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De acordo com o n@2 do Artigo 80 do Decreto-Lei nQ

388/70, wutilizaram-se neste trabalho resultados ja& publicados

em colaboragdo, sob o nome Maria Jodo PRATA, que a seguir se

apresentam:

KOMPF J, PRATA MJ, AMORIM A (1989) Genetic
polymorphism of human peptidase C, PEPC
(E.C.3.4.11): formal genetic and population data.
Hum. Genet,. 83: 197-198.

KOMP F J, AMORIM A, RITTER H, PRATA MJ (1990) Genetic
: polymorphism of human peptidase C (PEPC). In POLESKY
HF, MAYR WR (eds). Adv. Forens. Haemogenet. 3:316-

-319. Springer-Verlag, Berlin.

PRATA MJ, AMORIM A (1990) Formal and population genetics
of F13A and FUCA1 po1ymorph1sm in Northern Portugal.
Hum. Hered. 40: 45-48.

Em relagdo ao primeiro trabalho, a autora colaborou
no protocolo experimental que permitiu definir a forma

peptiddasica discriminada.

Nos dois ultimos, participou no desenvolvimento das

técnhicas electroforéticas, na realizag8o das determinagdes

fenotipicas e na andlise e discussdo dos resultados.
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1 . INTRODUGAO

A aplicagdo, em larga escala, de técnicas
electroforéticas de separagdo de protefnas resultou, nas
Gltimas décadas, na detecgdo de um numero consideravel de
polimorfismos genéticos e na descrigdo de amplas amostragens
da diversidade genética humana (Lewontin,'1982).

A generalizagio de técnicas de focagem isoeléctrica
em gradientes de pH 1livres ou imobilizados, capazes de
discriminar produtos génicos com diferengas de apenas 0,001
unidades de ponto isoeléctrico , permite antever, desde j4,
uma expanséo aiﬁda maior dos progressos alcangados (Righetti,
1987).

No entanto, o esforgo de investigagdo em Genética

Bioquimica Humana tem-se centralizado em loci de proteinas



plasmaticas ou de enzimas eritrocitarias. Assim, deéperdiga—se
o potencial informativo da fracg¢do sanguinea constituida por
populagdes celulares mistas de leucécitos e plaquetas.

Ora, uma das caracteristicas mais notdveis das
isoenzimas, que tende a reflectir aspectos da organizagéo
intercelular e compartimentagdo de fungdes dentro da célula, é
0 seu padrdo de localizagdo especifica - fendmeno que se
manifesta ao nivel tecidual, celular, e até mesmo, subceluliar
(Shaw, 1969; Masters, 1983). .

A expressdo isoenzimatica diferencial condiciona,
como ¢é 6bvio, o tipo de material bioldgico em que a analise
genética de fungdes bioquimicas pode ser efectuado, pelo que é
frequente recorrer a tecidos como placenta, cérebro ou figado
para a detecg¢do de determinadas enzimas.

| Esta estratégia é, porém, dificil de se

compatibilizar com a condugéo da andlise genética
convencional, nomeadamente quando se pretende a inferéncia das
regras de transmissdo de polimorfismos genéticos e a sua
prospecgdo em amplas amostragens populacionais, objectivos
dificiimente alcangidveis se n&o se dispuser de materiais
biolégicos susceptiveis de colheita in _vivo e, de preferéncia,
nos dois sexos.

Alguns Jloci deste tipo de enzimas, em especial os
'responsaveis por formas 1lisossbOmicas ou mitocondriais,
apresentam, contudo, niveis de express8o génica relativamente

reduzidos em certos grupos de leuc6citos. A capacidade de afi




serem detectados depende apenas, em muitos casos, da melhoria
das condigdes de fenotipagem e de uma correcta obtengdo e
manipulagdo dos extractos leucocitérios.

