da probabilidade de sintenia entre esses locos. Estes Ultimos tra-
balhos pertencem a duas categorias distintas: os que sugerem loca-
lizagdo do loco HbB no cromossomo 2 ou 4, atraves de experimeéntos
com hibridagao in situ, e os que tentam atribuir o loco MNSs ao
cromossomo 2 atraves de mapeamento por delegao.

O presente estudo tem por objetivo aumentar a quantidade de
informacdao proveniente de analises familiares,afim de procurar de-
finir melhor a relacao entre esses dois locos, contribuindo, desta
maneira, para o mapeamento do genoma humano.

Durante o desenvolvimento do trabalho, fol descoberta uma
familia informativa para a relacdao HbB:HbS§, que levou a se consi-
derar também esse par de ligacac na presente tese.

Na redacao desta tese, procurou-se empregar apenas Os sim-
bolos padronizados no 39 Congresso Internacional de Mapeamento do.
Genoma Humano (Baltimore Conference, 1975), para denominagao de lo-
cos e alelos. Contudo, por motivo de simplificacdo, os alelos estru-

turais responsaveis pela sintese de variantes de hemoglobina serao



referidos pelo simbolo designativo da hemoglobina resultante. As-
sim, o alelo HbSS sera denominado HbS, deixando-se sempre claro,
no texto, que se trata do alelo e nao da hemoglobina variante. A
mesma observacgdo e valida para os alelos do loco MNSs, que serao
designados pelos simbolos dos antigenos que determinam, ou seja:
My, Ne S, s.

Devido a auséncia de informagdo na literatura quanto a ma-
neira de distincao entre os dois locos estruturais para a cadeia

o da hemoglobina, achou-se conveniente denomina-los Hbu1 e Hbaz.

Maria Luiza Petzl
Curitiba, agosto de 1977.
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INTRODUCAO

Neste item serao abordados, de maneira sucinta, aspectos
gerais relacionados aos mecanismos genéticos responsaveis pela sin-
tese das cadeias hemoglobinicas e dos antigenos do sistema MNSs.
Atencdo especial sera dada apenas as relacdes de ligacdo e as atri-
buigoes cromossomicas dos locos HbR e MNSs, por estarem esses as-

pectos ligados de maneira mais direta ao tema desta tese.

1. Os locos da hemoglcbina

Todo individuo normal sintetiza, ao longo de seu desenvol-
vimento, diversos tipos de hemoglobina. De uma maneira geral, po-
de-se dizer que a molécula de hemoglobina € composta por gquatro
cadeias polipeptidicas, identicas duas a duas, cada qual associa-
da a um grupo prostético denominado "heme®. Assim, a principal he-
moglobina do adulto, a hemoglobina A (HbA), & produto da associa-
cao de duas cadeias a e de duas cadeias B8, sendo representada por
a,B, A HbA2(a262) também ocorre no adulto, perfazendo de 1 a 3%
da hemoglobina total. No feto e durante o periodo néo-natal, pre-
domina a hemoglobina fetal (HbF:azyg), porem a_taxa de cadeias ¥y
declina rapidamente apds o nascimento, com um concomitante aumento
na sintese de cadeias B. Apos o primeiro ano de vida, restam ape-
nas tragos de HbF e o padrio hemoglobinico ja e igual ao do adulto.

A cadeia o tem 141 residuos de aminoacidos e as cadeias 8,

§ e y tem 146. Essas cadeias diferem entre si em maior ou menor
grau: B e 6§ diferem em 10 posicdes de aminoacidos e B e y em 39

posicoes. A correspondencia entre as cadeias o e B e de 42%.



No embrido e no inicio da vida fetal, até a 92 semana de
gestagao, ha sintese de cadeias e¢ (epsilon) e ¢(zeta), que parti-
cipam da estrutura das hemoglobinas Gower I (eu), Gower II (a,e,)

272
e Portland 1 (gzyz), conhecidas genericamente por hemoglobinas em-
brionarias (revisdo em Lorkin, 1973).

1.1 Locos estruturais

Desde que os varios tipos de cadeias, que ocorrem em todos
os individuos normais, diferem em sua estrutura primaria, torna-se
evidente que sejam codificados por locos individuais. A ocorrencia
simultanea de mais de dois tipos de variantes de hemoglobina leva
a mesma conclusdo. Pouco se conhece acerca das hemoglobinas em-
briondrias, mas & muito provavel que também as cadeias e e ¢ sejam
determinadas por locos proprios.

As cadeias y encontradas na HbF normal sao de dois tipos:
as que possuem glicina (YG) e as que possuem alanina (yA) na posi-
g¢do 136 (Schroeder e cols., 1968). Constatou-se que individuos por-
tadores de variantes de cadeia y apresentam s6 um dos tipos de ca-
deia y alterado. Esses fatos, aliados as analises da HbF de indi-
viduos portadores de persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal
(Huisman e cols., 1969, 1970), demonstraram a existencia de dois
locos para a estrutura da cadeia y da hemoglobina, que possivel-
mente diferem por um Gnico nucleotideo.

A existencia de dois locos Hba foi sugerida por Lehman e
Carrel (1968), ao verificarem que a hemoglobina variante, em hete-
rozigotos para a cadeia a, perfazia apenas cerca de 25% da hemo-
globina total, enquanto que em heterozigotos para a cadeia B cerca
de 40% da hemoglobina é variante. Esta hipotese foi corroborada por
Hollan e cols. (1972), Wasi (1973) e Lie-Injo e cols. (1974), ao
constatarem a presenca de HbA em individuos que apresentavam dois
variantes de cadeia o. Ha, porém, evidencias de que em algumas po-
pulacoes exista apenas um loco para a cadeia a (Abramson e cols.,
1970).

Deste modo, todo individuo normal apresenta, pelo menos,
sete ou oito locos que determinam a estrutura da hemoglobina. Es-
tes locos sao denominados Hba (Hbao Hbaz), HbB8, Hbs, Hby (HbyA;

13
HbYG), Hbe e Hbr.
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Mais de 100 variantes de hemoglobina ja foram descritas
(Giblett, 1969; Huisman, 1969). Destas, cerca de 60% sao mutantes
B e cerca de 40%, mutantes a. Por outro lado, sao conhecidas pou-
cas variantes ¢ e y. A maioria das variantes de hemoglobina dife-
re em relagdo a hemoglobina normal pela substituicdo de um unico
aminodacido em uma das cadeias, mas também sdo conhecidas varian-
tes com duas substituigoes simultaneas, com adigao ou delecgao de
alguns aminoacidos, alongamento de cadeia, ou simplesmente agre-
gagao enormal das sub-unidades.

Devido a grande homologia entre as diferentes cadeias, In-
gram (1961) propos um modelo evolutivo segundo o qual todas as ca-
deias hemoglobinicas, assim como a cadeia da mioglobina (proteina
responsavel pela transferencia de oxigenio no misculo), teriam evo-
luido a partir de um ancestral comum. Diversas duplicagdes genicas,
em diferentes tempos evolutivos, seguidas de evolugao divergente
dos locos duplicados, teriam conduzido ao padrdo hemoglobinico ob-

servado atualmente.

1.2 Sitios de controle

Apesar dos locos estruturails serem relativamente bem iden-
tificados, pouco se conhece acerca dos mecanismos que regulam a
sintese das cadeias polipeptidicas da hemoglobina. Sua existencia
pode ser inferida pela precisdo com a qual a taxa de sintese de
cada cadeia é controlada ao longo do desenvolvimento. Além disso,
alteracoes tais como a persisténcia hereditaria da hemoglobina
fetal e certos tipos de talassemia também fazem pressupor a exis-
tencia ce sitios responsaveis pelo controle da taxa de sintese das

cadeias hemoglobinicas.

1.2.1 Persistencia hereditaria da hemoglobina fetal
_ Dois tipos de persistencia hereditaria da hemoglobina fe-
tal (PHHF) sao conhecidos: o "africano”™ e o "grego". No primeiro,
ha supressao da sintese de cadeias B e &, acompanhada de sintese
persistente de cadeias y, de modo que o homozigoto apresenta ape-
nas HbF. No segundo, ocorre alguma sintese de cadeias B e §, e a
produgcac de HbF ndo atinge niveis t3o altos (Harris, 1975). Ambas
as condigoes sao muito benignas, nao havendo qualquer manifesta-

bond - .
¢ao clinica.
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0 gene da PHHF do tipo africano, que & o mais estudado dos
dois, se comporta como alelo ou como intimamente ligado ao loco
HbB, ja que nao se observaram recombinantes num total de 52 indi-
viduos analisados (Conley e cols., 1963; Bethlenfalvay, 1975).
Além disso, também nio foi constatada recombinagdo entre os locos
da PHHF e Hb§, apos analise de 11 filhos de individuos duplamente
heterozigotos (Bethlenfalvay, 1975).

Procurando interpretar o fenomeno observado na PHHF do ti-
po africano, foram propostas duas hipoteses. A primeira admite de-
lecao de um "gene operador", comum aos locos HbR e Hbé, de modo
que a passagem do padrdo hemoglobinico fetal ao do adulto €& impe-
dida (Neel, 1961; Conley e cols., 1963). A outra hipotese consi-
dera a possibilidade de delecao dos locos HbB e Hbs (Bradley e
Conley, 1960) e encontra sustentacao nos estudos realizados nos
individuos portadores de Hb Kenya. Nessa hemoglobina, as cadeias
nao-a sao produto de uma fusao YAHB e, no cromossomo portador do
loco “Hb Kenya'', estao ausentes os locos HbS, HbyA e HbB normais.
Portadores de Hb Kenya apresentam caracteristicas hematologicas
e padrao hemcglobinico similares aos encontrados em heterozigotos
para a PHHF (Kendall e cols., 13733 Smith e cols., 1973). Entre-
tanto, a simples perda dos locos estruturais HbR e Hb§ parece ser
insuficiente para explicar a persistencia da HbF. Kendall e cols.
(1973) consideram necessaria a interferencia com a regulacgao da
transcricdo. Para isso, admitiram a existencia de um sitio "Y",
responsavel pela inativac3do da sintese de cadeias y, e que esta-
ria incluido no segmento perdido. Assim, tanto na primeira como
na segunda hipotese se faz necessdria a consideracdo de um sitio

de controle.

1.2.2 Talassemias

As talassemias s3o um grupo heterogeneo de anemias hemoli-
ticas cronicas, ocasionadas pela diminuig3o ou ausencia da sinte-
se de uma determinada cadeia hemoglobinica. A verdadeira natureza
dessas mutagoes é desconhecida para a maioria das talassemias,
uma vez que e normal a estrutura das cadeias produzidas.

Através de estudos de hibridacgao, sabe-se que, na forma

mais grave de a-talassemia, ha delecdo de ambos os locos Hba
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(Hbal e Hbaz) no cromossomo afetado (Ottolenghi e cols., 1974
Taylor e cols., 1974). Isto leva a crer na possibilidade da dele-
gao de apenas um loco Hba na forma menos grave de a-talassemia.
Além disso, ndo se pode desconsiderar a possibilidade, nesse ul-
timo caso, de uma mutagao em um gene operador.

As B-talassemias sao ainda menos conhecidas que as a-ta-
lassemias, com respeito a esse aspecto. Constatou-se que,em algu-
mas, ha diminuicdao na taxa de produgcdo do RNAm especifico, fican-
do assim excluidos eventuais problemas de traducgdo ou de estabi-
lidade do produto polipeptidico, para esse tipo de B-talassemia.
Em outras B-talassemias, com ausencia total de cadeias B (Bo—ta-
lassemias), tanto pode estar ocorrendo a delecdo do loco HbB como
a regulacao. defectiva do processo de transcricao (revisdo em
Clegg, 19786).

Estudos de segregacgao, em individuos heterozigotos para
B-talassemia e para variantes estruturais da cadeia B, indicam
"alelismo" ou ligacao Intima entre esses genes. Weatherall e
cols. (1976) citam que, entre quase 200 filhos de individuos du-
plamente heterozigotos, registrados na literatura, nao foi obser-
vado nenhum caso inequivoco de recombinacao. A fase do pai dupla-
mente heterozigoto era sempre de repulsao. Estes achados justifi-
cam que, em varios trabalhos sobre ligacao do loco HbB, o gene
da B-talassemia seja considerado como um alelo seu.

A dificuldade de se identificarem recombinantes deve ser
ressaltada, pois uma permuta que situar Bo—talassemia e o alelo
variante de HbB no mesmo cromossomo pode nao ser verificada, de-
vido a ausencia de sintese da cadeia variante. Por outro lado, in-
dividuos normais classificados como recombinantes sempre tem uma
certa possibilidade de serem filhos ilegitimos.

A grande heterogeneidade entre as talassemias também ndo
pode ser esquecida. E possivel que, em certos cascs, haja compro-
metimento do proprio loco estrutural, enquanto que, em outros,
ocorra alteragao em sitios distintos, relacionados com a regula-
cdo da sintese, porém sempre muito proximos do loco estrutural,

como indicam os estudos familiares.



1.3 Relagoes de ligagao do loco HbSB

Nenhuma proteina humana foi tao bem investigada como a he-
moglobina. Nos Ultimos 25 anos, foram estudadas muitas familias
com segregacao para uma ou mais variantes de hemoglobina. Do gran-
de nimero de variantes de cadeias « e B descritas, algumas consti-
tuem polimorfismos em varias populagoes. No entanto, apesar desta
situacdo td3o privilegiada, s6 foram obtidas fortes evidencias de
ligacdo entre alguns dos proprios locos de hemoglobina. A seguir,

serao revistos os trabalhos de ligacao referentes ao loco HbB.

1.3.1 Locos Hba e HDB

A andlise de uma série de familias, nas quais segregavam
variantes estruturais das cadeias o e 8, permitiu excluir ligacao
proxima entre esses dois locos (Schwartz e cols., 1957; Smith e
Torbert, 1958; Atwater e cols., 1960; Raper e cols., 1960C; Wong
e Huisman, 1972). As relacoes entre Hbu e B-talassemia e entre
o-talassemia e HbB tambem puderam ser observadas em algumas fami-
lias. Schwartz e cols. (1957) observaram recombinacac entre o
loco Hbo e o da B-talassemia. Motulsky (1964), sumariando dados
de Cohen e cols. (1959) e de Tuchinda e cols. (1964), concluiu a
favor da segregacao independente do loco HbB e o da a-talassemia.

Deisseroth e cols. (1975b),valendo-se de uma associacao dos
métodos de hibridacdo somatica e de hibridagao molecular, deter-

minaram assintenia entre os locos Hba e HDbS.

1.3.2 Locos HbR e HbS

Num total de 69 individuos, filhos de heterozigotos duplos
para variantes estruturais das cadeias B8 ¢ §, nao foi constatado
nenhum recombinante (Ceppellini, 18593 Horton e cols., 1961; Hor-
ton e Huisman, 1963; Ranney e cols., 1863; Boyer e cols. 1963;
Pearson e Mocre, 1965; Schwartz e cols., 1267; Mishu e Nance,
1969; Weatherall e cols., 1976). Nesta tese, sera apresentada
uma familia adicional que segrega para as variantes HbS e HbB2 e
fornece mais oito filhos nao recombinantes.,

Huisman e cols. (1961), Weatherall (1964), Pearson e Moore
(1965) e Weatherall e cols. (1976) descreveram familias informa-

tivas para ligacdo entre Hbé e 8-talassemia. Entre 54 individuos
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estudados, observaram-se dois possiveis recombinantes, dos quais
somente um pode ser tido como altamente provavel (Weatherall,
19643 Pearson e Moore, 1965). Em ambos os casos, nao foi possivel
excluir paternidade, mesmo apos tipagem para uma série de marca-
dores genéticos. Na familia estudada por Weatherall (1964), no
entanto, o individuo classificado como recombinante, de fendtipo
normal (a fase, no pai, era de repulsao), pertencia a uma irman-
dade na qual fora constatado um filho ilegitimo. Pearson e Moore
(1965) e Weatherall e cols. (1975) interpretaram esses resultados,
com relagao a ausancia de recombinacido entre os locos HbR e HbS,
como indicacdo de que o loco Hb$§ estaria mais proximo do loco Hb8
que do loco da R-talassemia. Esta sugestao e favorecida pelo fato
dos alelos para variantes estruturais de B e § sO terem sido ob-
servados numa fase (repulsao), o que nao acontece com os alelos
da B-talassemia e de variantes estruturais de &§. Essas considera-
cOoes sao validas apenas para as B-talassemias observadas em ne-
gros, pois ha sugestoes de que elas sejam entidades distintas das
observadas em outros grupos raciais.

Thompson e cols. (1965) relataram uma irmandade com um in=
dividuo heterozigoto para HbS e HbB,. Seu pai e heterozigoto para
B-talassemia e HbBZ5 em acoplamento; enquanto a mae possui os ale-
los da HbS e da HbB, em repulsao. 0 filho &, necessariamente, re-
combinante (n3oc pode ser constatada ilegitimidade). Nao foi pos-
sivel, no entanto, determinar se a permuta ocorreu entre B-talas-
semia e Hbé (no pai) ou entre HbB e HbS (na mae), pois ambos os
casos podem conduzir ao resultado observado.