A pesquisa de polimorfismos genéticos na fracgéo
sanguinea, que nédo a plasmatica ou eritrocitaria,
constituiria, para além do mais, uma vantajosa rentabilidade
da informag8o genética disponivel no material biolégico de

eleicdo em Genética Bioquimica Humana.

Falar em 1investigag8o de polimorfismos ditos
convencionais, numa altura em que a Genética Humana est4,
nitidamente, dominada pela tecnologia do DNA recombinante,
pode parecer uma ingenuidade.

Na realidade, o potencial das técnicas modernas da
Genética Molecular estd bem patente nos enormes progressos
conseguidos nos UGltimos anos ao nivel do conhecimento do mapa
cromossémico humano (Human Gene Mapping 10, 1989) e, tal como

o previsto (Mckusick e Ruddle, 1977; Botstein et al, 1980;

Bodmer, 1981), nas consequentes aplicagdes no &ambito da
Genética Médica ( Cooper e Schmidtke, 1989; Reiss e Cooper,
1990)

Contudo, e ao contrério das expeétativas iniciais

(Gi11 et _al, 1985; Jeffreys et _al, 1985; Baird et_al, 1986;

Smouse e Chakraborty, 1986), essa tecnologia n8o conseguiu
estabelecer-se de forma convincente em alguns dominios
cientificos, nomeadamente na elucidag8o das relagdes de

parentesco e, em especial, na investigag¢fio da paternidade



biolégica.

Brinkmann et _al (1989) salientam, ao formalizar as

recomendag¢8es da “"Society for Forensic Haemogenetics” quanto

aos polimorfismos do DNA, que “"Paternity testing with

conventional _techniques 1is a well established procedure as

evidence in court cases. DNA_polymorphisms need to be further

'exp1ored. At the present time DNA_ technigues should be used

only in combination with conventional systems"”, concordante
com Reilly (1990) quando escreve, " Several needs remain
unmet. ... standards need to be established for the operation

of a DNA_ forensic laboratory...".

Assim, pelo menos enquanto ndo forem superadas as
dificuldades que a tecnologia do DNA apresenta, de momento, no
ambito da investigagdo de paternidade, parece-nos Jlegitimo
tentar potencializar a eficiéncia das anidlises efectuadas a

custa da introdugdo de marcadores convencionais.

A esmagadora maioria dos trabalhos em Genética
Populacional dizem respeito a estudos sobre a dinamica da
variagéo alélica em Jloci individuais. Inadvertidamente,
assume-se que a transmiss8o dos alelos de um dado locus &
~independente da dos alelos de outros loci e, portanto, que o

valor adaptativo dos genétipos desse locus & independente dos

de genétipos de outros loci (Hedrick, 1985). Estes modelos

simplistas, embora importantes em determinados contextos, séo
em geral inapropriados para a detecgédo das forgas que

preservam o alelismo em propor¢8es essencialmente constantes




. numa dada populagdo (Brackenridge et_al, 1975).

Tal como Mohan Raj et_al (1990), entre outros,

sugerem, s6 a complexidade adicional da interacg¢do entre loci
diferentes pode providenciar uma via mais adequada para a
detecgédo desses factores em populagdes humanas, oferecendo uma
primeira aproximagdo & extens8o da organizagédo dos gendtipos

e, por extrapolag¢fo, do genoma humano.

Neste contexto, parece justificarém—se os objectivos
prioritdrios do presente trabalho, objectivos que agora,

explicitamente, se definem:

1 - Investigag8o de polimorfismos electroforéti-
cos detectdveis na fracg8o néo plasmatica ou
eritrocitdria do sangue;

2 - Estudo da genética populacional e formal das
variagdes observadas em cada sistema genético;

3 - Andlise da distribuigdo fenotipica conjunta
de pares de loci;

4 - Avaliagdo dos graus de informag8o e aplica-
bilidade dos polimorfismos estudados em inves-
tigagBes de paternidade;

5 - Estudo das rela¢des de ligagéo factorial de

loci sem localizag8o cromossébmica presentemente

bem estabelecida.



2 . MATERIAL E METODOS

2.1 Local de colheita e individuos amostrados

A maioria das colheitas de sangue foram efectuadas,
ou no Instituto de Antropologia da Faculdade de Ciéncias do
Porto, ou na residéncia dos individuos amostrados no decurso
de trabalhos de campo realizados, essencialmente, no distrito
do Porto.

Para além de cooperantes voluntarios, ut11izaram;se
também individuos envolvidos em processos de investigagdo de
paternidade cujo exame biolégico fora solicitado ao Instituto
de Antropologia. Relativamente a estes, e numa pequena
fracgéo, o sangue foi colhido no Hospital ou Centro de Saude

da 4rea da residéncia, sendo posteriormente remetido por

I




correio.

Para cada novo dador registou-se o nome, a data, o
local de nascimento e a residéncia. Procedeu-se ainda a um
breve levantamento da histéria genealégica de cada individuo,
tendo em vista a pesquisa de eventuais relagdes de parentesco
préximo com outros dadores. Finalmente, foi 1inquirida e

régistada a existéncia de afec¢des clinicas hereditérias.

2.2 Obtengdo e conservaglo das amostras

O sangue foi sempre colhido por pungdo venosa, em
geral antecubital, extraindo-se um volume compreendido entre 8
a 10 ml.

Usou-se, como anticoagulante, uma solugdo de EDTA
(4cido etilenodiaminotetracético) dissédico , segundo normas
de preparacéo e utilizagdo descritas por Amorim (1983).

A separagao dos componentes sanguineos efectuou-se
num perfodo que nunca excedeu as 24 horas apés a colheita.

Para tal, e de acordo com Siebert et _al (1979), foi induzida a

sedimentacgéo num soluto macromolecular constituido por
dextrano a 5% em soro fisiolégico. A medida que os glébulos
vermelhos se iam depositando, a fracgdo sanguinea deles
liberta era removida para um tubo de centrifugadora de fundo
cénico. A operagdo era repetida as vezes necessarias até
sedimentagio completa dos eritrécitos, processo que demorava,
em média, entre 1h30min a 2h.

Ap6s centrifugagdo a 5000 r.p.m. durante 15 min., o




plasma sobrenadante era retirado, obtendo-se um sedimento
enriquecido em Tleucécitos e plagquetas que se mantinha no
préprio tubo e armazenava, sem aditivos, a -20°C, até & altura
da utilizagéo.

Por uma questdo de ordem préatica, passar-se-4 a
referir esta fracgdo sanguinea apenas por "leucocitaria"”,
ainda que no seu sentido estrito o termo n8o esgote os
constituintes celulares da fracgdo em causa.

De igual modo, e pela mesma ordem de 1ideias, o
produto obtido apés lise celular daquela fracg¢do passard a ser
referido por "leucolisado".

Por norma, e dado o volume de sangue colhido, foi
possivel obter duas amostras leucocitarias de cada dador e,

consequentemente, preparar, para cada um, dois leucolisados.

2.3 Preparac8o do leucolisado

O Tleucolisado foi sempre obtido por desintegracgéo
celular ultrassoénica, recorrendo-se a dois processos de

preparacéo:

10)
- Sonicagflio 1ligeira (i1x1 impuiso de 4seg.) apés
adig8o de 150 pl de H O bidestilada;
2

- Centrifugagdo a 5000 r.p.m., durante 15 min.



29)

- Sonicagdo forte (2x1 impulso de 5 seg.) apos
adigdo de 100 pul1 de uma solugdo em Hzo
bidestilada constituida por Triton x 100 a
5% (v/v) e octyl-B-D-glucopiranosideo a 3,3%
(p/v);

- Centrifugagéio a 5.000 r.p.m. durante 15 min.