N3o s6 os resultados dos estudos familiares, mas também a
descoberta de um grupo de hemoglobinas variantes, as Hbs Lepores
e anti-Lepores, forneceram sugestoes a favor da proximidade dos
locos HbB e Hbé. Nessas hemoglobinas, as cadeias nao-a represen-
tam, respectivamente,'uma fusao §-R e B~-& (Gerald e cols., 1960;
1961; Baglioni, 1962; Ohta e cols., 1971). Como origem dessas ca-
deias incomuns, Baglioni (1962) sugeriu a ccorrencia de permuta
intrageénica, apos pareamento incorreto, que & favorecido pela pro-
ximidade e homologia entre os locos HbB e Hbs. As Hbs Lepores di-
ferem entre si pelo ponto de fusao é§-f. O cromossomo portador do
loco Hbé-HbB resultante nao possui locos HbB e Hb§ Integros, nao

podendo produzir HbA e HDbA,, . A falta de cadeias B8 provoca efeito



talassemico. . O outro cromossomo resultante dessa permuta desi-
gual possul um loco ”ahti—Lepore” (Hbg-Hb6&), além dos locos HbB
e HbS Integros. A Hb Miyada € um exemplo de hemoglobina anti-
-Lepore. Seus portadores sintetizam cadeias 8 a niveis normais,

~ - A - . < . .
nao ocorrendo o quadro hematologlco e clinlco da B-talassemla.

1.3.3 Locos HbB e Hby

Devido 2 auséncia de quantidade significativa de HbF no
adulto, nao foi possivel determinar a relacd3o entre os locos
HbB e Hby através de anilises genealdgicas. Toda informacao so-
bre ligacao fundamenta-se no estudo da Hb Kenya, uma hemoglobina
analoga a Hb Lepore. As cadeias « da Hb Kenya sio normais, porem
as cadeias ndo-a s3o hibridas, resultantes de uma fusdo y-8
(Huisman e cols., 1972). 0 sitio de fus3o localiza-se entre os
residuos 81 e 86§§mbas as cadeias (Kendall e cols., 1973). Acre-
dita-se que, do mesmo modo que as cadeias &é-B da Hb Lepore, essa
cadeia tenha se originado por pareamento incorreto, seguido de
permuta desigual entre os locos HbR e Hby, mals precisamente HbB
e HbyA. A diminuigdo verificada na taxa de sintese das hemoglo-
binas A e A7 sugere gque no cromossomo portador do loco HbyA-HbB,
os locos HbB e Hb§ tenham sido perdidos. H3 aumento no nivel da
Hb fetal, observando-se apenas cadeias YG na HbF produzida, fato
este que sugere a retencao do loco HbYG (Kendall e cols., 1973;
Smith e cols., 1973).

Pela presenca ou ausencia da sintese de determinadas ca-
deias em individuos portadores das hemoglobinas Lepores, anti-
-Lepore e Kenya, foi possivel ndo s corroborar ligacdo Intima
entre os locos HbB, HbS e Hby, mas também sugerir a sua seqilen-
cia no cromossomo normal. Esta e, muito provavelmente, HbyGwayA—

-Hbé-HbB, a partir do terminal NH

x
McKusick (1977) inclui, provisoriamente, o loco Hbe no gru-
po de ligacao Hby-Hbs§-Hbg, citando, ainda, uma possivel ligacgao

entre os locos Hba e Hbrg.

1.4 Atribuicao cromossomica dos locos estruturais

Price e cols. (1972), valendo-se da técnica de hibridagao
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in situ, atribuiram os locos estruturais das cadeias hemoglobini-
cas aos bragos longos de dois autossomos: o cromossomo 2 e um dos
cromossomos do grupo B, mais tarde identificado como o 4 (Price

e Hirschhorn, 1974). Este veio a ser o primeiro grupo de locos
pouco repetitivos cuja atribuigéo cromossomica foi conseguida com
essa técnica. A hibridacido in §é§3 consiste, basicamente, em pro-
duzir hibridos DNA-RNAm em cromossomos metafasicos humanos. No
primeiro experimento o RNAm para hemoglobina, marcado radioativa-
mente pela 3H--uridina9 foi purificado a partir de reticuldcitos
de coelho. A utilizacao desse animal foi justificada pela grande
semelhanca de suas cadeias hemoglobinicas com as humanas.

Logo surgiram criticas a esse trabalho, baseadas na apa-
rente impossibilidade técnica de se conseguirem tais resultados,
devido a baixa atividade especifica do 3H—RNAm utilizado (Bishop
e Jones, 1972; Prensky e Holmquist, 1973).

Em resposta as criticas, sem duvida muito bem fundamenta-
das, Price e Hirschhorn (1974) idealizaram novo exberimento, des-
ta feita utilizando DNA complementar (DNAc), copiadc do RNAm de
reticuldcitos pela transcritase reversa do virus da mieloblasto-
se aviaria. Foi conseguida maior atividade especifica e os resul-
tados do trabalho original foram corroborados. Atraves de proce-
dimento analogo, Price e Hirschhorn (1974) tambem conseguiran
hibridacao para os locos de RNAt e RNAr. Com poli-dA, observaram
marcacdo difusa em todo o DNA, como conseqliencia de hibridagao
nao-especifica.

Atwood e cols. (1974, 1975) também confirmaram os resulta-
dos iniciais de Price e cols. (1972), conseguindo ndo so hibrida-
c3o com os locos da hemoglobina humana, mas também com os de ca-
mundongo, cuja atribuigdo cromossomica ja havia sido determinada
anteriormente. Tails resultados sugerem gue seja realmente possi~
vel localizar locos pouco repetitivos, como os das cadeias hemo-
globinicas, pelo método de hibridacgao in situ.

0 passo seguinte seria determinar qual dos dois cromosso-
mos - o 2 ou o 4 - contém cada um dos complexos de locos hemoglo-
binicos - o de cadeias o e o de cadeias y, 8§ e B. Price e cols.
(1972) propuseram a localizagao do complexo Hby-Hbé-HbB no cro-

mossomo 4, baseados apenas no comprimento relativo das duas re-
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gidoes marcadas. Anderson e cols. (1975) e Deisseroth e cols.
(1975a) empregaram uma combinacao das técnicas de hibridacgao so-
matica e de hibridagio molecular. Resultados preliminares exclui-
ram, entre outros, o cromossomo 2 como possfvel portador do loco
Hbs. Este resultado & conflitante com o obtido por Gandini e cols.
(1877) que, indiretamente, leva a atribuir o loco HbB ao cromosso-
mo 2. Estes Ultimos autores atribuiram os locos Hba ac braco lon-
go do cromossomo 4, tomando como mais provavel o segmento compre-
endido entre as bandas 4928 e Lq34. Esta conclusao derivou de
estudos sobre a relacdo a/8 ("a" e "R" representam a taxa de sin-
tese dessas duas cadeias), em quatro pacientes portadores de tris-
somias parciais do cromossomo 4. Dois desses pacientes, com dupli-
cagao 4q28-+lqter, apresentavam excesso de cadeias a. A banda 4g35
foi excluida, pois em um terceiro paciente, com monossomia dessa
regiao e duplicacgao do segmento 4pl3-»Upl6, a razao a/B era igual
a 1, como nos controles. Um quarto paciente, com duplicagao
bg25-4q34, que inclui as bandas duplicadas nos dois primeiros pa-
cientes citados, apresentava excesso de cadeias B. Os autores ex-
plicaram esse ultimo resultado, aparentemente conflitante, atra-
vés de técnicas citogenéticas, que evidenciaram inativacao do
braco longo do cromossomo Y4 portador da duplicacao, com conse-
qliente depressio na sintese de cadeias «.

Pelo gue foi exposto acima, pode-se notar que, até o momen-

to, ha duvidas quanto a localizacdo do loco HbR no cromossomo 2.

2. 0 loco MNSs

0 sistema sangiiineo MNSs & comparavel, em complexidade, aoc
Rh. M e N se comportam como alelos, o mesmo ocorrendo com S e s.
Uma série de alelos raros foram descritos, tanto para MN como
para Ss. Através de reagdes imunoldgicas, & possivel o reconheci-
mento de quatro combinagoes principais - MS, Ms, NS e Ns - que,
para efeitos praticos, podem ser consideradas como se fossem oOs
quatro alelos mais freqilentes do sistema. Contudo, ainda nao foi
possivel determinar se os sitios mutacionais MN e Ss se situam
ou nao no mesmo loco. Existindo locos individuais, estes devem

estar intimamente ligados, devido a freqfiencia de recombinagao
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extremamente baixa entre eles. A rsunido de dados da literatura
forneceu informagao sobre 1538 divisdes meioticas, com respeito
a permuta, sendo encontrados seis possiveis casos de recombina-
cao, dos quais apenas tres podem ser tidos como altamente prova-
veis (Gedde-Dahl Jr. e cols., 1967; Race e Sanger, 1975).

Os produtos polipeptidicos dos alelos do sistema MNSs ain-
da nao puderam ser identificados. Os antigenos M e N sdao glico-
proteinas, ndo podendo,por isto,serem produtos génicos primarios.
Sua atividade antigénica depende da presenca de acido sialico nos
receptores M e N. A diferenca entre a estrutura desses dois anti-
genos ainda ndo e conhecida, porem N possul mais B-D-galactopi-

ranosil que M. Por outro lado, o antigeno N reconhecido por

ek

Vicia graminea, nio depende do acido sidlico. Este fato, associa-

- - . . *
do ao reconhecimento de alguma atividade N no antigeno M, condu-
N - ~ - . . - . ~
ziu a elaboracao de um esquema genetico-bioquimico, segundo O

qual o antigeno N seria precursor de N que, por sua vez, seria

el
precursor de M. Assim, o gene N poderia ser independente do loco
MN, e o alelo de M, gue denominamos N, seria na realidade um amor-
fo andlogo ao alelo I° do sistema ABO. Existem, porém, varias ob-
servagoes que ainda nac puderam ser conciliadas com esse esquema

(revisac em Race e Sanger, 1975).

2.1 Relagoes de ligacgao do loco MNSs

0 Gnico exemplo de ligacdo com o loco MNSs & o do locc da
esclerotilose (Tys), uma genodermatose esclero-atrofiante. O ale-
lo que condiciona essa anomalia & raro, com mecanismo de heranca
autossomico dominante. A ligacdo MNSs:Tys é proxima, com fregtien-
cia de recombinacao da ordem de 4,5% nas familias estudadas por
Deminatti e cols. (1968).

Todos os demais trabalhos de ligacao,relacionados com o loce
MNSs, a serem referidos, apenas indicaram fracas sugestoes de 1li-
gacao.

H8s1li e cols. (1957) sugeriram ligacao entre o loco MNSs
e o da ptose hereditaria congenita simples, com base em uma gran-
de genealogia com 107 pessoas afetadas.

Mais de 700 familias informativas foram analisadas, na

tentativa de se estabelecer ligacao entre os locos MNSs e ACPl
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(fosfatase dcida dos eritrdcitos). O estudo da relacho entre es-
ses locos apresentou interesse, pois o loco ACP1 foi atribuido a
porgao distal do brago curto do cromossomo 2 (2p23+2pter) por
Ferguson-Smith e cols. (1973) e por Povey e cols. (1974), exis-
tindo sugestoes de localizagao do loco MNSs no mesmo cromossomo.

A primeira indicacao de ligagéo frouxa MNSS:ACPl foi rela-
tada por Mace e Robson (1974), apds analise de 485 familias com
1248 filhos informativos. As freqliencias de recombinacao  mais
provaveis foram 39% em dados masculinos e 50% em dados femininos.
A adicao de novas familias nao aumentou o valor da sugestdo de
ligacao (Chautard-Freire-Maia, 1974; Weitkamp e cols., 1975,

Mace e cols., 1975a; Heiberg e Berg, 1975; Mayr, 1976). Weitkamp

e cols. (1975) e Mace e cols. (19752) reuniram dados de trabalhos
anteriores e estimaram diretamente a freqllencia de recombinagao
entre esses dois locos, obtendo um valor de 45% para dados mascu-
linos e de 52% para dados femininos. Estes mesmos autores, ao ava-
liarem os resultados totais, consideraram improvavel que a adicao
de novas familias informativas pudesse levar a decisao entre li-
gagao frouxa e recombinacao independente. Caso os dois locos se-
jam realmente sintenicos, o estabelecimento de uma ligacao de am-
bos com um terceiro loco, intermediario, poderia reforcar a hipo-
tese de ligacao frouxa. Os escores mais altos para o par MNSS:ACPl
foram observados em dados brasileiros (Chautard-Freire-Maia, 1974),
o0 que & surpreendente devido ao pequeno numero de familias anali-
sadas. Alem disto, as freqliéncias de recombinacdo (8) encontradas
sdao inferiores as observadas por outros autores (8 = 20% para

os homens e 6 = 30% paras as mulheres.

Uma possivel ligacdo entre os locos dos sistemas MNSs e
Dombrock (Do) foi sugerida pelos resultados da analise de segrega-
cao em 86 familias com um total de 290 filhos (Tippett, 1967;
Tippett e cols., 1972). Os resultados sugerem uma freqgilencia de
recombinacao de 33%, tanto para homens como para mulheres. Esta
sugestao e conflitante com as de trabalhos de atribuigdo cromosso-
mica, que situam os locos Do e MNSs, respectivamente, nos cromes-
somos 1 e 2 (cf. McKusick, 1977). Contudo, ambas as atribuigdes
ainda necessitam de confirmacao.

Por outro lado, ha indicacao de ligacdao do loco MNSs com o
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complexo HLA (Mayr e Mayr, 1974), a uma freqiléencia de reecombi-
nacao proxima a 30%; e com o loco P%Mg (Bissbort e cols., 1975),
a uma fregflencia de recombinacdo de 20%. Estas sugestdes, que
ainda nd3o puderam ser corroboradas, implicam em localizacdo do
loco MNSs no cromossomo 6, ao qual os locos PGM3 e HLA foram
atribuidos (Chen e cols., 1973; Jongsma e cols., 1973; Lamm e

cols., 1974).

2.2 Atribuicao cromossomica do loco MNSs

German e cols. (1968, 1969) descreveram uma crianga por-
tadora de um sindrome dismorfico acompanhado de retardo mental.
Andlise cariotipica demonstrou uma translocacido reciproca entre
segmentos dos bracos longos dos cromossomos 2 e 4. Quanto ao sis-
tema MNSs, o paciente apresentava fenotipo MS, porém seu pai era
do tipo Ns. Ilegitimidade n3ao pode ser constatada, apos o exame
de 14 outros sistemas genéticos e comparacgoes entre o tamanho
dos cromossomos Y do paciente, de seu pai e de um irmao. Consi-
derou-se como mais provavel a ocorréncia de perda ou de inativa-
cdo de um pequeno segmento cromossomico, portador do loco MNSs,
por ocasiao da translocacao. Testes de dosagem corroboraram es-
ta hipotese. 0 pai do probando apresentava reagao de dupla dose
com soro anti-N; sua mae e irmaos, do tipo MN, apresentavam rea-
coes de dose Unica com ambos os aglutindgenos, porém o probando
apresentava apenas reagao de dose Unica com soro anti-M. A ocor-
rencia de antigenos raros foi excluida, apds tipagens com anti-
-soros apropriados. Com base nessas observacoes, German e cols.
(1968, 1969) sugeriram a localizacdo do loco MNSs na porgdao mé-
dia do brago longo do cromossomo 2 ou na porgac distal do brago
longo do cromossomo 4. Weitkamp(1969) considerou o cromossomo
como o mais provavel, apos estudo de segregagdo em uma familia
portadora de rearranjo cromossomico com participagao do cromosso-
mo 2. Wikramanayake e cols. (1971); analisando uma familia porta-
dora de inversao pericentrica do cromossomo 2, reduziram a 6,7%
a possibilidade do loco MNSs estar situado neste cromossomo. Em
1973, German e Chaganti, reanalisando os cromossomos translocados
de seu probando pela técnica de bandeamento cromossomico, deter=-

minaram, no entanto, o ponto de delegdao como sendo a banda 2qlu.
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As conclusoes de German e seus colaboradores, apesar de
muito bem fundamentadas, nao puderam ser confirmadas em estudos
posteriores. As analises de segregacdo entre o loco MNSs e rear-
ranjos cromossomicos que incluem o Cromossomo 2, principalmente
translocagdes, resultaram em forte evidéncia contraria a locali-
zagao do loco MNSs na banda 2qlu (Weitkamp e cols., 1969;
Wikramanayake e cols., 19713 Thompson e cols., 1976; Mace e cols.
1975b; Higgins e cols., 1976).

Mace e cols. (1975b), reunindo dados de tres familias da
literatura e de quatro familias originais, determinaram a razao
de verossimilhanca contra a localizacao do loco MNSs na banda
2q1l4% como sendo da ordem de um milh3o para 1. Obtiveram, porem,
uma fraca sugestao de localizagao do loco MNSs no brago curto
do cromossomo 2, proxima ao centromero. Segundo os autores, a
localizagao neste segmento estaria mais de acordo com uma liga-

cao frouxa entre os locos MNSs e ACP sugerida em trabalhos an-
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teriores, em vista do loco ACPl ter side atribuido, por varios
méetodos, ao segmento 2p23-+2pter (Ferguson-Smith e cols., 1973;

Povey e cols., 1974).

Higgins e cols. (1976) relataram mais duas familias por-
tadoras de translocacoes incluindo o cromossomo 2. Com base nos
resultados reunidos concluiram que, se o loco MNSs estiver loca-
lizado no cromossomo 2, deve estar na regiao 2pl2-+2p23.

0 loco IDH, (isocitrato desidrogenase), atribuido a re-
giao 2ql - que inclui a banda 2ql4 - demonstrou ser independen-
te do loco MNSs nas poucas ocasites em que se teve oportuni-
dade de acompanhar a segregacao desses dois locos (Mace e cols.,
1975a, b). Alem disto, a possibilidade de ligagao entre MNSs ¢
HLA e entre MNSs e PGM3, implica na localizagao do loco MNSs
no cromossomo 6.