O sobrenadante obtido pelo 1Q processo utilizou-se
para as determinagdes fenotipicas do po]ipeptideb A do factor
de coagulagdo XIII (F13A), da peptidase C (PEPC) e da
fosfoglucomutase 3 (PGM3). No caso do F13A, o leucolisado
aplicou-se directamente na matriz do gel.

Para as determinagBes de PEPC e PGM3, o leucolisado
misturou-se com um gel de insergc8o, adiante descrito, e, uma
hora antes da aplicagédo, foi-lhe adicionado uma solugdo de
ditiotreitol (DTT) 32,4 mM na proporgio volumétrica de 1:10.

O produto obtido pelo 20 processo utilizou-se nas
determinagdes fenotipicas da fucosidase 1 (FUCA1), da forma
mitocondrial da enzima mdlica (ME2) e da forma mitocondrial da
transaminase glutémico-oxaloacética (GOT2).

Para as determinagdes de FUCA1, as amostras
submeteram-se a um tratamento prévio de dessializagdo: 10 ul
de leucolisado misturaram-se com igual volume de neuraminidase
( 0,6 U/ml, Sigma N-2876) e as amostras incubaram-se, a
temperatura ambiente, durante 18 a 20 h.

Quando se pretendia efectuar a fenotipagem dos seis

10




marcadores electroforéticos a partir de um mesmo extracto
leucocitério, o leucolisado obtinha-se encadeando
sequencialmente os dois processos de preparaglo, isto e,
efectuava-se integralmente o 10 procésso e, depois de
retirada a quantidade de amostra necessédria as determinagles
de F13A, PEPC e PGM3, dava-se, de imediato, inicio ao 29
processo de preparagdo a partir do produto excedente,
incluindo o préprio sedimento.

Nas determinagdes fenotipicas - efectuadas por
electroforese em gel de amido, caso de GOT2, ME2, PEPC e PGM3,
os leucolisados misturaram-se, previamente, com um gel de
inserc¢8o de sacarose a 40% (p/v) e Sephadex G200 a 6% (p/v),

na proporgado volumétrica de 1:1.

2.4 Técnicas electroforéticas e métodos de detecgéo

As determinag¢bes fenotipicas foram efectuadas, ou
por electroforese horizontal utilizando como matriz amido
(GOT2, ME2, PEPC e PGM3) e agarose (F13A), ou por focagem
isoeléctrica em poliacrilamida  (FUCA1), seguida de
visualizagdo bioquimica especifica, segundo técnicas  que a
seguir individualmente se pormenorizam. |

As electroforeses em gel de amido (Starch

Hydrolysed, Connaught) e em agarose (agarose 15 BDH-44302), e

as focagens isoeléctricas, foram conduzidas com sistema de
refrigeragédo a 8°C,

Os géis de poliacrilamida usados na determinagéo

11



fenotipica de FUCA1 foram feitos na unidade de preparagéo
ultraMould, LKB, pela técnica de "sliding”, de acordo com as
vinstruqbes do fabricante.

Nos géis de amido, os zimogramés obtiveram-se pelo
método de "sandwich”, utilizando para o efeito papel de filtro
Waterman not, papel igualmente utilizado na técnica de
coloragéo do F13A, como também adiante se descreve.

Os periodos de incubagdo necessédrios a todas as
coloragdes decorreram sempre a temperatura de 37°C.

Nos zimogramas cuja leitura era efectuada com 1uz

utra-violeta, o comprimento de onda utilizado foi 254 nM.

2.4.1 F13A
A técnica electroforética utilizada para a

fenotipagem de F13A foi a descrita por Kbmpf e Ritter (1983):

TAMPAO DO GEL: Tris 0,259 M, KC1 0,033 M, pH=8,3;

TAMPAO DAS PONTES: Glicina 0,999 M, Tris 0,100 M,
pH=8,3;

GEL: Agarose a 0,93% em 1 volume de tamp8o das
pontes por cada 19 volumes de tampéo do gel;

APLICAGAO DAS AMOSTRAS: Insergdo a 5cm da
extremidade do gel, aplicando-se 7 pl1 de
leucolisado;

CONDIGOES ELECTROFORETICAS: 7 v/cm até a

hemoglobina migrar 8cm da origem.

Para a visualizagédo do F13A recorreu-se a actividade

12




transglutamindsica adquirida apés preactivagdo, com trombina e

CaCl , das cadeias A ( Schwartz et_al, 1973). O método de
2
coloragédo especifica que se utilizou, foi, basicamente, o

descrito por Graham et_al (1984):

TAMPAO DE INCUBAGAO: Tris 0,083 M, HC1 0,06 M,
pH=7,6;

SOLUGAO DE INCUBAGAO: 20,7% de monodansilcadaverina
35 mM, 10,6% de DTT 5 mM, 30,6% de caseina a
3%, 10,6% de trombina (iOO U/ml em soro

fisiolégico); 17,4% de CaCl 200 mM.

2

Um papel de filtro embebido na solugdo de incubagéo
aplicava-se na superficie do gel, ficando de seguida a incubar
durante 16 a 18 h.

Este método tira partido da ligagdo covalente da
monodansilcadaverina (fluorescente) & caseina em 4reas de
actividade transglutaminasica. De modo a realgar a
fluorescéncia do complexo monodansilcadaverina / caseina,
procedeu-se, sequencialmente, as seguintes operagdes apoés
incubagéo:

12 - lavagem do gel em Hzo dest. (10min.);

20 - fixagdo em acido tricloroacético a 10% (20min.);

32 - lavagem em Hzo dist. (15min);

40 - imersdo do gel em acido acético a 10% (1h);

50 - Javagem em Hzo dest. (30seg.);

69 - imersfo do gel em tamp&do de incubagdo (10-20min).

13



Os padrdes electroforéticos eram, entédo,

inspeccionados sob luz ultravioleta.

2.4.2 FUCAt1
A técnica de focagem isoeléctrica usada para a

determinagdo dos fen6tipos de FUCA1, foi a seguinte:

DIMENSOES DO GEL: 0,3x110x245 mm;

GEL: .
Acrilamida a 28% .......... 1,8 ml
Bisacrilamida a 2% ........ 0,8 ml
SacCarosSe ...ccciccirtseranen 1,3 gr

Anfolinas (LKB)

PH 4=6 v vvernnnrnnnnns 200 pl
PH B-7 .. it ir e e 200 pl
pH 3,5-10 ............ 130 pul

Hzo bidestilada ........... 6,8 ml

TEMED ....cevtierennensnnnns 10 ul

Persulfato de aménio a 10%. 70 pl

APLICAGAO DAS AMOSTRAS: A 1,5 cm do &nodo com tira
de aplicagdo (SERVA); aplicam-se 6 ul1 de
amostra;

SOLUGOES DOS ELECTRODOS : NaOH 1M no c&todo e
H3 PO4 1M no &nodo;

CONDIGOES ELECTRICAS:

PRE~-FOCAGEM:
1500V ; 1W ; 25 mA - 30min.

Yoo 2W ;" - 10min.

14



FOCAGEM:

1500V ; BW ; 25 mA - 1 hora apébés ser
atingidarvo1tagem constante, a focagem era
interrompida.

A visualizag8do da actividade de FUCA1 efectuou-se,

basicamente, pelo método de Turner et_al (1975):

TAMPAO DE INCUBAGAO: KzHPO4 0,2 M, &cido acético
0,1M, pH=4,8;

SOLUGAO DE INCUBAGAO: 4-metilumbeliferil-L-fucosideo
2,1 mM.

Uma folha de acetato de celulose (Shandon 68761004)
embebida em solug8o de incubagdo colocava-se na superficie do
gel. Ap6és 1 hora de incubagdo, o zimograma inspeccionava-se
sob luz ultravioleta. Os fen6tipos de FUCA1 detectavam-se pela
presenca de bandas fluorescentes correspondentes a

metilumbeliferona nos locais de actividade da enzima.