Varias hipoteses foram levantadas, na tentativa de con-
ciliar as observacoes de German e Chaganti (1973) com as de ou-
tros autores. Mace e cols. (1975b) consideraram a possibilidade
do rearranjo ocorrido na familia de German e Chaganti ser, na
realidade, mais complexo, apresentando, além da translocagao,
uma pequena inversao pericéntrica no cromossomo 2. Além disso,

consideraram a possibilidade da existencia de um alelo silen-
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cioso, que nao pode ser descartada., apesar dos testes de doca-
gem indicarem homozigosidade para o alelc N no pai do probando.
A técnica de mapeamento por exclusdac, cuja importéncia
foi muito bem ressaltada por Ferguson-Smith (1975), excluiu o
loco MNSs de 22,6% do genoma humano (Ferguson-Smith, 1975
Aitken e cols., 1976). Entre os segmentos excluidos esta a re-
giao 2p23-+2pter. Do cromossomo 4, considerado inicialmente co-
mo alternativo para o loco MNSs (German e cols., 13968, 1969),
foram excluidos os segmentos 4plb-bpter e Lag33-bqter. As ex~-
clusdes derivaram unicamente do estudo de individuos portado-
res de delegoes parciais ou totais, reunidos da literatura, cu=

ja analise familiar permitiu informag3o sobre o loco MNSs.

3. Estudos sobre uma possivel ligacdo Hbg:MNSs

Antes de ser identificado o primeirc exemplc de ligagao
autossomica no homem, entre os locos Lutheran e Secretor (Mohr,
1951a, b), Snyder e cols. (1947) sugerirem lizac3o entre o loco
que condiciona hemdcias falciformes e o loco MN. Na época, O
fenomeno da falcizacdo ainda ndo era atribuido a nenhuma alte-
racao bioquimica especifica. Dois anos depois Pauling e
cols. (18949) o correlacionaram a uma hemoglobina, qualitativa-
mente diferente da principal hemoglobina do adulto normal (HbA),
que viria a ser conhecida como HbS. A natureza da diferenca foi
elucidada por Ingram (1957, 1959), ao descobrir que a alteragao
¢ devida a substituicdo de um dnico aminodcido na cadeia B. A
sexta posicdao dessa cadeia & ocupada por acido glutamico na HDbA,
sendo substituida por valina na HbS.

Snyder e cols. (1847) reuniram 5 familias, com um total
de 15 filhos informativos. Analisando os resultados pelo método
dos escores u de Fisher, tal como foi desenvolvido por Finney
(1940), encontraram evidéncia significativa contra a hipotese
de segregacao ao acaso.

Snyder e cols. (1949) analisaram 4 familias adicionais
(16 filhos). Reunindo seus dados aos de Snyder e cols. (1947),
estimaram a freqllencia de recombinagao como 22%. Analisando o

loco das "hemacias falciformes' em relacdao acs locos ABO e Rh,
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nio observaram qualquer indicac3o de desvio com relacdo a segre-
gacao independente.

Ludwin e cols. (1952) estudaram a segregacao do loco da R~
~talassemia com respeito aos locos MN, ABO, PTC e "coOr de olhos'.
A analise, pelo método de Finney, ndo forneceu evidéncia de liga-
cao entre o loco da f-talassemia e qualquer dos outros locos con-
siderados. Para a relacao HbP:MN, os autores analisaram 8 familias,
com 18 filhos informativos.

Neel e cols. (1952) concluiram ni3o haver ligagdo entre o
gene responsavel pelo fenomeno da falcizac3o e o gene que condicio-
na os tipos M, N e S. Esta conclusd3o derivou da analise de 41 fa-
milias informativas, das quais 28 com ambos os progenitores exami-
nados (90 filhos informativos) e 13 com apenas um progenitor exa-
minado. Assim como 0s autores anteriores, Neel & cols. (1952) se
utilizaram do método de Finney e ndo separaram as familias infor-
mativas femininas das masculinas.

No maior estudo de ligacao com variantes de hemoglobina rea-
lizado ate agora, Hance e cols. (1570) reuniram 117 familias bra-
sileiras (510 filhos), que segregavam para variantes de cadeia B
ou de cadeia § da hemoglobina. Foram analisadas as relagoes de 1li-
gagao entre o complexo Hbg-Hbs e 17 outros locos polimorficos. O
tratamento de variantes B ¢ 8 como pertencentes ao mesmo loco foi
justificado pela ausencia de exemplos de recombinacao entre eles.
As variantes estruturais de cadeias B e § foram identificadas porvr
eletroforese em gel de amido. Foram tipados os antlv nos M, N e S
do sistema MNSs. Para o par HbB-MNSs, 66 familias foram informa-
tivas: 33 com informacao paterna (142 filhos tipados) e 33 com in-
formacao materna (148 filhos tipados). Esta e as pesquisas poste-
riores valeram-se do método dos escores lod de Morton (1955), para
a analise dos dadosn Para o par HbBR-MNSs foi obtida uma fraca su-
gestao de 11p-~ , a altas freqliencias de recombinacao. Para a
amostra total, a freqllencia de recombinacao foi de 41%, sendo de
36% para os homens e de 46% para as mulheres.

Weitkamp e cols. (1972a, b) analisaram 41 familias que se-
gregavam para variantes estruturails da cadeia B ou para B-talasse-
mia. Para 7 delas foi necessario inferir o genotipo de um dos pro-

genitores. Qs resultados de todos os trabalhos anteriores foram
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reunidos, apos reandlise das familias pelo método dos escores lod,

obtendo-se uma fraca sugestao de ligacao frouxa. Como os trabalhos

anteriores ac de Nance & cols. (1970) ni3o separavam as familias

informativas masculinas das femininas, seus resultados foram in-

cluidos apenas para calculo da freqtiencia de recombinacao da amos-
e

stimada como »proxima a 40%. Para dados mascu-

tra total. Esta foi D

linos, a freqllencia de recombinagdo situava-se proxima a 35% e,
para os femininos, proxima a 40%. Os resultados individuais de
Weitkamp e cols. (13972b) sac, entre todos, os mals sugestivos de
ligagdao e indicam freqiiencias de recombinacao de 25% para os ho-
mens e de 40% para as mulheres. A ocorréncia de uma menor freqglien-
cia de recombinacio nos homens, associada as evidéncias de sinte-
nia entre os locos HbR e MNSs (Price e cols., 13972; German e cols.,
1968, 1969, fizeram Weitkamp e cols. (1972b) proporem ligacao

frouxa entre esses dols locos.

[

Barbosa e cols. (1975) relataram mais 28 familias informa-

.

estas, 15 forneceram informacgao

|
e

L"

tivas em uma amostra brasileira.

bty

sobre recombinacao masculina (48 filhos informativos) e 12 sobre
recombinagac feminina (42 filhos informativos). Seus resultados se
distribuem de maneira semelhante aos de Nance e cols. (1370}, es-
tando a freqlléncia de recombinacio mais provavel situada proxima
a 35% para a amostra masculina e a 50% para a amostra feminina. A

reuniao de seus resultados aos dos estudos anteriores levou a uma

0
°

fraca sugestao de ligacdo a uma fregiiencia de recombinacao de 40
para o total de familias analisadasg sendo de 35% para os homens
e de 40% para as muiheres. Com base nesses mesmos resultados, os
autores excluiram fregiiéencias de recombinagao inferiores a 20% pa-

ra os homens e a 30% para as mulheres e para os dados totais.



MATERIAL E METODOS

1. Caracterizacao da amostra

A amostra & composta por 28 genealogias, com um total de 64
familias nucleares. Dessas genealogias, 21 fornceram 40 familias
nucleares informativas para o estudo da fregilencia de recombinagao
entre os locos HbR e MNSs. Cerca de 15% das familias nucleares
contactadas e alguns individuos isolados, pertencentes a familias
analisadas, negaram colaboracao.

Entre as 40 familias nucleares informativas, 21 forneceram
informagdao sobre segregacao materna (79 filhos informativos), 18
sobre segregacao paterna (74 filhos informativos) e uma se consti-
tui num duplo entrecruzamento (4 filhos informativos). Em 11 das
familias informativas femininas e em 7 das masculinas, foi possi-
vel identificar a fase dos alelos (acoplamento ou repulsao), no
progenitor duplamente heterozigoto. Essas familias apresentam, res
pectivamente, 34 e 10 filhos informativos.

Sete das genealogias (Hb 1, Hb 2, Hb 3, Hb 4, Hb 5, Hb 23
e Hb 28) tem probandos afetados por anemia falciforme, enquanto
que os probandos das demais genealogias sdo heterozigotos para
HbS. ' - | J -
‘ A amostra pertence a uma populacac originaria das regi5éé
sudeste, sul e nordeste do pais, que contribuem, respectivamente,
com 45%, 28% e 26% da amostra, quando se consideram as regioces de
origem dos avos de cada irmandade. O restante (1%) & de provenien-
cia estrangeira (italianos =2 alemaes). Os estados de Minas Gerais,

Parana e Bahia sdo os mais representados, tendo dado origem, res-
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pectivamente, @ 34%, 2u% e 17% da amostra.

As familias s3o, com pcucas excegoes, de nivel sécio-econo-
mico muito baixo. As moradias sao quase sempre de madeira e apre-
sentam condicdes precarias. 0 indice médio "pessoas/comodo’ é de
2,1 * 1,1. No que se refere ao grau de instrucao dos pais das ir-
mandades estudadas, registraram-se 25% de analfabetos, 40% com
curso primiario incompleto, 20% com primiario completo, 11% com se-
cundirio incompletc, 2% com secundario completo e 2% com nivel
universitdrio. Entre as mies, essas fregilencias sao, respectiva-
mente, 40%, 35%, 20%, 3%, 2% e 0%.

Quanto a ocupacao dos pais, 32% desempenham servigos manuai
nao-especializados, 38% Servicos manuais especializados, 22% ser-
vigos nao-manuais de rotina e 8% sao desempregados ou aposentados.
Entre as maes, ha uma predominancia de donas de casa (67%), as
demais realizam servigos manuaig nao-especializados (30%) e ser-
vigos manuais especializados (3%).

Os individuos foram classificados em negros, mulatos escu-
ros, mulatos médios, mulatos claros e brancos. Para esta classifi-
cacao, considerou-se principalmente a cor da pele, mas outras ca-
racteristicas, como formato do nariz e dos labios e tipo de cabe-
lo tambéem foram levadas em conthd, principalmente na distincdo en-
tre mulatos claros e brancos. 08 grupos raciais acima constituem,
respectivamente, 5%, 13%. 31%, 24% e 27% da amostra masculina e

%, 11%, 18%, 45% e 23% da amostra feminina, guando se consideram
os progenitores de cada irmandade.

A idade media dos progenitores & de 38,8 * 12,0 anos
(36,9 * 11,6 para as maes e 40,7 * 12,4 para os pais). Do total
de gestagdes, foram registrados 10,8% de abortos e 2,3% de nati-
mortos. O nuimero médio de filhos nasc¢idos vivos é de 5,8 * 3,9
por casal. Destas criancas, 14,1% faleceram no decorrer do pri-
meiro ano de vida; foi de 18,9% a mortalidade infanto-juvenil (do
nascimento até a idade de 20 anos). , »

Quando se consideram apenas as irmandades informativas pa-
ra HbB:MNSs, a idade média dos progenitores e de 39,5 * 13,2
anos (37,6 * 12,6 para as maes e 41,3 * 13,9 para os pais). O
numero medio de filhos nascidos viveos € 6,4 * 4,1, sendo o nume-

ro de filhos vivos por ocasiao da coleta igual a 5,2 ¢ 3,0. Foi



colhido material de $0% desses filhos, porém so 85% dos examinados
foram informativos para o estudo das relacoes entre os locos HbR

e MNSs,com uma media de 3,9 * 2,6 filhos informativos por familia
nuclear (4,1 * 3,1 para as familias informativas masculinas e

3,8 t+ 2,1 para as femininas).

2. Metodologia da coleta

2.1 Procedimentos usados na triagem dos probandos

No inicio deste trabalho, planejava-se coletar toda a amos-
tra através de hospitais de Curitiba, em especial do Hospital de
Clinicas da UFPR, tomando-se como probandos individuos afetados
por hemoglobinopatias devidas a alteracoes estruturais da cadeia
B, ou a B-talassemia. Apesar de se obter o endereco de um numero
consideravel de pacientes, somente 20 (quase todos afetados por
anemia falciforme) residiam em Curitiba e imediacoes. Entretanto,
apenas Y4 desses individuos e suas respectivas familias (Hb 1,
Hb 2, Hb 3 e Hb 4) puderam ser localizados. Sendo este um numero
muito reduzido para o trabalho idealizado, resolveu-se, entao, fa-
zer uma triagem para deteccac de portadores de HbS, pelo teste de
falcizacao de hemacias (Hsia, 1966). A triagem se realizou entre
mais de 1500 escolares, predominantemente negroides, de Curitiba
(Petzl e cols., em redacac). O teste consistiu em se misturar, so-
bre uma lamina, uma gota de sangue colhida por pungao digital, con
uma gota de uma solugao aquosa de bissulfitoc de sodio 0,1 M, re-
cem-preparada. Cobria-se, a seguir, com laminula; as laminas eram
examinadas, ao microscopio, apos 24 horas em camara umida. Veri-
ficando-se pelo menos um campo com hemacias falciformes, admitia-
-se a presencga de HbS e o individuo e sua familia eram procurados.

Testes de falcizagao positivos foram encontrados em 23 cri-
angas. Em ocasido posterior, os hemolisados pertencentes a 22 cri-
angas, cujas familias colaboraram, foram submetidos a eletrofore-
se, tendo se constatado os seguintes fenotipos: 20 HbA HbS, 1
HbS e 1 HbA. Os pais do individuo HbA também ndo apresentaram HDbS
(genealogia Hb 27). A explicacao mais provavel para esse achado &
admitir que tenha havido passagem de células falciformes da lami-

na adjacente a do probando dessa genealogia, também positiva, du-
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rante o transporte ¢ conservacao das laminas em camara umida.

ApOs essa triagem, foi possivel reunir mais 21 genealogias:
Hb 5 a Hb 22 e Hb 24 a Hb 26.

Pode-se contar, ainda, com mais dois probandos afetados
por anemia falciforme, que foram indicados por laboratoristas da
Clinica Meédico CirtUrgica de Piraquara (PR) e do Hospital de Cli-

nicas da UFPR (genealogzias Hb 23 e Hb 28).

2.2 Averiguacao das familias e coleta das amostras

As familias eram procuradas em suas casas e, nessa ocasiao,
preenchia-se uma ficha (modelo no Apendice 3). Cada membro da fa-
milia do probando (o probando, seus pais e irmios) contribuia com
10 ml de sangue, colhidos em *tubo "Venoiject", com EDTA dissddico
como anticoagulante. Principalmente no caso de veias pouco visi-
vels ou de criancas pequenas, O sangue era colhido com seringa
descartavel comum, usando-se entdo o anticcagulante heparina. Be-
bes contribuiam normalmente com poucas gotas de sangue, obtidas
pPor puncgao no calcanhar ou no 19 artelho, colhidas em tubo com
solugdao salina fisiologica (NaCl 0,9%) e anticoagulante. Consan-
gliineos do progenitor portador de HbS eram averiguados em outra
ocasiao, sendo adotado o mesmo procedimento para a coleta de da-
dos familiares e de sangue.

A cada individuo era conferido um codigo de identificacao,
composto pela sigla "Hb', seguida dos numeros da familia, da ge-
racao e do individuo. Ex.: Hb 2-II-4. A relacao completa dos in-
dividuos tipados é dada no Apéndice 2. Todos conservam o codigo
original, sob o qual também o material (hemacias e soro) foi es-
tocado. Em algumas genealogias identificou-se a primeira geracao
como 0, devido a n3o estar prevista a sua averiguagio, por oca-
siao da representaczo inicial da genealogia. Todas as genealogias,
com excecdc da Hb 27, s3o apresentadas no Apendice 1. A ordenagao
dos individuos dentro de cada irmandade corresponde a ordem de

nascimento.

3. Tratamento do material no laboratorio

. »
0 sangue era guardado em refrigerador por um periodo que
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variava de poucas horas até tres dias apos a coleta. No laboratd-
rio, o sangue total era centrifugado (1000 rpm durante aproxima-
damente § minutos), retirando-se o plasma sobrenadante e estocan-
do-o diretamente em congelador a -20°C. As hemicias eram lavadas
tres vezes em solugido salina fisioldgica. Uma parte era utilizada
no preparo de uma solucao a 5%, em salina fisiologica, e o res-
tante era estocado em congelador a -QOOC, apos mistura com solu-
cao de glicerol, preparada segundo as especificagoes de Mollison
(1972):

Citrato de potassio tribasico (monoidratado)........1l9,ug
Fosfato de sodio monobasico (diidratado)............ 3,1lg
Fosfato de sodio bibasico (anidro)........c..eeoceee. 2,8g
Agua destilad@.eeveeeeoreesesnonnoecoeonnsssaseess 600 ml
Glicerol .. euieeeioetoeesanesoosnscnsscsascsasasessss.d00 ml

C glicerol era adicionado apds dissolucdo dos treés primei-
ros componentes na agua destilada. Misturavam-se partes iguais de
hemacias e da solucao de glicerol, afim de obter uma concentragao

final 3 M de glicerol, ideal para estocagem de hemacias a -20°c.

4. Caracterizacgao dos fenotipos

As amostras foram examinadas com relacao a oito sistemas
geneticos: Hemoglobina (Hb), MNSs, ABO, Rh, Duffy (Fy), Hapto-
globina (Hp), Esterase D (Es D) e Anidrase Carbonica II (CA II).
A determinacao dos seis ultimos sistemas visava a caracterizar
melhor a amostra sob o aspecto genetico, para pesguisas poste-
riores com o mesmo material, assim como diminuir a possibilidade
de inclusdo de filhos ilegitimos na analise de ligagao. Este pro-
cedimento levou a detecgio de seis individuos que apresentaram
fenotipo incompativel com o de um dos progenitores. Destes, dois
puderam ser aproveitados na andlise de ligacdo, conforme explica-
cao posterior {item 5.2).