2.4.3 G@GOT2

Para a determinagédo dos fenétipos de GOT2, uti]izou—h
-se a técnica electroforéctica descrita por Siebert e Amorim
(1987), com algumas modificacdes:
| TAMPAO DAS PONTES: Tris 0,250 M, &cido citrico
0,066 M, pH=7,6;

15



TAMPAO DO GEL: Tamp#8o das pontes diluido 1:8;

CONDIGOES ELECTRICAS: 6,5 V/cm durante 17 h.

A visualizagdo da actividade de GOT2 concretizou-se
por dois processos alternativos. O 12 &, no essencial, o
apresentado por Ritter e Kbmpf (1979). O 20 método constitui

uma modificagdo do descrito por Sakakibara et _al (1983).

12 METODO

TAMPAO DE INCUBAGAO: Tris 0,50 M, &4cido L-aspé&rtico
0,15 M, pH= 8,7;

SOLUGCAO DE INCUBAGAO: 2-oxoglutarato 17,7 mM, NADH
1,4 mM, MTT 2,4 mM, desidrogenase malica
(Boehringer) 24 U/ml;

INCUBAGAO: entre 15 a 30 min .

0 desenvolvimento da coloragéo ia sendo
inspeccionado sob 1uz ultravioleta. Quando a defluorescéncia
NADH-NAD era bem visivel, procedia-se a contracoloragio com
solugdo de PMS. Os fendétipos de GOT2 apareciam como zonas

brancas sob um fundo de formazan arroxeado.

20 METODO
TAMPAO DE INCUBAGAO: Tris 0,300 M, KC1 0,099 M,
MgC'I2 0,025 M, HIS-HC1 0,229 M, pH = 7,8;
SOLUGKO DE INGUBAGAO: Acido L-cisteinossulfinico 196
mM, EDTA 2 mM, 2-oxoglutarato 7 mM, MTT 2 mM,
PMS 3 mM, dextrano 10 mM, piridoxal fosfato
3 mM; |

INCUBAGAO: Entre 10 a 20 min..
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O gel era, ent8o, imerso em dcido acético a 10%
durante 5 min. As zonas de actividade de GOT2 correspondiam as

bandas arroxeadas de formazan.

2.4.4 ME2

A técnica electroforética aque se .usou para a
fenotipagem de ME2, foi a mesma que para GOT2.

O zimograma de ME2 obteve-se pelo método descrito

por Siebert et _al (1979):

TAMPAO DE INCUBAGAO: Acido L-mdlico 0,222 M, Tris
0,50 M, MgC]2 0,02 M, pH=7,5;

SOLUGAO DE INCUBAGAO: NADP 1 mM, MTT 2 mM, azul de
Meldola (Boehringer) 0,1 mM;

INCUBAGAO: 2 a 3 horas.

Os padrdes electroforéticos de ME2 tornavam-se mais
nitidos se, ap6s a incubag8o a 37°C, o gel ficasse durante
aproximadamente 1 h, & temperatura de 4°C.

Os prddutos génicos de ME2 detectavam-se a 3-4 cm da
origem e, mais anodicamente, podiam também observar-se zonas

de actividade correspondentes a ME1.

2.4.5 PEPC
Para a determinag8o dos fendétipos deste marcador
utilizou-se o seguinte sistema electroforético continuo

descrito por K&mpf et_al (1989):

TAMPAO DAS PONTES: Tris 0,16 M, Histidina-HC1 0,156 M,
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HC1 0,1 M, pH=6,0;

TAMPAO DO GEL: Tamp8io das pontes dilufdo 1:15;
GEL: Amido a 13,2%;

CONDIGOES ELECTROFORETICAS: 7 v/cm durante 18h.