Foram examinados 345 individuos; a relacdo dos resultados
de todas as tipagens, com excegdo das realizadas nos individuos

da genealogia Hb 27, & dada no Apendice 2.



i,1 Determinacao dos grupos sangliineos MiNSs, ABO, Rh e Fy

As tipagens para caracterizacao desses sistemas foram fei-
tas até cinco dias apos a coleta do material, com soros da marca
Johnson, de acordo com as respectivas técnicas recomendadas pelo
fabricante.

Cada amostra foi tipada duas vezes para cada antigeno, por
pessoas diferentes, que utilizavam diferentes frascos de soro. Os
resultados eram comparados e, em caso de discrepancia, o teste
era realizado uma terceira vez, com um terceiro frasco de soro.

Para as tipagens, utilizavam-se tubos de ensaio pequenos
(10 ou 12 x 75 mm). A leitura era feita macroscopicamente mas,
em casos de duvida, utilizava-se uma lupa com aumento de 10.

0 procedimento na escolha dos individuos a serem tipados
para cada sistema sera descrito logo abaixo. Foil seguido para a
maioria, porém nao para todas as familias, como pode ser obser-

vado pelos resultados apresentados no Apendice 2.

4.,1.1 Sistema MNSs

0 procedimento geral foi tipar o progenitor heterozigoto
para hemoglobina (HbA HbLS) com os soros anti-M e anti-N. Quando
homozigoto (fendtipo M ou N), era tambem tipado para S e s. Se o
individuo fosse informativo, isto &, heterozigoto MN ou Ss, seu
coniuge e filhos também eram tipados. Quando o conhecimento da
fase do sistema MNSs pudesse levar a inclusao de mais filhos in-
formativos em casamentos do tipo HbA HbS, MN (ou Ss) x HbA HDbA,
MN (ou Ss), uma familia ja informativa para MN era tipada tam-
bem para Ss, ou vice-versa. Tipagens adicionais para M, N e S,
s em alguns pais, cOnjuges, filhos e/ou netos tambeém possibili-
taram o aproveitamento de maior numero de familias informativas,
assim como a inferegncia do gendtipo de progenitores nao tipados
para esse sistema. Genotipos inferidos serdao comentados no item
5.2.

Entre os individuos caracterizados para Ss, uma parte foi
tipada apenas uma vez para s. Numa pequena fracao da amostra, in-
dividuos com reacdo negativa para S ndo foram tipados para s,

inferindo-se o seu gendtipo como sendo ss.



31

4.1.2 Sistemas ABO, Rh e Fy

A determinacao fenotipica desses sistemas foi feita, pre-
ferencialmente, para individuos pertencen%es a familias nucleares
informativas, devido a eccassez de soros em nosso laboratorio. Em
familias informativas nas quais o fendotipo de um dos progenitores
¢ desconhecido, esses sistemas também ndo foram determinados.

As tipagens para ¢ sistema ABO foram feitas com 0s soros
anti-A, anti~B e anti~AB. Com este Ultimo, nac foram feitas ti-
pagens em duplicata.

Todos os antigenos principais do sistema Rh (D, C, ¢, E,
e) foram testados. Uma parte da amostra foi tipada uma Unica vez
com anti-e, e outra parte (principalmente individuos E negativos)
nao foi testada com este anticorpo.

Para o sistema Fy, as tipagens foram feitas com soro an-

o a . . - .
ti-Fy~. Parte da amostra foi tipada so uma vez para este sistema.

4.2 Hemoglobina
Todos os individuos que contribuiram com seu sangue foram
caracterizados com relagdo a esse sistema. Os diferentes fenoti-
pos foram identificados por eletroforese horizontal em gel de
amido. A técnica para o preparo do gel & uma modificacao (Petzl
e Primo-Parmo, em redacao) da desenvolvida por Carvalho e Azeve-
do (1976). Um gel, para um suporte de 13cm x 20cm x 7mm de tama-
nho, foi preparado com 30g de amido de milho comercial (marca
Maizena)* e 300 ml de tampao. No casc da hemoglobina, consegue-
-se uma boa separacao com o tampao Tris-~EDTA-Borato, pH 8,6, em
sistema continuo (cf. Huehns, 1968). Uma solugdao estoque foi pre-
parada com:
Tris (tris hidroximetil-aminometano)....eseoeeeossssesee..109,00g
EDTA dissddico (etilenodiamina tetra acetato dissddico)... 5,8lg
ACido DOPricCO. .ot te it eneneeneoeoseeesenenencaneeeessessss.30,90g
Agua destilada Q.SePevecececesnnaneeeenesosenoannsssessss. 1000 ml

A solucdo estoque foi diluida, com agua destilada, de 1

* Carvalho e Azevedo (1976) descreveram duas misturas:
20g de"Maizenacom 10g deArrozina'e 20g de'"Arrozina'com 10g de

amido "Sigma', sempre em 300 ml de tampao.
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para 20 (15 ml para 300 ml) para o preparo do gel, e de 1 para 7
(100 ml para 700 ml) para as cubas.

Um bom cozimento do gel, durante aproximadamente 15 minu-
tos, sob agitacdo constante, e fator decisivo para a obtencao de
uma boa separacao eletroforética. Logo apds retirado do fogo, o
gel foi despejado sobre a placa. N3o é necessario retirar as bo-
lhas de ar. Depois de frio, o gel foi cobertc com uma folha de
plastico e guardado em refrigerador durante 4 a 24 horas, o que
facilita o corte por torna-lc menos elastico. A separagao eletro-
foretica também melhora apds esse pericdo em refrigerador.

No preparo do hemolisado, hemacias lavadas foram lisadas
com agua, para obtencao de uma solugao com cerca de 0,5g% de he-
moglobina.

As amostras foram inseridas no gel., embebidas em papel
filtro Whatman n9 3, de tamanho 5 x 7mm. A corrida, na diregao
do menor comprimento do suporte, se dava em refrigerador, duran-
te aproximadamente 6 horas, com 2 mA/cm.

0 corante foi preparado com 200mg de benzidina e 200mg de
nitroprussiato de sodio, dissolvidas em 100 ml de solucao aquosa
de acido acéticc a 1%. A mistura foi despejada sobre o gel pre-
viamente cortado. Adicionavam-se 3 ml de agua oxigenada (20 vcl.).
Ap65 poucos minutos, as bandas azuladas se tornavam evidentes e
a-leitura podia ser feita.

Além da variante HbS, esperada em todas as genealogias de-
vido ao modo de selecao dos probandos, constataram-se ainda HbC
e HbBQ, respectivamente variantes de cadeia B8 (86 Glu*Lys) e de
cadeia § (516 Gly+Arg)‘

Na genealogia Hb 15, a mae (I-~4) é& heterozigota HbA HbLC,
o pai (I-3) & HbA HbS e, entre seis filhos examinados, quatro
sao HbA HbS e dois sao HbS HbC. Uma das criangas HbS HbC (II-9,
13 anos de idade) havia sido medicada por "reumatismo", sem que
se obtivesse melhora significativa, tratando-se, provavelmente,
de um erro no diagndostico da doenca. Seu irmdo (II-14, 3 anos),
apesar de tambem ser portador de ambas as hemoglobinas anormais,
naoc apresentara, até o momento, qualquer sinal da doenca. Apls
aconselhamento genético, essas criangas foram encaminhadas ao
Hospital de Clinicas da UFPR.
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Na genealogia Hb 28, ao se tiparem consangliineos de I-u,
em busca de um maior numero de familias para estudo, constatou-
-se que, apesar de seu irmdo,I-1,nao possuir HbS, a esposa des-
te, I-2, e heterozigota n3o s6 para o loco HbR (HbA HbS), mas
também para o loco HbS (HbAQHbBQ). Dos oito filhos tipados, cin-
co sao heterozigotos para o loco Hb§ e tres, heterozigotos para
o loco HbBR.

As variantes HbC e HbB, foram identificadas pela sua po-

2

sigdo e proporgao relativas as hemoglobinas A e A,, apds migra-

;
gao eletroforetica. ‘
4.3 Haptoglobina

Todos os individuos cujo soro estava estocado em congela-
dor tiveram seus fendtipos determinados com relagdo a este sis-
Tema.

0 mesmo gel de "Maizena' ja descrito para hemoglobina foi
utilizado aqui, variando somente o tampao. Para haptoglobina, con-
seguiu-se uma boa separacdo eletroforética com os tampoes tris-
-citrato (pH 8,6) e borato (pH 8,0), respectivamente, para o gel
e para as cubas (Poulik, 1957):

- Tampao tris-citrato

1 = c.... 9,20g
Acido citricoc.eee e eneeeneeas. 1,05¢
Agua destilada Q.S .Pecesececonanns 1000 ml

~ Tampao borato
Acido DOPriCO.. v e neeeeneanaas.18,55¢g
NaOH 1 Muveeeevoeionerneooensoaseab0 ou 50 ml
Agua destilada Q.S.Peceeeeesensss.1000 ml

Sendo a haptoglobina evidenciada por coloragdo especifica
para hemoglobina, com a qual forma complexos, misturavam-se 2 go-
tas de soro de cada individuo com 1 gota de hemolisado padrao
(concentragao aproximada: 0,5g% de hemoglobina), preparado com
hemacias de individuo homozigoto para HbA.

A aplicacao foi feita com papel filtro Whatman n® 17, de
5 x 7mm. A corrida, na diregao do menor comprimento do suporte,
se deu em refrigerador, durante cerca de 15 horas, a 100 V.

A coloracao foi feita da mesma maneira descrita para hemo-
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globina, no item anterior.

Entre os individuos homozigotos HbS HbS, nenhum dos exami-
nados para Hp apresentou essa proteina em quantidade constatavel
pela técnica descrita acima. Alguns outros individuos tambem

apresentaram anhaptoglobinemia.

4.4 Esterase D e Anidrase Carbonica II

Foram caracterizados, para estes sistemas, todos os indi-
viduos cujas hemdcias haviam sido estocadas. Desta feita, o gel
foi preparado com amido hidrolisado padrao, marca "Connaught®,
numa concentracio de 10%, ou seja, 22g em 220 ml de tampao, para
um suporte de 1l8cm x 1l3cm x 7mm de tamanho.

0 tampdao utilizado foi tris-maleato, pH 7,5, em sistema
continuo (Lewis e Harris, 1967). Duas solugoes, denominadas A e
B, foram preparadas da seguinte maneira:

- Solugao A

IS vttt vncooononcosssncsoossanssaoss 48 lig

Agua destilada G.S.D.eeeeerewcesess 4000 ml
- Solugao B

Anidrido maleicO... v eneernennaanas..19,6g

Agua destilada Q.S .Pewveeeseoceessss2000 ml

Adicionaram-se cerca de 1500 ml da solucao B aos 4000 ml
da solucao A, afim de se obter uma solugZo estoque com pH = 7,5.

Para o preparo do gel, 2 solugdo estoque foi diluida de
1 para 10; para as cubas, a sua concentracao original era con-
servada.

As hemacias concentradas foram inseridas no gel, embebi-
das em papel Whatman n® 17, de 5 x 8mm de tamanho.

A corrida se dava em refrigerador, na direcgao do maior
comprimento do gel, por aproximadamente 5 horas, a 100 V.

Nesse tampao, a Es D migra em diregaoc ao polo positivo e
a CA II em direcao ac polo negativo. Uma das partes do gel foi
utilizada na coloracao de Es D e a outra na de CA II.

0 substrato para coloragdo da Es D & acetato de Y-metil-
-umbeliferona (Hopkinson e cols., 1973), sendo o corante prepa-

rado com:
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Acido acetico 0,2 Mvvevvseeevwwnneeeenas 1 oml
Acetato de s0dio 0,2 Muveeernuueesonnes, 4 ml
Agua destilada..veeeeeereeeeerenennnnnas 5 ml
Acetato de 4-metil-umbeliferona......... 1 mg
ACETONA . e et neeeeeeeeerotansanssonoososssaslyb ml

Dissolvia-se o acetato de 4-metil-umbeliferona na aceto-
na, adicionando-se, a seguir, os outros componentes. A solugao
era espalhada sobre a superficie cortada do gel e apos 10 a 15
minutos, ja se podiam ver zonas fluorescentes, em camara escura,
a luz ultravioleta.

Como substrato para a coloracao da CA II, empregou-se
diacetato de fluoresceina (Hopkinson e cols., 1974). O corante

foi preparado com:

Tampao fosfato 0,1 M, pH 6,5.....cc00vee. 5 ml
Agua destilada......oveenveenenecancases 5 ml
Diacetato de fluoresceina............... 1 mg
ACETONA .t sttt eeoeoeseessncensnaasneseanss 0,5 ml

Dissolvia-se o diacetato de fluoresceina na acetona, an-
tes da adigao dos outros componentes. Colocava-se uma folha de
papel filtro sobre a superficie cortada do gel, despejando-se o
corante sobre ele. Apos incubagado a 37°¢, por 30 minutos, podiam
ser vistas zonas fluorescentes, a luz ultravioleta, em camara
escura.

0 tampao tris-maleato nio possibilita uma boa distingao
entre os fenotipos 2-1 e 2 da CA II. Devido a isto, todas as
amostras que apresentaram o componente 2 eram novamente examina-
das, por eletroforese com tampao tris-EDTA-borato, pH 8,6. A so-
lucdo estoque, preparada da maneira ja descrita para hemoglobina,
foi diluida de 1:14 para as cubas e de 1:40 para o gel (Hop-

kinson e cols., 1974).

5. Metodologia da analise de ligagao

5.1 0 método
Nio é objetivo deste trabalho fazer uma descricao minu-
ciosa do método numérico empregado para a analise dos dados. Se-

rao comentados apenas o0s seus aspectos principais.



Para que uma familia seja considerada informativa para
um estudo de ligacdo HbB:MNSs, & necessario que um dos conjuges
seja heterozigoto com relacao aos dois locos considerados. Nao
sao aproveitadas as familias nas quais se desconhece a fase do
genotipo do progenitor informativo e ha apenas um filho infor-
mativo.

A analise foi feita de acordo com o método dos escores
lod, desenvolvido por Morton (1955, 1956, 1957) e Steinberg e
Morton (1956).

0 procedimento consiste em se avaliarem diferentes hips-
teses alternativas, representadas por diferentes fregflencias de
recombinacgao (ei)3 com relacdo a hipdotese nula, de segregagao
independente (60 = 0,500,

Para cada irmandade e cada valor de ei considerado, cal-
cula-se o quociente da razao entre as funcoes de verossimilhan-
ca da hipotese alternativa e da hipotese nula. 0 logaritmo do
valor obtido e chamado escore lod (ou escore z).

0 escore z e fungao da freqliencia de recombinacao obser-
vada nos filhos informativos da irmandade, isto &, da maneira
como os fendtipos desses se distribuem em duas classes comple-
mentares: "recombinantes’ e "n3o recombinantes”. Somente quando
é conhecida a fase dos alelos dos locos sob analise (acoplamen-
to ou repulsao), no progenitor informativo, as condigOes 're-
combinante” e "ndo recombinante” do gendtipo dos filhos podem
ser identificadas. De outra forma, essa classificagao & meramen-
te convencional.

Os escores finais (zi) resultam da soma dos escores in-
dividuais (gi) de cada irmandade, para cada valor de»ei.

Para a avaliacao dos resultados, Morton estabeleceu li-
mites de confianga, que sao decorrentes da probabilidade a priori
de verificacdo de ligacdo autossomica no homem, da ordem de
0,023 para dois locos tomados ao acaso (Renwick, 1969). Com es-
ses limites, espera-se que mais de 95% dos casos de ligagao ve-
rificados sejam verdadeiros. Um escore Z de valor igual ou in-
ferior a -2 permite rejeitar freqliencias de recombinagao igual
e inferiores a freqlléencia na qual se observou este valor de Z.

Valores iguais ou superiores a 3 levam a aceitacdo da freqllencia
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de recombinagao que corresponder ao picn da distribuicao de Z.
Valores entre 3 e -2 podem ser sugestivos, porém nao decisivos,
para aceitacao de uma ou outra hipotese. Neste caso, € conve-
niente aumentar o tamanho da amostra, afim de se atingir um dos
limites de significancia. Quanto maior a freqgflencia de recombi-
nagao real entre dois locos, maior a amostra necessaria para o
estabelecimento de uma ligacao, caso ela exista. |
Para a maioria dos casos conhecidos de ligacao, observou-
-se que as freqllencias de recombinacdo masculina e feminina di-
ferem, sendo quase sempre inferiores para os homens. Em vista
disso, as familias devem ser separadas em duas classes para a.
avaliacao dos resultados -~ as informativas '"masculinas" e as
informativas "femininas" -~ de acordo com o sexo do progenitor

que fornece a informacao.

5.2 A analise
- - B . .
A familia Hb 1 & um duplo entrecruzamento, classificado
como z. por Morton. Todas as demais familias podem ser enqua-

dradas na categoria z,. Consideraram~se oito hipoOteses alterna-

tivas, correspondentei as freqliencias de recombinacao de 0,053
0,10; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35; 0,40 e 0,45. Para a obtengao dos
escores, consultaram-se as tabelas elaboradas por Maynard-Smith
e cols. (1961), posteriormente aperfeicoadas por C. A. B. Smith

para os escores z, e publicadas em Race e Sanger (1975). As for-

-1
mulas de Morton (1955) foram aplicadas diretamente, nos seguin-
tes casos: para calculo dos valores de z. da familia Hb 1; sem-
pre que o numero de filhos informativos ultrapassava sete e nas
familias em que mais de um genotipo era possivel para o progeni-
tor inferido.

Na maioria das familias informativas, conhecia-se o ge-
notipo de ambos os progenitores; para seis delas,no entanto, foi
necessario inferir o gendotipo de um deles, tomando-se como base
os genétipos dos conjuges e dos filhos. Existindo mais de um
resultado possivel para o sistema MNSs, no progenitcr desconhe-
cido, todas as possibilidades eram levadas em conta no calculo
de z. Com relacdo a hemoglobina, s& foi considerado o genotipo

mais provavel, devido a baixa freqliencia do alelo HbS (1,05% *
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t 0,21%) na populacdo negroide de Curitiba (Petzl e cols., em re-
dacao).

Para as inferencias referentes as genealogias Hb 18 e Hb
19, os individuos que serdo citados, a seguir, estdo representa-
dos na Fig. 1, com seus respectivos genotipos para hemoglobina e
MNSs.

Inferiu-se que o genotipo de Hb 18-0~1 e HbA HbS para he-
moglobina e NS/Ns para o sistema MNSs porque: a) tres de seus £i-
lhos sdao heterozigotos para HbS, porem seu conjuge apresenta so
HbA; b) o gendotipo de seu conjuge 0-2, para o sistema MNSs, &
MS/Ms. Todos os seus quatro filhos tipados sao do tipo MN, sendo
dois deles Ss (I-6 e I-8) e 2 ss (I-2 e I-4). Esses dois ultimos
devem ter recebido a combinagdo Ns do pai. O individuo II-19, fi-
lho de I-6, e Ms/Ms, concluindo-se que a fase em I-6 & Ms/NS, e
que este deve ter recebido a combinagdo NS de seu pai, 0-1, ja
que sua m3e e homozigota para M. Analisando-~se os tipos MN e Ss
em II-25 e II~27, filhos de I-8, chega-se a mesma conclusao quan-
to ao genotipo de 0-1: NS/Ns.

0 genotipo de Hb 18-I-1 também foi inferido. 0 genotipo de
I-2, sua esposa, e HbA HbS, Ms/Ns. Este casal teve tres de seus
filhos examinados, dos quais um {(II~3) & Ms/Ns. Apesar de nao sa-
bermos qual dessas duas combinac¢des é proveniente do pai, sem da-
vida este contribuiu com um s. Outro filho (II-7) & MS/Ms. Sendo
sua mae homozigota ss, a combinacdo MS deve ser originaria do pai,
chegando-se assim a conclusdo de que este & MS/-s. Conhecendo-se,
em parte, o genotipo de I-1, foi possivel inferir a fase para o
sistema MNSs em II-6 como MS/Ns.

Considerando-se desprezivel a probabilidade de I-1 ser he-
terozigoto para HbS, restam duas possibilidades quanto ao seu ge-
notipo: a) HbA HbA, MS/Ms; b) HbA HbA, MS/Ns. Se a for verdadeira,
ha, entre os seus filhos, 2 recombinantes e 1 nao recombinante,
porém se b for verdadeira, hd 1 recombinante e 2 nao recombinan-
tes. As freqllencias relativas das combinagles Ms e Ns em uma po-
pulacdo com composicdo racial considerada comparavel a da presen-
te amostra, sao, respectivamente, 0,498 e 0,502 (Yasuda, 1969).
As duas combinagoes possiveis foram levadas em conta, para calcu-

lo dos escores lod. Neste caso, devido a grande semelhanca entre
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as probabilidades dos dois genotipos possiveis, os escores obti-
dos sao praticamente iguais aos obtidos em caso de fase desconhe-
cida (2:1).

Procedimento semelhante foi adotado para o calculo dos
escores lod para os filhos de Hb 19-II-1 e Hb 19-II-2. O genotipo
do primeiro, o pai, @ desconhecido. O genotipo de sua esposa e
HbA HbS, MS/Ms. Treés filhos foram tipados, sendo dois de genotipo
MS/Ms e um de genotipo Ms/Ns. Sendo a mae homozigota para M, o
pai deve ter a combinaggo Ns. Por outro lado, este deve ser hete-
rozigoto MN, pois dois de seus filhos sdo de tipo M. N3o e possi-
vel concluir a favor de homozigose ss ou heterozigose Ss. Admi-
tindo-se que II-1 seja homozigoto para HbA, restam duas possibi-
lidades para o seu genotipo: a) HbA HbA, MS/Nsj; b) HbA HbA,
Ms/Ns. No primeiro caso, ocorre, entre seus filhos, O recombi-
nante e 1 ndo recombinante e, no segundo, 1 recombinante e 2 nao
recombinantes. As probabilidades relativas de a e b sao, respec-
tivamente, 0,364 e 0,636 (Yasuda, 1969).

0 genotipo do individuo Eb 19-II-7 também é desconhecido.
Sendo sua esposa, II-8, heterozigota Ss, e seus 4 filhos homozi-
gotos ss, nao @ possivel saber se o gendtipo de II-7 & Ss ou ss.
Contudo, nessa familia particular,os resultados dos escores lod
independem do gendtipc do pai para MNSs, pois, sendo este Ss ou
ss, todos os filhos sdo informatives e se distribuem sempre da
mesma maneira em 3 recombinantes e 1 nao recombinante.

Na genealogia Hb 22, inferiu-se o genotipo de I-1 como
HbA HbA, MN. Sua esposa, 1I-2, & HbA HbS, MN e, entre seus 5 fi-
lhos, 2 sdc do tipo M, 2 do tipo N e 1 & MN.

Na genealogia Hb 23, ndo foi possivel tipar o individuo
I-1. Sua esposa, -2, & HbA HbA, NS/Ns. Entre 10 filhos analisa-
dos, ha um de gendtipo NS/NS, tres de genotipo NS/Ns, cinco de
gendtipo Ns/Ns e um, tipado apenas para S e s, de genotipo SS.
Quanto a hemoglobina, cinco sdao HbA HbS e cinco sao HbA HbA. Por-
tanto, o genotipo de I-1 deve ser HbA HbS, NS/Ns.

Todos os possiveis exemplos de exclusdo de paternidade e
maternidade ser3o aqui referidos no que diz respeito a informagao
sobre ligacao.

Na familia Hb 8, ha inconsistencia para o sistema Rh, no
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que se refere aos fenotipos para E e e da mde (II-3, fendtipo E)

e filha (III-1, fenotipo e). Dado a complexidade do sistema Rh,
isto nao significa, necessariamente, que III-1 nao seja filha de
II-3. Inibigdo da reagdo antigeénica para E na filha, consideran-
do-se a possibilidade de seus alelos C e E estarem em trans, &
uma explicacao para esgse achado (Race e Sanger, 1975). Um erro
por ocasiao das tipagens, apesar de pouco provavel dadas as con-
digdes em que foram realizadas, é outra possibilidade. De gqual-
quer maneira, considerando-se ou nao III-1 filha de II-3, o pai,
que é o informativo, e de fase conhecida, foi quem contribuiu pa-
ra o gendotipo de sua filha com os alelos HbA e s, respectivamente,
para os sistemas hemoglobina e MNSs. A filha pode ser classifica-
da como ndo recombinante, independendo isto do genotipo de sua mae.

Foi possivel excluir o individuo Hb 9-I-3 como pai de II-6,

pelos seus fenotipos referentes aos sistemas ABO e hemoglobina.
0 primeiro & do tipo O e homozigoto para HbA, enquanto o segundo
€ do tipo AB e heterozigoto HbA HbS. A mie (I-4) e homozigota pa-
ra HbA. Essa familia n3o fornece informacgao para estudo de liga-
gao HbB:MNSs.

Na familia Hb 16, o individuo I-4 foi excluido como pai
de II-8 e II-12. O genétipo de I-4 @ Es D 1-1 e Hp 2-2, enquanto
o de II-8 & Es D 2-2 e o de II-12 e Hp 1-1. Resultou apenas um
filho nesta irmandade, levando a sua éxclusdo da analise.

Na familia Hb 20, observou-se inconsistencia entre os fe-
notipos de II-6 e III-10 para o sistema MNSs. O primeiro, tido
como pai, e do tipo s, enquantc o segundo, a filha, e do tipo S.
A presenga de um alelo "silencioso” no pai, transmitido a filha,
pode ser considerada como hipotese alternativa a ilegitimidade;
contamos, porém,com bases insuficientes para descartar. qualquer uma
dessas hipoteses. Apesar disto, calcularam-se escores lod para
essa familia. Isto porque o progenitor informativo, a mae, hete-
rozigota Ss para o sistema MNSs, transmitiu, de qualquer maneira,
um alelo s para a primeira e um alelo S para a segunda filha.
Independendo do gendotipo do 'pai de  III-10 para o sis-
tema MNSs, essa familia se enquadra na categoria Zys sendo ambas

as filhas informativas.
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Na familia Hb 26, observou-se inconsistencia entre os fe-
nétipos para os sistemas Rh e Es D. 0 individuo II-2 é Cc e Es D
2-1, enquanto seus pais sao ambos ¢ e Es D 1-1. Apesar de seu
genotipo para hemcglobina (HbA HbS) concordar com o da mae, que
€ o progenitor informativo, ndo houve condigdes de inclui-lo na
andlise.

Em todos os casos de possivel ilegitimidade, as repetigoes
das tipagens treés ou quatro vezes confirmaram os resultados obti-
dos. Para as familias Hb 20 e Hb 26, repetiram-se as tipagens
com sangue colhido em ocasioces diferentes.

0 individuo Hb 23-III-5, afetado por anemia falciforme,
recebeu transfusao cerca de um més antes de ser averiguado para
essa pesquisa. Foi possivel determinar seu gendtipo quanto a he-
moglobina, pelo resultado da eletroforese realizada antes da
transfusdo, no Hospital de Clinicas da UFPR. Seu genotipo quanto
ao sistema MNSs, entretanto, ndo pode ser determinado, nao sendo

possivel a sua inclusdo na analise de ligacado.
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RESULTADOS

1. Recombinacao entre os locos HbB e MNSs

Nas Tabelas 1 e 2 encontram-se, de forma pormenorizada,
os resultados para HbR:MNSs de todas as familias informativas
deste estudo, para cada freqliencia de recombinacao considerada.

A Tabela 1 reune familias informativas masculinas e a Tabela 2,
familias informativas femininas. Na Tabela 3, sao apresentados
apenas os escores totais, para permitir melhor comparacao entre
0os resultados masculinos e femininos. Os escores da familia Hb 1,
um duplo entrecruzamento, estao incluidos nessa Tabela.

A Figura 2 procura fornecer uma melhor visualizacao das
distribuigoes dos escores masculinos, femininos e totais obtidos
neste estudo. '

Nas Tabelas 4 e 5, registraram-se os escores lod de todos
os trabalhos sobre ligacao HbB:MNSs, sendo que a Tabela 4 apre-
senta somente os de estudos que separam as familias informativas
maternas das paternas. Na Tabela 5, reuniram-se os totals gerais.
Esses contém os resultados de todos os estudos, incluindo aqueles
que nao fazem separacao pelo sexo do progenitor informativo.

‘ A Figura 3 apresenta as distribuicdes dos lods masculinos
(M), femininos (F) e tctais (M+F), provenientes da soma dos re-
sultados dos diversos trabalhos citados na Tabela 4, além da
distribuicao dos totais gerais da Tabela 5.

Os escores lod obtidos neste estudo sugerem segregagao in-
dependente, tanto nas familias com informacio paterna como na-

quelas com informacao materna. Com base nestes dados, € possivel



Tabela 1. Escores lod para Hbg:MNSs. Familias informativas masculinas.

Filhos Freqllencias de recombinagdo

Genealogia Pai Mae N NRC RC Q;QS 0,10 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
Hb 2 TI-1 TI-2 2 -0,72  -0,44  ~0,19 -0,13 ~0,08 ~0,04  ~-0,02 0,00
Hb 4 IT-5 1I-7 9 1 1 ~0,72  =0,4%  -0,18 -0,13 -0,08 ~0,08  ~0,02 5,00
gb 5 Toy T-5 5 -2,16 ~1,33 -0,58 -0,38 -0,23 ~0,12 =-0,05 ~0,01
Hb & T-5 -6 1 9 1 -1,00 -0,70  ~0,40 -0,30 ~0,22 =0,16 ~0,10  =0,05
Hb 8 I-1 1-2 3 ~2,8% ~1,78 ~0,78 -0,50 -0,30 ~0,16 -0,07 ~0,02
Hb 8 17-2 11-3 1 1 0 0,28 0,26 0,20 0,18 0,15 0,11 0,08 0,04
Hb 10 I1-1 II-2 1 1 0 0,28 g,26 0,20 0,18 0,15 0,11 0,08 0,04
Hb 11 112 1I-3 2 2 0 0,56 0,51 0,41 0,35 0,29 0,23 0,16 0,08
Hbh 12 T-1 T-2 2 0,26 0,22 0,13 0,10 0,06 0,04 6,02 0,00
Hb 13 I-1 I-2 g -2,89 -1,78 =0,78 ~0,50 ~0,30 ~-0,16 ~0,07 ~0,02
Hb 15 I-3 I~y & -2,186 -1,33 -0,58 -0,38 =0,23 -0,12 -0,05 -3,01
Hb 18 0-1 9-2 4 -0,46  -0,23 ~6,06 =-0,03 -0,01 0,00 0,00 0,00
continua

fih



Continuagdo da Tabela 1.

Filhos Fregilencias de recombinacdo

Genealogia  Pai M3e N NRC RC 0,05 0,10 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
Hb 18 ir-7 I1-8 1 0 1 -1,00 -0,70 ~0,u40 -0,30 -0,22 ~0,16 -0,10 -0,05%

Hp 19 I-1 -2 & ~1,18 ~-0,67 ~0,25 -0,15 -3,09 -3, 04 ~0,02 0,00

Hb 71 I-1 I-2 10 ~2,63 ~1,56 ~0,84  -0,40  ~0,24%  -0,13 -0,05 -0,01

Hb 21 TI-5 II~6 2 1 1 -0,72  -0,u44  -0,19 -0,13 ~-0,08 -0,04 ~0,02 0,00

Hb 23 I-1 I-2 7 -2,1% -1,33 -0,58 -0,38 -0,23 -0,12 -0,05 -0,01

Hb 23 IT-1 112 3 -0,72 =0,4%  =-0,19 ~0,13 ~-0,08 ~-0,04  ~0,02 0,00
TOTAL 7H 6 4 ~20,04 =11,92 -4,87 -3,03 ~1,7%  =0,84%  ~0,30 -0,02

(\

NRC = nao recombinantes; RC = recombinantes.

s

N = numero de filhos informativos;



Tabela 2. Escores lod para Hbg:MNSs. Familias informativas femininas.

Filhos Freqliencias de recombinacgido
Genealogia  Pai Mae N NRC RC 0,05 0,10 0,20 0,25 0,30 8,35 0,40 0,45
Hb II-1 It-2 1 g 1 -1,00 -3,70 =0,40 -3,30 ~3,22 ~0,18 ~0,10 -0,05
Hb & I~2 1-3 y ~0,46 -0,23 -D,06 ~-0,03 ~0,01 0,00 0,00 0,00
Hb 6 IT-4% II~5 2 0,26 0,22 0,13 0,10 0,06 0,04 9,02 6,00
Hb 6 I-1 I-2 3 7 1 ~3,44  ~0,18 0,01 0,05 0,07 0,07 0,06 0,04
Hb 12 If-3 -k 7 i 3 , ~-1,88 ~-1,08 -3,38 -3,20 ~-0,08 -0,01 G,é% 0,03
Hb 18 IT-1 I1-2 6 | -1,19 ~0,87 ~8,25 ~0,15 =0,09 -0,04  =0,02 0,00
Hb 18 I-1 T=2 3 1 1 ~0,72  ~0,44%  -0,19 -0,12 -0,08 -0,0%  ~0,02 0,00
Hb 18 I-5 I-86 5 3 3 -2,186 -1,33 -{,58 ~-3,38 -3,23 -0,1% ~3,05 -(3,02
Hb 18 1-7 I-8 2 0 2 -2,00  ~1,40 ~0,80  ~0,60  ~-0,4%  ~=0,31 ~0,19 -0,09
Hb 18 1I-5 I11-8 5 i 1 0,12 0,32 0,42 0,40 0,36 0,30 0,22 0,12
Hb 19 II-1 112 3 1 0 0,16 0,16 0,15 0,14 0,12 0,10 0,07 0,04
Hb 19 1i-7 II-8 i 1 3 -2,72 -1,84 -0,99 -0,73 -0,52 0,35 -0,21 ~-0,10
Hb 20 11-6  II-7 2 0,26 9,22 0,13 0,10 9,08 0,04 0,02 0,00

continua



Continuagac da Tabela 2.

Genealogia

Filhos

recombinagao

Hb 21

TOTAL

NRC

]

e

~0),40

-0,97

-0,19

~0,19

g,00

N = numerc de filhos informatives; NRC

recombinantes; RC

recombinantes,
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Tabela 3. Escores lod totails para HbR:MNSs, considerandc familias 1informativas masculinas, femininas
1t

e um duplo entrecruzamento (Hb 1), Resultados do presente estudo.

N de Filhos Fregflencias de recombinacao
Sexo  familias N NRC RC 0,05 0,10 6,20 0,25 5,30 9,35 0,40 0,45
M 13 74 5 4  -20,0% =-11,92  -#,87 =3,03 ~=1,74  ~0,84  =0,30  -0,02
F 21 79 16 18  -21,31 ~13,26 ~5,69 =3,67 -2,26 <=1,26 ~0,80  -0,20
M+ 39 15 22 22 =41,95 -25,18 -10,56 ~-6,70  ~-4,00 -2,10 -0,90  ~0,22
Hb 1 1 n - - ~0,25 =0,08 ~0,01 0,00 0,00 3,00 0,00 9,00

TOTAL Lo 157 22 22 -42,20 -25,26 -10,57 ~6,70 ~-4,00 =-2,10  ~-0,90  =0,22

N = numero de filhos informativos; HRC = ndo recombinantes; RC = recombinantes.
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Tabela 4. Escores lod para Hbg:MNSs. Resultados do presente estudo reunidos aos da literatura, com
dis

criminagao pelo sexo do progenitor informativo.