A detecg8o da actividade de PEPC fez-se tirando
partido da possibilidade de se desencadear a reac¢do da GPT em
zonas em que a alanina se libertava do dipéptido Tleucil-
¥a1anina sob a acgdo peptidasica. Utilizou-se o método

descrito por Kb&mpf et _al (1979):

TAMPAO DE INCUBAGAO: Tris 0,5 M, HC1 0,3 M, pH= 8,0;
SOLUGAO DE INCUBAGCAO: Leucil-alanina 8,2 mM, 2-
-oxoglutarato 1,5 mM, MTT 1,6 mM, GPT 2 U/ml
(Sigma G-9880), LDH 65 U/m1;
INCUBAGAO: 1,30 h a 2 h.
-0 desenvolvimento do zimograma ia sendo controlado
sob 1luz ultravioleta e, quando as zonas correspondentes a
actividade de PEPC contrastavam o suficiente com o fundo
fluorescente do gel , procedia-se & contracoloragdo com
solugao de PMS.
Para além da zona correspondente a PEPC, podia ainda
observar-se, menos anodicamente, uma outra zona de actividade

peptiddsica determinada por PEPA.

2.4.6 PGM3
A técnica electroforéctica usada para a fenotipagem

de PGM3 foi modificada de Fildes e Harris (1966):
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TAMPAO DAS PONTES: Acido acético 0,40 M, NaOH 1,13 M

PH = 6,0;
TAMPAO DO GEL: His-HC1 0,10 M, NaOH 0,05 M, pH= 6,0;
GEL: Amido a 15 %;

CONDIGOES ELECTRICAS: 6 V/cm, 17 h.

Os fendtipos de PGM3 visualizaram-se de acordo com o

método descrito por Siebert et _al (1980):

TAMPAO DE INCUBAGAO: Tris 0,30 M, KC1 0?01 M, MgCL2
0,02 M, His-HC1 0,23 M, pH=7,8;

SOLUCAO DE INCUBAGAO: Glucose-i-fosfato (com 1%
g]ucose—1,6—d1fosfato) 21,0 mM, glucose-1,6-
-difosfato 0,24mM, NADP 1,7 mM, desidrogenase
da glucose-6-fosfato 195 U/ml1, MTT 3,0 mM,
azul de Meldola (Boerhinger) 0,1 mM:

INCUBAGCAO: 2 a 3 h.

on fim daquele periodo de incubagdo, o zimograma
obtido permitia, em geral, uma boa leitura dos fenbétipos de
PGM3, mas, tal como para ME2, os padrdes electroforéticos
tornavam-se mais nitidos se o gel permanecesse cerca de 1 hora
a temperaturé de 4°C.

No mesmo zimograma, podiam também observar-se as
zonas de actividade de PGM1 e PGM2, mas os respectivos
fenbétipos tinham que ser 1idos antes de 1 h ap6s o inicio da

incubagdo. Caso contréario, a sobreincubagdo tornava os padrdes

electroforécticos jlegiveis.

19



2.5 Consulta do banco de dados do IAFCP

Para efeitos de andlise de associag8o gamética e de
1Tigagéo factorial, os fenbétipos referentes a outros
marcadores, que ndo os apresentados neste trabalho, obtiveram-
-se por consulta do banco de dados existente no Instituto de
Antropologia.

1 O mesmo ficheiro foi igualmente consultado quando se
pretendia avaliar a verosimilhanga de paternidade em familias
nucleares que apresentavam exclusBes aparentes quanto a algum
dos sistemas genétjcos agora investigados, e em que a hipdtese
de ndo-paternidade biolégica era confrontada com a da

existéncia de alelos nulos na interpretagdo das exclusdes

observadas.

2.6 Métodos de cédlculo

As frequéncias génicas apuraram-se por contagem
directa de genes, & excepg¢do de PEPCx0O, cuja estimativa sera
descrita no ponto 4.2.2.