Filhos Freqllencias de recombinacgao
Sexo Fonte NRC RC 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
Nance e cols. {1570) - - -2,20 ~0,72 0,02 0,27 0,22 0,08
Weitkamp e cols. (1372b) 1 1 0,63 0,76 0,71 0,53 0,31 0,10
M

Barbosa e cols. (197535 - - -3, 36 -0, 04 0,09 0,11 0,07 0,02
Presente estudo 8 Y -4,87 -3,03 -1,74 -{,84 -3, 30 -0,072
TOTAL 7 5 -6, 80 ~3,03 -0,32 0,07 0,30 0,18
Nance e cols. (1%870) - - -4, 86 =2,u486 ~1,14 ~3,42 -0,10 -0,01
Weitkamp e cols. (1972b) 27 14 -2,12 ~0,67 0,18 0,59 0,66 0,u4

P 2
Barbosa e cols. (1975) - - =1,74% -3 ,04 ~-0,54 ~0,26 ~0,10 -0,02
Presente estudao 186 18 -5,69 -3,67 ~2,26 -1,26 ~0,60 -0,20
TOTAL B3 32 -14, 41 -7,84 ~3,76 -1,3% -0,14 0,21
M+F . 50 37 =-21,21  -10,87 -4,68 -1,28 0,16 0,39

NRC = nac recombinantes; RC = recombinantes.

0S
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Tabela 5. Escores lod para HbR:MNSs. Resultados totais de todos os

estudos realizados.

Freqliéencias de recombinagao

Fonte familias 0,10
Snyder e cols. (1949) 9 0,49
Ludwin e cols. (1952) 8 -0,90
Neel e cols. (1952) 41 -11,38
Nance e cols. (1970) 66 -24,05
Weitkamp e cols. (1972b) ]l -9,19
Barbosa e cols. (1975) 28 -6,35
Presente estudo 49 -25,26

233 ~76,6L

TOTATL

0,20 0,30 0,40
0,67 0,45 0,15
-0,31 -0,10 =-0,02
-4,31 -1,46 =0,30
-6,89 =1,12 0,12
-1,49 0,89 0,96
-1,52 -~0,12 0,07
-10,57 =4,00 =0,90
-5,46 0,08
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excluir ligagdo até quase 30% de recombinacdo nos homens e até
pouco além de 30% nas mulheres. Os resultados totais deste estu-
do perﬁitem excluir ligacao até cerca de 35% de re¢ombinacao.
Considerando que as distribuicdes dos escores lod masculinos e
femininos sdo estritamente comparaveis, pode-se aceitar o valor
total de exclusdo de ligacdo até 35% de recombinagdo, como re-
presentativo para ambos o0s sexos.

Quando se reunem os dados da literatura, que distinguem
as familias informativas masculinas das femininas, com os do
presente estudo (Tabela 4), & possivel excluir ligagdo até cer-
ca de 25% de recombinacao nos homens e de 35% nas mulheres e nos
dados totais. O valor maximo de Z, calculado por interpolagao
grafica (Fig. 3), é observado em 6 = 40% para dados masculinos
e em 6 = 45% para dados femininos e totais (M+F). Esses valores
maximos de Z sao, contudo, muito baixos, respectivamente proxi-
mos de 0,30, 0,20 e 0,40,

Apds a reuniao dos resultados totais de todos os estudos
(Tabela 5), observa-se um valor maximo de Z, calculado por inter-
polacdo grafica, em 6 = 45% (Fig. 3). Também aqui o valor maxi-
mo é muito baixo (~0,40). A estimativa direta da freqliencia de
recombinacdo pode ser obtida por dados fornecidos pelas familias
com fase conhecida (Tabela 4). Neste estudo, existem 4 recombi-
nantes para 6 nao recombinantes, entre individuos com pai infor-
mativo, e 18 recombinantes para 16 nao recombinantes, entre in-
dividuos com mde informativa. Esses dados permitem estimar uma
freqliencia de recombinacao de 40% * 15% para os homens e de
53% * 9% para as mulheres. Os mesmos dados, reunidos aos de
Weitkamp e cols. (1972b), uUnicos autores que haviam analisado
familias com fase conhecida, possibilitaram a estimativa da
freqliencia de recombinacao paterna em 42% * 1u4% (5 recombinan-
tes e 7 nao recombinantes) e da materna, em 43% * 6% (32 recom-

binantes e 42 nao recombinantes).

2. Ligacao HbB:HDbS

Na genealogia Hb 28, o individuo I-2 e heterozigoto para

os locos Hbg (HbA HbS) e HbS (HbAQHsz). Entre seus 8 filhos,



Tabela 6. Distribuigdo dos fendtipos dos filhos em familias informativas para a ligacdo HbB8:HbS§. Reunido

de todos os dados da literatura.

Fenotipos dos filhos

Tipo de casamento Fonte Ny B*® B 8 8 BRR® g#g° BJSG Ny
§ 4 &% § § & § & §# 4§

B 8%/8%8 x B 8/8 8§ Ceppellini (1959) 1 4 6
Ranney e cols, (1963) 2 3 6

Horton e Huisman (1963) 1 3 2 ‘ 5

Boyer e cols. (1963) 3 3 16 | ; 22

Pearson e Moore (1965) 1 2 2 ' i

Schwartz e cols. (1967) 1 5 1 6

Mishu e Nance (1869) 1 5 3 8

Presente estudo 1 3 5 8

B &%/B8%8 x B 8/8%4 Ranney e cols. (1863) 1 1 2 3
8 6%/8%s x 8 6/8°8 Weatherall e cols. (1976) 1 4 2 1 1 8
8 6%/8%6 x 8 6%/8 &  Horton e cols. (1361) 1 1 4 1
B8 6%/8%8 x - Ranney e cols. (1363) 2 1 2 3
Horton e Huisman (1963) 2 1 3

TOTAL 18 83

B%* e 8% = alelos para variantes estruturais de cadeias 8 e 3, respectivamente;
.. O .
alelo da B ~talassemiag

w
i

°

N

it

1 ¥ numero de casamentos analisados; N2 = numerc de filhos informativos.

7S
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niao ha nenhum recombinante.

Na Tabela 6, sao apresentados os dados de todos os estu-
dos que trazem informagao sobre o par de ligacao HbR:Hbé. Com
excecao dos Y4 individuos heterozigotos para o loco Hbé, apresen-
tados por Horton e cols. (1961), todos os demais podem ser con-
siderados informativos, perfazendo um total de 83 nao recombi-
nantes. Eliminando-se, ainda, os 6 individuos provenientes de
casamentos nos quais o fenotipo de um dos progenitores & desco-

nhecido, obtem-se um total de 77 filhos nao recombinantes.
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DISCUSSAQ

1. Recombinagao entre os locos HbB e MNSs

Os resultados dos varios trabalhos sobre a ligacao HbB:MNSs
mostram uma certa heterogeneidade. Apesar dos escores lod dos que
sugerem ligacdo n3o alcangarem niveis significativos, & interessan-
te notar que os picos das distribuigdes correspondem a diferen-
tes valores de 6. Assim, os resultados totais de Snyder e cols.
(1949) sugerem ligacao a 6 ~ 20%, enquanto que os de outros au-
tores alcancam um pico em 6 ~ 40% (Nance e cols., 1970; Weitkamp
e cols., 1972b; Barbosa e cols., 1975). Por outro lado, os resul-
tados de Ludwin e cols. (1952), de Neel e cols. (1952) e do pre-
sente estudo sugerem recombinacdo independente. Alem disto, foi
observada uma menor freqiiencia de recombinacdao em dados masculi-
nos (Nance e cols., 1970; Weitkamp e cols., 1972b; Barbosa e
cols., 1975) o que levou ao reforgo da fraca sugestdao de ligacao
entre esses dois locos. Apesar desses trés trabalhos concordarem
quanto a uma menor freqliéencia de recombinacao masculina, ainda
assim a heterogeneidade permanece: Nance e cols. (1970) e Barbo-
sa e cols. (1975) cbtiveram um valor maximo de Z em 6 ~ 35% pa-
ra dados masculinos e em 6 ~ 50% para os femininos, enquanto
Weitkamp e cols. (1972b) obtiveram, respectivamente, valores ma-
ximos em 6 ~ 25% e em 6 ~ 40%. Entre os trabalhcs que separam da-
dos masculinos de femininos, o presente estudo € o Unico em que,
para ambos o0s sexos, 0s resultados se distribuem da maneira ca-

racteristica de recombinacdo independente.



A seguir, serd apresentada uma anilise das possiveis cau-

sas dessa heterogeneidade.
a) Ilegitimidade

Weitkamp e cols. (1972b) procuraram interpretar os resul-
tados sugestivos de recombinagao independente, obtidos por Neel
e cols. (1952), com base na alta freqliéncia de filhos ilegitimos
encontrada em algumas populacdes negroides dos E.ULA. Como‘é sa=
bido, a inclus3o de filhos ilegitimos na andlise de ligagdo ten-
de a produzir distorgdo na direcdo de maior frequencia de recom-
binacdo. A freqliéncia de filhos ilegitimos nas amostras estuda-
das por Ludwin e cols. (1952) e Neel e cols. (13952), que sugerem
recombinacao independente, ndao €, no entanto, conhecida, nao se
podendo avaliar a extensdo da possivel distorcao introduzida nos
,seus resultados. Nas amostras estudadas por Nance e cols. (1970)
e por Weitkamp e cols. (1972), que sugerem ligacao frouxa, a pro-
babilidade de inclusao de filhos ilegitimos foi muito reduzida,
por tipagem dos individuos para, respectivamente, 18 e 19 locos
polimorficos. No presente estudo, essa probabilidade foi reduzi-
da pela caracterizacio de 8 sistemas genéticos.

Deve-se notar, entretanto, que, quando os filhos ilegiti-
mos nio constatados sdo filhos do pai informativo e & possivel a
identificagdo dos alelos provindos deste, nZo ha distorgdo nos
resultados. Haja visto o caso de Hb 8-II-1 e Hb 20-III-10, que
foram incluidos na analise. Este fato, associado a um menor efei-
to relativo da ilegitimidade sobre ligagoes frouxas, diminui a
sua importancia na heterogeneidade dos resultados. Assim, deve
ser minima a distorgdo produzida em amostras com baixa taxa de
ilegitimidade nao verificada, como provavelmente a deste estudo,
nao podendo ela ser a unica responsavel pelos resultados negati-
vos aqui observados.

b) Erros tecnicos e selecao

Uma distorcgdo na diregao de menor fregliencia de recombi-
nacao também pode ocorrer, desde que certo fenotipo esteja mais
representado entre os filhos do que ce espera por acaso, € que
este fendmeno esteja ocorrendo em ambos os locos sob analise.

Shine e Lal (1977), ao avaliarem diversas teécnicas utili-

zadas na verificacdo de heterozigotos para B-talassemia, conclui-
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ram que todas podem conduzir a resultados falsos, representados
principalmente pela ocorréncia de falsos positivos.,

A ineficiencia do teste de falcizacdo de hemacias € bem
conhecida. Por exemplo: ao se realizar eletroforese nas amostras
coletadas para esse trabalho, constatou-se a presenga de HbS em
duas criancas (irmaos de probandos) que, por ocasiao da triagem
pelo teste de falcizagao, haviam apresentado reagao negativa.

Também a selecdo contra o homozigoto HbS HbS, ou favora-
vel ao heterozigoto HbA HbS, esta uUltima em populagoes em que a
malaria se constitui em endemia, provoca distorcdo na freqiiencia
esperada dos varios fenotipos. Isto por si sO0 nao poderia gerar
uma distorgdo na andlise de ligagdo, desde que os fendtipos pa-
ra o sistema MNSs estivessem sendo observados de acordo com as
proporcoes mendelianas.

Considerando-se o sistema MNSs, verificam-se observagoes
conflitantes sobre uma possivel distorcdao de segregagdao. Alguns
autores observaram excesso de filhos MN, em casamentos do tipo
MN x MN, e procuraram explicar este achado como conseqilencia de
um efeito seletivo (Taylor e Prior, 1939). Outros nao encontra-
ram distorcdo significativa na freqliéncia dos diversos fendtipos
(Wiener, 1951; Wiener e cols., 1953; Morton e cols., 1966).
Wiener (1951) acredita que o excesso de filhos MN, observado por
certos autores, seja devido, em parte, a erros técnicos e, em
parte, a variacio estatistica acidental. Race e Sanger (1975)
também n3o admitem desvio devido a acdo de selegdo favoravel ao
heterozigoto.

E interessante avaliar a importancia desses fatores nos
trabalhos de ligac3o HbB:MNSs até agora realizados.

Snyder e cols. (1949), que sugerem ligacao, identifica-
ram os fenotipos para hemoglobina pelo teste de falcizagao de
hemacias, sendo possivel que alguns dos individuos tidos como
"normais" fossem, na realidade, portadores de HbS. Nao existem,
contudo, informacgdes sobre uma possivel distorcdo na freqilencia
dos fenotipos para o sistema MNSs, na sua amostra. Ludwin e
cols. (1952) analisaram apenas familias nas quais segregava um
alelo da B-talassemia, porém obtiveram resultados compativeis

com a hipotese de segregagdao independente. Resultados na mesma
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direcao foram obtidos por Neel e cols. (1952), que émpregaram o
teste de falcizagao. Nance e cols. (1970), Weitkamp e cols.
(1872b) e Barbosa e cols. (1975) identificaram os variantes es-
truturais da hemoglobina por eletroforese em gel de amido, porém
Weitkamp e cols. (1972b) incluem algumas familias dque segregam
para B-talassemia. Nos estudos de Nance e cols. (1970) e de Bar-
bosa e cols. (1975), erros de tipagem para MNSs foram praticamén—
te eliminados, devido a repeticdo das tipagens em laboratdrios
distintos. O mesmo procedimento foi adotado no presente estudo,
porem ndo constam informacdes sobre este aspecto nos demais tra-
balhos. ‘

Em resumo, ou as informac¢oes que poderiam justificar a
hipotese de distorgdo por erros técnicos e/ou selecgdao sdo insu-
ficientes, ou apontam para a nhdao ocorrehncia de tal tipo de des-
vio. Aléem disto, existindo uma distorgdo na diregdo de menor fre-
qliéencia de recombinagdo, seria de se esperar que esta se manifes-
tasse igualmente em familias informativas masculinas e femininas.
Contudo, as menores freqillencias de recombinacdo foram observadas

sempre nos dados masculinos.

Levando em conta as duas possiveis causas de distorcao
examinadas, ate aqui, conclui-se que, apesar de ser possivel a -
ocorrencia de uma ou outra em alguns dos estudos realizados, ne-
nhuma das explicacgoes dadas satisfaz, nem € capaz de reforgar as
hipoteses de segregacdo independente ou de ligacdo frouxa.

c) Variacao casual

A ocorrencia de variacao casual, na direc@o de menor fre-
qliencia de recombinagao nos estudos que sugerem ligacdao frouxa,
ou na direcao de maior freqllencia de recombinacao nos que suge-
rem segregacao independente, € outra possibilidade que deve ser
considerada. Esta &, provavelmente, a principal causa da hetero-

geneidade observada.

No caso de haver realmente recombinacao independente en-
tre os locos HbB e MNSs, & possivel que o acUmulo de maior in-
formagao proveniente de estudos familiares venha a corroborar es-
sa hipotese. Tenha-se em conta, para isso, os resultados alta-

mente negativos obtidos no presente estudo, que permitiram des-
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viar as exclusoes de ligacao masculina, feminina e total, respec-
tivamente, de 6 ~ 20%, 8 ~ 30% ¢ 6 ~ 30%, para & ~ 25%, 6 ~ 35%
e 8 ~ 35%, alem de terem desviado e reduzido os valores maximos
de Z masculinos, femininos e totais de, respectivamente, Z ~ 0,90
(6 ~ 35%), Z ~ 0,45 (8 ~ 40%) e Z ~ 1,00 (6 ~ 40%), para Z ~ 0,30
(6 ~ 40%), Z ~ 0,20 (8 ~ 45%) e Z ~ 0,40 (8 ~ 45%). Além disso,
os Ultimos trabalhos sobre a atribuicdo cromossomica do loco MNSs
puseram em divida sua possivel localizag@o no cromossomo 2 (Mace
e cols., 1975b; Higgins e cols., 13976), reduzindo, desta maneira,
a probabilidade de sintenia entre os locos Hbg e MNSs.

Por outro' lado, existindo ligacdo frouxa, e improvével que
a adicao de uma maior numero de familias informativas permita al=-
cangar valores de Z significantes, a altas freqliencias de recom-
binagcao (Barbosa e cols., 1975). A demonstracao de ligacao dos
dois locos com um terceiro, ou a confirmacao de sintenia entre
eles, por outros métodos, com atribuicdo regional a uma distan-
cia ¢romoss$mica tida como compativel com ligagdo, viria a cor-

roborar esta hipotese.

2. Ligacao HbR:HbS

Os dados registrados na literatura mostram que, sempre
que se teve a oportunidade de analisar a segregacdo em individuos
duplamente heterozigotos para variantes estruturais de cadeias
B e 8§, a totalidade dos filhos analisados demonstrou auseéencia de
recombina¢do. Todos os individuos duplamente heterozigotos estu-
dados possuiam os alelos variantes de HbB e HbS em repulsao. A
familia analisada neste estudo nao foge a esta regra, corrobo-

rando a ja bem conhecida ligacao intima entre esses locos.
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SUMARIO E CONCLUSOES

Neste estudo de ligacao entre os locos HbB e MNSs, foram
analisadas 40 familias informativas, distribuidas da seguinte
maneira:

a) 18 familias com informacdo paterna (74 filhos informativos);
b) 21 familias com informagdo materna (79 filhos informativos);
c) 1 duplo entrecruzaménto (4 filhos informativos).