A eficiéncia total de exclusfio de cada sistema
genético calculou-se pela férmula proposta por Selvin (1980),
e a eficiéncia de exclusdo pela 28 regra de Landsteiner,
segundo férmula apresentada por Amorim et_al (1986).

O valor médio de probabilidade de paternidade e
indice de paternidade entre verdadeiros e falsos pais,

determinou-se de acordo com Rocha (1988).
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Na anédlise de ligag¢édo factorial, os valores de "“lod

score” obtiveram-se pelo método de Maynard-Smith et _al (1961).

Na andlise de associagéo fenotfpica entre pares de
loci utilizaram-se os normalizados testes X* de tabelas de
contingéncia e, adicionalmente, testes de X®* de concordéncia
entre valores observados e esperados, baseados em frequéncias

alélicas ou haplotipicas.
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3. RESULTADOS

3.1 Genética populacional

As amostras populacionais investigadas foram
estratificadas em fungdo de dois parémetros :

1. Sexo;

2. Area geografica.

Quanto ao segundo, discriminaram-se ainda os
individuos residentes dos naturais, e as subdivisdes
geograficas consideradas foram as seguintes:

A) Regides: Norte, Centro e Sul.
Na regido Norte incluiram-se os distritos
de Porto, Viana do Castelo, Braga,
Braganga e Vila Real.
Na regido Centro, os distritos de Aveiro,

Viseu, Coimbra, Guarda, Castelo Branco e
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Leiria.
Na regido Sul, incluiram-se os distritos
de Lisboa, Setubal, Portalegre, Evora,
Beja e Faro.

B) Zonas: Minh6 e Tras-os—-Montes.
A zona Minho engloba os distritos de Viana
do Castelo e Braga.
A zona Tréas-os—-Montes, os distritos de
Braganga e Vila Real.

C) Distritos: Porto.

Na tabela 3.1, apresentam-se as distribui¢des
fenotipicas observadas para os seis loci 1investigados na
amostra geral analisada, e que inclui todos os individuos
fenotipados de nacionalidade portuguesa.

Nas tabelas 3.2 a 3.7 pormenorizam-se,
individualmente, os resultados populacionais quanto a cada
locus.

A discrepéncia de efectivos amostrais entre os
valores indicados na tabela 3.1 e os das tabelas 3.2 a 3.7,
resulta de se desconhecer, para alguns individuos , o local
exacto da naturalidade ou residéncia. Todavia, foi assegurado
para esses, paré além da nacionalidade portuguesa, a
inexisténcia de relag¢des de parentesco préximas com outros
individuos incluidos na amostra. Por outro lado, na tabela
3.1, incluiram-se individuos naturais das regides auténomas da
Madeira e dos Agores, mas que, pelo reduzido nimero, n#o se

consideraram nas estratificag¢des geograficas.
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TABELA 3.1
Distribuicio fenotipica de F13A, FUCA1, GOT2, ME2, PEPC e PGM3 e acordo com
os resultados esperados segundo o principio de Hardy-Weinberg na amostra
global de Portugal continental.

SISTEMA  AMOSTRA N FENOTIPOS x P (%)
GENETICO ESTUDADA g.1.=1
F13A 1 21 2
Global 639 367 233 38 0,06 50-30
(365,89) (235,29) (37,82)
Masc. 318 178 118 22 0,16 70-50
(176,64) (120,73) (20,63)
Fem. 321 189 115 17 0,01  95-90
(189,29) (114,42) (17,29)
FUCA1 1 21 2
Global 701 353 286 62 0,14 70-50
(350,99) (290,08) (59,93)
Masc. 345 176 137 32 0,561 50-30
(173,28) (142,45) (29,27)
Fem. 356 177 149 30 0,03 90-80
(177,69) (147,64) (30,67)
GoT2 1 21 31 Outros
Global 792 763 26 3 -
(763,28) (25,50) (- 3,22 —)
Masc. 381 367 13 1 -
(367,11) (12,79) (— 1,10 —)
Fem. 411 396 13 2 -
(