A analise de ligacdo foi baseada no método dos escores lod
de Morton.

Os resultados deste estudo sugerem segregacao independen-
te, em ambos 0s sexos.

Os totais obtidos pela reuniao dos resultados do presente
estudo com os dos demais autores sugerem freqilencia de recombi-
nagao proxima de 40% nos homens e de 45% nas mulheres e dados
totais. Essas sugestoes sao, no entanto, muito fracas, podendo
facilmente ter ocorrido por simples acaso.

Estimativas diretas baseadas em familias com fase conhe-
cida (Weitkamp e cols., 1972b e o presente estudo), indicam
recombinagcao de 42% * 14% nos homens e de 43% * 6% nas mulheres.

0 acumulo de um maior numero de familias informativas pro-
vavelmente nio possibilitara corroborar a hipotese de ligagao
frouxa entre os locos HbB e MNSs. Por outro lado, estudos de
atribuigdo cromossomica e de ligacao de HbB e MNSs com outros
locos ,poderiam alcancar este objetivo, ou justificar a hipotese

de segregacao independente.



Foi tambem estudada uma familia que fornece
adicional para a ja conhecida ligacdo intima entre
e Hbé. Entre 8 filhos nao se observou recombinante

desses dados aos relatados na literatura perfaz um
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informagao

os locos HDbB
algum. A soma
total de 77

nao recombinantes, todos filhos de individuos nos quais os ale-

los variantes de HbR e de Hb§ encontram-se em repulsao.
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-~ Todos os individuos tipados para pelo me nos um sistema estdo aqui relacionados,
- Individuos n3o tipados para certos sistemas ou antigenos espac{ficms possuenm a quadw$ouaa am questaoc em
branco. ,
- Como "pai” e "mde”, sdo citados apenas individuos tipados.
- A idade (Id.) &, qa&se sempre, dada em anos. Um m ac lado do numero indica que a idade & dada em meses,
- Sempre que possivel, inferiu-se a fase dos tipos MN em relacdo aos tipos Ss, do sistema MNSs, com base nos
ascendentes e/ou descendentes de cada individuo.
- Para os sistemas ABC, Rh e Fy, apenas os fendtipos estdo indicados. i
- 0s resultados das tipagens com anti~AB ndo estac registrados aqui, ja que ndoc se observeu resultado con-
traditorio em relagdo aos obtidos com anti-A e anti-B.
- Um sinal negativo (-) em haptoglobina indica anhaptoglobinemia.
~ Individuos com fendtipo incompativel com o de um dos pais est3o assinalados com um asterisco.
- O individuc Hb 17-TI1-17 teve seu gendtipo quarto a Hb determinado com base no resultado do teste de fal-
cizacdo e no gendtipo de seus pais.
- 0 individuo Hb 23-III-5 precebeu transfusio sangliinea cerca de um meés antes da caracteriz zagao de seu sis-
tema MNSs, ndo se podendo, por isto, determinar o seu vrespectivo gendtipo.
MNSs ABO Rh
Geneal. Individuo Pai M3e Sexo Id. Hb M NS s Gendtipo A B DCecEe Fy® Hp EBs D CA II
Hb 1
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Continuac¢3o do Apéndice 2.

Geneal. Individuo Pai Mae Sexo Id.
Hb 6
i-6 - v F 20
I-8 0-1 Q-2 M 19
Ii-1 I-1 I-2 M
I1-2 I-1 I-2 F
II-3 I-1 I-2 ¥
: II-6 I-5  I-6 F Sm
‘HD 7
. I-1 - - M 32
I-2 - - F 31
II-1 -1 I-2 Moo13
IT~-3 I-1 I-2 ¥ 9
II-% I-3 i-2 F 7
II-7 - I-2 M 5
II-8 I-1 I-2 F )
II-11 I-1 I-2 M 1l
Hb 8
I-1 - - M 52

Hb

AS
AS
AS
AS

BEEHEE A

AS

AS




Rh

ABO

MNSs

CA II

Es D

Hp

. Fya

AB DCcEe

noti

Ge

MHSSs

o omw e ows

1-1

1-1
1-1

+ $ = & -

NN
MS/Ns

1-1

1-1

¥ $ + ~ &

+ + + o+

1-1 1-1.

1-1

¥ o+ + + # +

NN

1-1
I-1

1-1
1-1
1-1

* + = % ¢ % +

Ng/Ns

A N

(3]

E R

+

2-1

- % + ¥+ 4+ 4 +

NN

+ 4+ -+

NN

+ + b = & 22 1-1 i-1
2=2

NN
MN

1-1

e

+ + F -+

¢+ 4+ + ¢

1-1 i-1

2-1

+

NN

1-1 1-1

2-1

NS/Ns

- % 4 +

+ -+ = ¢

8u

03

continua



Continuagdo do Apendice 2.

Geneal. Individuo Pai Mae Sexc Id4.

Hbh 8 :
1-2 - - F us
IiI-2 I=-1 I-2 M 24
iI-3 - - F 26
il-4 I-1 I-2 M 21
11-6 I-1 I-2 M 15
II-7 -1 I-2 F o 1b
II-8 I-1 I-2 M 13
I1I-9 i-1 I-2 r 10
I1-10 I-1 I-2- M 8
IT-11 I-1 i-2 M U
II-12 I-1 I=2 M 2
ITI-1% I11-2 I1-3 F

Hb 9
I-3 - - M up
I-4 - - F 38
I1~-6% I-3 I-% F 9
I11-7 I-3 I-4 M 4
I1-8 I-3 I-4 M 3

i
[*y

|




MNSs ABC Rh
MNSs Gendtipc AB DCcEe Fy Hp Es D CA II
- + = + HNs/Ns T S -1 2-1 1-1
+ Ss SRR S N - -2 1-1 1-1
+ = = + Ms/Ms R S S B - -1 ~ 1-1
+ ss - -+t + - - - Z- 1-1
+ Ss S+t b=+ - 1-1 2- 1-1
+ Ss - = + 4+ - b - 1-1 - i-1
+ Ss - - =+ = ¢ - - - 1-1
+ s . = = b o= f - 2-1 - 1=-1
+ ss R R T - 2-1 1-1 1-1
+ 88 R I I T - 2-1 i-1 -1
+ Ss - = = o=} - 1-1 2=1 1-1
+ = = +  Ms/Ms T T T I 2-1 1-1 1-1
- % NN - - e S 2-1 1-1 1-1
+ + MN - - - 4 + 2-2 1-1 1-1
+ + MN + + -+ - % +
| - 1-1 1-1
- 1-1 1-1

continua
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Continuagdo do Apendice 2.

Geneal. Individuo Pai Mae Sexo Id.

Hb 10 v
I-1 - - M 50
I-2 - - F 48
II-1 I-1 I~2 M 27
I1-2 - - F 29
I1-4 i-1 I-2 M i3
Ii~5 I=-1 I=2 M 13
II-% I-1 -2 3 12
IT-7 I-1 1-2 M 8
iI1-1 I1-1 [I=-2 M 2

Hb 11.
I-1 - - M b6
I-2 - - ¥ UG
i1~2 i-1 I-2 i 22
Ii-3 - - F 20
II-4 I-1 i-2 F 20
II-7 I-1 I-2 M 17
I1I-5 -1 1-2 F o 1u
Ii-8 I-1 I-2 ¥ 7

AS
AS
AS
AA




Rh

ABO

MNSs

CA II

D

Hp Es

Fy®

AB DCcEe

Gendtipo

MS/MS

b o § -

MN
NN

+ b - b F

o

1-1

2~2

I +

&

NN

ot

=g

1-1

o

N

Ma/Ms

MS/Ms + ek - 4

-

B oae e

-

1-1

1-1

(o
i §
[ I

.

i-1 1-1

2-1

86
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Continuag3o do Apendice 2.

Mae

Geneal. Individuo Pai Sexo Id.

Hb 11 ‘
ITI-1 I11-2 Ii-3 F 1
I1r-2 I11-2 IT-3 F 2m

Hb 12
I-1 - - M 51
I-2 - = ¥ 4a
II-3 - - M 33
II~4 I-1 I-2 F 29
II-30 I-1 i-2 F 18
II1~4 I1-3 Ii-4 - M 13
I11-% IT-3 Ii-4 M 11
IIT-6 Ii-3 II-4 M 10
I11-7 I1-3 IT-4 F 8
I11-8 i1-3 IT-4% F 7
111-10 I11-3 II~4 F 5
ITI-11 II-3 Ii-% M 3

Hb 13

’ I-1 - - M 52

I-2 - - F u7

Hb

AS
AT

=52 24

AA
AS
AS
AS

AA

AS




MNSs ABO Rh
MNSs Gendtipo A B DCcEe
- % 88 + - 4+ + & +

+ ¢ Ss LA A S &
+ + & MS/Ms - e +
- % 8 - 4 b - +
+ - S8 P-4 +
+ + o+ MS/Ms - = 4+ 4+ % +
-4 ss T T S
+ 4+ Ss S T T +
S 83 Y o= o+ o+ +
4 - 3Ss N R - +
+ - S8 LR 2 +
+ .+ Ss + - o+ 4+ + +
e 8S : ST T S +
+ 4 Ss - F o+ 4 +
+ MN - - & - +
- NN L + +

Fy Hp Es D CA II
+

- 2- 2r1 1-1
+ - 2-1 1-1
- 22 2-1 1-1
+ - 2=1 i-1
#0021 2-1  1-1
y 2-1 2-1 1-1
- 221 1-1 1-1
- 2=1 1-1 1-1
- - 1-1 1~-1
+ 2=1 1-1
- 2=l 2-1 1-1
- 21 2-1 1-1
- 1=1 1-1 1-1
- - 2-1 1-1

continua



Continuag3o do Apendice 2.

Geneal. Individuo Pai Mae Sexo Id.
Hb 13
11-2 I-1 1-2 M 26
II-4 I-1 I-2 M 25
1I-5 I-1 1-2 M 22
11-6 I-1 1-2 M 20
II1-7 I-1 I-2 F 17
1I-8 I-1 I-2 M 15
11-9 I-1 I-2 F 1l
I1-11 I-1 I-2 F 9
I11-12 I-1 I-2 M 7
Hb 14
T-2 - - F 2
1I-2 - I-2 F ?
I11I-2 - I1I-2 F 28
V-1 - ITI-2 M 10
IV-4 - III-2 M 5
Hb 15
-2 - - F ?
-3 - - M 43

AS.

AS
AS

AS

M N

+ 4+

..r}.

S T S S U S

4




MNSs ABO Rh

Ss Cendtipo A B DCc E e
NN I B
NN R T S
MN T T T S
MN L B I R
MM - - -+
MN AR N
NN T S . |
NN R
MN - 4 b =k

- + Ms/Ns

- % Ns/Ns

- % $S

-+ S8
MN L R R A Y

1-1 2-1 1-1
1-1 1-1 1-1
1-1 2-1 1-1
1-1 2-1 1-1
1-1 2-1 1-1
1-1 -1 l-1
1-1 1-1 i-1
1-1 2-1 i-1
i-1 2-1 1~-1
- 1-1 -1
- 1-1 -
- 1-1 -
- 1~1 -
- 1~-1 -

continua
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Continuagac do Apendice 2.

Geneal. Individuo Pai Mae Sexo Id.

Hb 15
I-4 - - F 37
II-8 I-3 I-u M 16
I1-9 I-3 I-4 F 13
1I-11 I-3 I-4 M 10
1I-13 I-3 I-u F
II-14 I-3 I-4 M
II-15 I-3 I-4 M 1

Hb 186
I-u - - M 52
I-5 - o F 41
II-3 - - M ?
II-1 - - M 35
I11-2 - - F 34
I1-% - - F ?
I1-8% I-4 I-5 F 22
I11-9 - - M 26
I1-10 I- - F 20
II-12* I- - F 17

Hb

AC
AS
SC
AS
AS
SC
AS

SEEERERER A

| =

=

R R T R T Y




MNSs ABO Rh
Ss Genotipc A B DCcEe
- + Ns/Ns A S SN

MN - - % + o+ 4

NN - - 4 + -+

NN = -+ 4

MN B

NN - - - - % -+

MN S SR
-+ Ms/Ns S + + 4
~ +  Ms/Ns - - -

- +  Ms/Ns - -+ -

MN + - + R
NN - - % + + +
MM -~ - 4 - -
MN - - + - -

Fy Hp Es D CA II
+ 2= 1-1 1-1
+ 2~ 1-1 1-1
- - 1-1 1-1
+ 2- 1-1 1-1
- 2- 1-1 1-1
+ 2= 1-1 1-1
+
+ -2 - 1-
. -1 - 1~
-1 - 1-1

+ 2-1 - 1l-
2-2 -1 1-1

- 2=1 -2 1-
1- -1 1-1

- 2~ -1 1-
- 1- 1-1 1~

continua -
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Continuacdo do Apendice 2.

Geneal, Individue Pai Mae Sexo Id.

Hb 16
ITI-1 II-1 Ii-2 F lu
I11-3 II-1 11-2 F 1z
I11-5 II-1 iI-2 M 10
I1I-6 I=-1 I1-2 M 8
I11I-7 II-1 II-2 M i
I11-8 I1-1 I1-2 F
I1I-11 II-8 II-10 F
IT1-12 I1-9 II-1¢0 M

Hb 17.
I1-3 - - M 43
II-4 - - Fouo
I1I-9 II-3  II-4 F 20
11I-13 I1-3  II-4 Foo13
III-15 II-3  II-4 F 11
III-17 1I-3 II-4 F 9
ITI-18 I1I-3 II-4 M §




MNSs ABO Rh

s Gendtipo A B DCcEe Fy Hp Es D CA II

Ms/Ns t - ++ + ++ 0+ 1-1 1-1 1-1
Ms/HNs + - + 4+ & 4+ - 1-1 1-1 1-1

+  MS/Ms s + 2-2 i-1 i-1
+ Ns/Hs - = 4+ % + + + + 2-1 1-1 1~-1
Ms/Ns -~ + + 4 + & - 2=2 1-1 1-1
Ns/Ns L 2R I i-1 1-1 1-1

i-1 1-1

+ + MS/Ms 1-1 - 1-1
-  MS/MS 1-1 - 1-1
1-1 - i1-1

1-1 - 1-1

1-1 - 1-1

- 1-1 -1

[¥e}
continua <



Continuagao do Apendice 2.

Geneal. Individuc Pai Mae Sexo Id.
Hb 18
0-2 e - F 7
I-2 - 02 F 52
I-3 - - M by
I-4 - 0-2 F 48
I-5 - - M 42
I-% - =2 F 37
I-7 - - M 33
I-8 - 0~2 r 30
I1-5 - - M 38
II-6 - - F 3k
I1I-3 - - M 30
i1-7 - - M 28
II-8 - - F 29
I1-13 I-3 - M 24
II-186 I-3 - M 17
II-19 I-5 - M 15
II-20 I-5 - F 14
II-21 I-5 - M g

SEE5E

S




MNSs ABO Rh

2
=

1
i

L S R T S Sy +

+

-+

s Genotipo A B DCcEe Fy

e seesesmecmt—Ta e e oman = amss sew e mom

Hp Es D CA II

+ MS/Ms 2-1 1-1 i-1
+ Ms/Ns Z-1 i-1 1-1
2-1 1-1 i-1

+  Ms/Ns 2-2 1-1  1-1
+ MS/Ms - -+ 4t - + 2-2 1-1 1-1
+  Ms/NS - bt 4o & 2.2 1-1  1-1
+ Ms/Ns + - 4 - - 2=2 1-1 1-1
+ Ms/NS - - + 4 % = + 2-2 1-1 1-1
MM - -+ - + 2=2 1-1 i-1

+ MS/Ns - - - = + 2~-1 1-1 1-1
+ Ms/Ns 2-2 1-1 i-1
MS/Ms - 4 = o= - 2~1 1-1 1-1

-+ MS/Ms - - 4 - - 2=2 2-1 i~-1
2-2 1-1 1-1

2-1 i-1 1-1

+ Ms/Ms - - 4 =t = + 2-2 1-1 1-1
MN - -k = 4 - + 2=2 1-1 1-1

MM - = 4 4 + = + 2-2 1-1 1-1

w0
ot

continua -



Continuagdo do Apéendice 2.

Geneal. Individuo  Pai M3ae Sexc Id.

Hb 18
I1-22 I-5  I-6 Fooo7
II-23 I-5 I-6 M 5
I1-24 I-5 i-6 F 8
1125 Ii-7 1-8 M 5
I11-27 I=7 I-8 M 3
I11-11 II-5 Ii1-6 F 1y
I1I1-13 II-5 iI-86 ¥ il
III-14 II-% II-% F g
ITI-15 I1I-5 I1I-% F 5
I17-18 IT-5 iI-6 F 2m
I711-17 I1-7 Ii-8 3
I71-18 IT-7 i1-8 F
I1i-19 I1-7 11-8 F

Hb 18
- - - M 59
- . . F sl
- - - Mo 36
- - - F 37

=S558

e

oW

»




MNSs ABO Rh

T T S S R U POy

+ o+ 4

s Gendétipo A B DCc Ee Fy Hp Es D CA II

B ———. . B

MN S S + 2-2 iI-1 i-1
MN - - 4+ 4 = - + 2=2
MN - - = 3 = + 2=2 1-1 1-1
+ Ms/Ns T S S + - 1-1 -
+ N5/Ns LRI N SR + - 1-1 -
MN R S S + 2=2 1-1 -
MN - - 4 = - + 2=2 1-1 -
MM R I S ¥ 2=2 1~1 -1
MN - - 4 4 - + 2-1 i1-1 -1
MM SR S S b
+ Ms/Ms T T - 2=2 1-1 -
+ MS/Ms T I - 22 -1 -
-+ MS/Ms - -+ F b - - 2-1 1 -
+  Ms/Ns - b b - - 2-1 2-1 1-1
+ MS/Ns ST S S - 2=2 i-1 1I-1
2-2 1-1 2-1
2-2 1-1 1-1

(te}
N

continua-



Continuagao do Apendice 2.

Geneal. Individuo Pai Mae Sexo Id.

Hb 19
I11-3 - - M u7
TI-4 I-1 I-2 F 34
II-2 I-1 I~2 F 32
1I-5 I-1 I-2 M 29
1I-8 I-1 1-2 F 26
II-9 I-1 I-2 M 16
II-10 I-1 I-2 M 1y
I11-20 I-5 I-6 F 13
11-22 I-5 I-6 F 12
I1-23 I-5 I-6 F 10
II-24 I-5 I-6 F
11-25 I-5 I-6 F
I1I-6 II-3  II-4 F 13
I1I-7 II-3  II-4 M 12
III-8 II-3 II-4 F 10
I1I-9 II-3 II-4 M
III-11 = II-3  II-u F
I1I~12 II-3 II-4 M

Hb

553

AA
AS
AS
AS

=23

EE2EZEERR




MNSs

{

MM
¢ MS/Ms
NN
+ MS/Ms
NN
MM

s Gendtipo

P L S

R R R R T S S

S I T R S

Fy Hp Es D CA II
- lul -
- 22 1-1 -
- 2- 2-1 1-1
- 2.1 3-1  1-1
- 2-1 1-1 1-1
- 2-1 1-1 1-1
- 2-1 1-1 1-1
2-2 1-1 2-1
2-2 1-1 1-1
2-2 1-1 2-1
2-2 1-1 2-1
22 1-1 1-1
2-1 1-1 1-1
2-2 1-1 1-1
2-1 1-1 1-1
2-1 1-1 1-1
2-2 1-1 1-1
2-2 1-1 1-1

continua
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Continuagdo do Apendice 2.

Geneal. Individuo Pai Mie Sexo Id.
Hb 19
I1I-1 - I1-2 F 15
111-3 - II-2 M 12
I1I-5 - II-2 F 8
ITI-16 - 11-8 F 7
III-17 - 11-8 F 5
I11-18 - I1-8 F 3
111-19 - 11-8 M 2
Hb 20 |
I-2 - - F ?
I1I-6 - - M 39
I1-7 - I-2 F 33
I11-9 II-6  II-7 F 18
III-10% II-6  II-7 F 8
Hb 21
I-1 - - M 72
I-2 - - F 60
II-1 I-1 I-2 M 45
TI-4 I-1 I-2 F 42

Hb

AS

o5& %G

AA
AA

AS

5% &8

S




MNSs ABO Rh
MNSs Gendtipo A B DC cE
+ - +  MS/Ms - = 4+ = -
+ + - + Ms/Ns -4 o+ 4 -
+ - + MS/Ms - - 4 b -
- + Ms/Ms - ==
+ - +  Ms/Ms - - -

+ ss L A

+ ss T T
+ + ¢+ ¢+  MN;Ss
b + Ms /Mg T
-4 + NS/Ns - - At -
+ + -+ Ms/Ns - - -
+ o+ -  MS/NS I B
+ o+ Ms/Ns - = o -
+ ¥ MS/Ns - - = -
- 4 + Nsiﬁs - % + + + =
¥ o MM - L

Fy Hp Es D CA II
- 2~ 2-1 1-1
- 2~ 2-1 i-1
- 2~ 1-1 -
- 1= 1-1 -
+ 2= 1-1 -
+ 2= '

2-1 - -
+ 2-2 - -
- 2=1 - -
+ -1 - -
+ ~2 - -
+ 2-1 - 1-1
+ - 1-1 i-1
+ 2-1 1-1 1-1
+ 1-1 1-1 i-1

continua
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Continuacao do Apendice 2.

Geneal. Individuo Pai Mde Sexo Id.

Hb 21
1I-5 I-1 I-2 M 39
1I-6 - - F 27
I1-8 I~1 I-2 F 37
II-10 - -2 F 35
II-11 - -2 M 33
II-12 - - M ?
I1-13 I-1 I-2 F 29
II-16 I-1 I-2 M2y
I1-18 I-1 I-2 F 21
II-20 I-1 I-2 F 19
III-12 II-5  II-6 F 7
III-13 II-5 II-6 F 5
III-19 11-12 II-13 F 5
II1-20 II-12 TII-13 F 3

Hb 22
I-2 - - F 55
I1-3 - -2 F27
11-6 - -2 F 23

S aEREER

| &

o d
v

AS
AS

AS

555




MNSs

+ 4+

-

%)

8

P

Gendtipo

MS/Ns
Ms/NS
Ms/Ns
NN
NN
MM
Ms/Ns
MM
NN
Ms/Ns
MS/NS
NS/Ns
MM
MN

MN
NN
NN

oo e amm e o

R T S

i
i

+ o+ o+

+ o+ o+ 4+

+ o+ o+ o+ *

]

+

+

I I T, . T

Fy Hp  Es D CA II
+ 2-1 1-1 1-~1
- 1-1 1-1 1-1
+ 22 1-1 1-1
+2-1 3-1 1~
v 2-2 1-1 1-1
+ 2=-1 2=1 i-1
+ 1=l 1-1 1-1
+  2-1 1-1 1-1
s 2-1 1-1 1-1
r 2-2 1~1 1-1
+ 2-1 1-1 1-1
+  1-1 1-1 1-1
+1-1 2-1 1-1
+ 2-1 1-1 i~1

2=1 . 1-1 1-1
- 1-1 1-1
2-2 1-1 1-1

continua
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Continuagdo do Apendice 2.

Geneal. Individuo M3e Sexo Id.

Hb 22
I1-7 I-2 F 20
IT-11 I-2 M 12
I11-12 I-2 M 9
I1I-3 I1~3 M 5

Hb 23
I-2 - F 58
II-1 - M 40
I1-2 - F 40
I1-3 - M 38
IT-4 - F 26
II-5% - M 38
i1-6 - M 35
II-16 - F 25
117 - Mo 3y
II-8 I-2 F 29
I1-10 - M 39
II-11 -2 F 25
II-12 -2 M 24

Hb

AS

AS

2

SHEZH2EEEEEEHB R




MNSs ABO Rh
MNSs Gendotipo A B DCcEe
+ 4+ MN
$ - MM
- MM
- 4+ 4 NS/Ns
+ 4 MN - %+ o+ +
- - $ Ns/Ns T +

+ - 58
- - Ns/Ns
- = 4 Ns/Ns - - 4 +
+ o+ MN + =~ +
+ 4 Ss - % ¢ +
- b & b NS/Ns - - +
- s8 I
- 4 % NS/Ns - -} +
- = + Ns/Ns

CA II

Fy® Hp Es D
-1 1-1 -
. 1-1 -
¢w2 1«1 -
- 1-1 1-1
2-1 2-1 2-1
+2-1 1-1 1-1
+o2-1 1~1 2-1
1-1 1-1 2-1
1-1 1-1 1-1
2-2 2-1 2-1
+ o 2-1 2-1 1-1
2-1 1-1 1-1
- 2=1 2-1 1-1
- 1-1 1-1 1-1
2-2 1-1 1-1
+  1-1 2-1 2-1
- 2-1 1-1

continua
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Continuacgdo do Apéndice 2,

Geneal. Individuo Pai Mie Sexo Id. Hb
Hb 23

I1-13 - I-2 M 18 AS

II-14 - i-2 F 18 AA

I1-15 - I-2 M 16 AA

111-2 II-1 112 F 15 AS

IT1-3 Ii-3 I11~-2 M 11 A/

TII-4% II-1 Ii-2 M 9 AS

I1i-% II-1 =2 M 8 Ss

TI1-6 -1 II-2 Mo 7 AS

I1I-7 I-1 iI-2 F 5 AA

{1i~8 II-1 IT-2 F 3 588

I1:1-9 Ii-1 1i-2 F P AS

II-3  TI-4 F 8 AA

II-3  TI-y M08 AA

II~3 Ii-4 M 5 AA

1I-6 II-16 M 8  AA

Ii-7 ii-% 3 7 A3

iI-7  1I-8 3 5 AA

11-7  If~8  F 1 A3




MNSs ABO Rh
MNSs Gendtipo A B DCcEe
-+ 4+ 4 NS/Ns
- 4 + -~  NS/NS
- + = + Ns/Ns
-~ 4+ NN - = b+ b4
- 4 NN - 4 ¢ b F
& MN T N T N
+ 4 - 4
- NN e 2 T
+ & MN SRR N S
E e Ms/Ns S T A

+ MHN SR S R B
+ & MN N B
- % 25 ST T + %
~ % S8 LI I O
~ & 58 SRR B

Fy* Hp Es D CA II
1-1 2-1 1-1
2-2 2-1 1-1
2-1 2-1 2=1
# 1=l 1-1  1-1
¢+ 21 1.1 1-)
-1 1-1 1-1
+ 2~ 1-1 1-1
+ 2~ 1-1 2-1
+ - 1-1 2-1
+ 2-1 1-1  2-1
1-1 1-1 2-1
1-1 1~1 2-1
1-1 1-1 1=
i=1 1-1 i-1
- =3 2-1 =1
- 2=1 1-1 1-1
-~ Z-1 1~ 1-1




Continuagdo do Apendice 2.

- Geneal. Individuo Pai Mie. Sexo Id.
Hb 23 |
III-16 11-7 II-8 M 4m
III-19 II-10 II-11 F 5
I1I-20 I1I-10 II-11 M 3
III-21 II-10 II-11 F 3m
Hb 24
0-2 - - 13 63
I-1 - - M 36
I-2 - -2 F 38
I-3 - -2 M 33
I-4 - -2 M 28
I1-3 I-1 -2 F 13
II-4 I-1 -2 M 12
I1I-6 I-1 -2 M 7
Hb 25
I-2 - - F 32
II-1 - I-2 F 15
II-3 - I-2 F 10

| &

AS
AS
AS
AS

AS

AS

AS

AS
AS

AS
AS
AS




MNSs ABO Rh
MNSs Gendtipo AB DCcEe Fy® Hp EsD CAIT
+ - SS. -+ 4+ - + + - 1-1
- ss - - 4+ -+ + + 2-1 1-1 1-1
- 4 ss - - o=+ o+ + 2-1
-4 ss - - k- 4 4 +  2-1 N
oy
o= - & Ms/Ms 2-1 1-1 1-1
~ ¢+ + + NS/Ns - 4 - - - 2-1 1-1 2-1
- ¢+ + MS/Ms e - 2=2 1-1 1-1
- = + Ms/Ms 1-1 1-1 1-1
- % ss 2=2 1-1 1-1
R MN,Ss - - + - - 2-2 1-1 2-1
+ + + MN,Ss - - - - 2-1 1-1 1-1
+ + +# -  MS/NS - - - - - 2-1 1-1 1-1
+ - - + Ms/Ms 2-1 1-1 1-1
2-1 1-1 1-1
2-1 1-1 1-1

continua

>
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Continuagao do Apendice 2.

Mae

Geneal. Individuo Pai Sexo Id.
Hb 26
I-1 - - M 50
I-2 - - F 46
II-1 I-1 I-2 M 28
II-14 - - F 22
I1I-2% I-1 I-2 M 27
II-15 - - F 23
I1-3 -1 I-2 F 24
TI-Y4 I-1 I-2 F 20
11-7 I-1  I-2 M 17
11-8 I-1 1-2 M 186
1I-9 I-1 I-2 M 1
II-10 I-1 I-2 Mo 12
II-11 I-1 1-2 M 8
II-12 I-1 I-2 M 7
II-13 I-1 I-2 M 5
III-1 I1-1  II-14 F 5
III-2 II-1  II-1% F 4
III-3 II-1  II-1% M 3

SEE2REEEEERRRELERS

Hb

AA




MNSs ABO Rh
MNSs Genotipo A B DCcEe
- + -  MS/MS - % 4+ - -
+ + + 4+ MS/Ns -+ = - 4 =
+ - MM -+ o= -
-+ NN - -t -
+ + + + MS/Ns - -
+ 4 - Ms/Ns + -~ + 4+ + ¢+
+ - MM - = = =4 -
+ 4 MN -t = = =
MN “- b b - =
+ + - MN e R
+ + MH - % = = 4 -
T MS/MS S
+ ¢ + + MS/Ns - = - 4 -
+ -+ -  MS/MS -4+ - 4 -
+ + + + MS/Ns - % =+ =
+ 4 MN -+ + + % -
+ + MN - - 4+ -
+ 4 MN - 4 4+ + % -

Fy Hp Es D CA II-
- -~ 1-1 1-1
+ - i-1 1-1
- - 1-1 1-1

- 1-1 1-1
S ha1 1.1
+ 2-2 2-1 1-1
+ 2-1 1-1 1-1
- 2~ 1-1 1-1
+ 2~ 1-1 1-1
+ 2= 1-1 1-1
- 2- 1-1 1-1
+ 2= 1-1 1-1

2- 1-1 1-1
- - 1-1 1-1
+ 2=-1 1-1 1-1
2-2 1-1 1-1
2-1 1-1 1-1
2-2 1-1 1-1

. 0D
continua



Continuagdao do Apendice 2.

Geneal. Individuo Pai Mae Sexo 1Id. Hb
Hb 28

AA

I-1 - - Mo 61
Alhy
1-2 - - F 65 ﬁAg
257
I-3 - - M 35 AS
I-4 - - F 38 AS
I1-1 I-1  I-2 M8l AAQ
282
112 -1 I-2 M 39 AAﬁ
282
11-3 - - F 36 AA
II-4 I-1  I-2 F 36 AAi
2™2
11-6 -1 I-2 Foo30 M8
2°2
II-7 -1 I-2 F 27 AA
7 A.B
252
AS
1I-8 I-1  I-2 Foo25 A

]
~




MNSs ABO Rh
MNSs Gendtipo A B DCcEe
+ + + Ms/Ns + o= ¢+ b 4
+ + + Ms/Ns - - % - b -
- + Ns/Ns - = ¥ 4 -
+ 4 MN LR B
+ + MN + o= - %
- 4 + Ns/Ns - = 4+ -
¥ - MM T ST
- 4 NN S S I
+ o+ MN - = -
+ + MN B L
+ - MM L T

Es D CA II

Fy Hp
1-1 1-1 2-1
2-1 1-1 1-1
- ;:‘3_3_ -
- 1-1 1-1
1-1 1-1 2-1
1-1 1-1 2-1
1-1 2-1 1-1
2-1 1-1 1-1
2-1 1-1 2-1
2-1 1-1 2-1
2-1 1-1 1-1

continua

001



Continuagd3o do Apendice 2.

Geneal. Individuo  Pai M3ae Sexo Id. Hb
Hb 28

I1-9 I-1  I-2 Mmoo23 A8

2°2

II-10 I-1  I-2 T SN

272

11-11 I-3 I-4 F 13 AS

11-12 -3 I-4 F 11  8s

I1-13 1-3 I-4 F 10 AS

I11-14 I-3 I-4 F g 33

1I1-16 I-3 I-4- M 5 AS

11-17 1-3 I-4 F 3 ss

I1I-18 1-3 I-u M 1 AS

III-1 11-2 II1-3 F 14 AS

111-2 11-2 II-3 M 12 as

I11I-3 11-2 II-3 r 10 aa

ITI-4 II-2 II-3 F 7 As




Rh

ABO

MNSs

AB DCeEe

Es D CA II

Hp

,Fya

Genotipo

MNSSs

— > own

1-1 1-1

2-1

+ + + 4 -

NN

1-1 2-1

1-1

o= -

$ -

e
L

%wl 1-1

o= o -

MN
NN

MN

R

+

1-1

1-1

-t =

+ S S

MN

4

1-1
1-1
1-1
1-1
1-1
i-1
2-1

2-1

MN
MN

i-1
1-1

+ o+~

-

2-2
1-1
1-1
1-1
1-1

+ + + + -

MN

I -

MN

+ -+ -

MN
MN

MN

2-1
1-1

- & =

-4 4 =

101
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. APENDICE 3 @ -
FICHA PARA AVERIGUACAO DE DADOS TAMILIARES
Projeto Hb:MN
Endereco: Informante: F: N©
Familia: Marido: Esposa:
Local em que se casaram: Estado: Data:
Quantas vezes a esposa casou: 0 marido: Cohabit.: Separ.:
a | DATA LOCAL/EST.|NATURAL. |IDADE |IDADE IDADE

CORInasc,[PROT- | INSTR | ynse ™ " | PAT/MAE  |CASAM. |FALEC. |ATUAL
ESPOSA
MARIDO
Quantos filhos nasceram vivos: Vivos agora: Mortos: Total:

o IDADE | LOCAL | LOCAL IDADE EST.
N9 |SEXO | NOME |ATUAL | NASC. | RESTD. |wMorTE | CAUSA| cryrn | F
01
02
03
o4
05
06
07
08
09
10
N©Q ENTRE OS FILHOS IDADE SEXO CAUSA

ABORTOS
NATIMORTOS

Outras anomalias e filhos em que ocorreram:

Defeitos iguais ou diferentes nos parentes:

Geémeos: (sexo): Prematuros (idade):

Parentesco entre marido e mulher: Parentesco entre pai e mae da

esposa: Parentesco entre pai e mae do marido:

Algum filho ou filha se casou com parente: Parentesco:

Numero de pessoas que vivem na casa: N9 de comodos da casa:

DATA: AVER. : CONF.: NSE:




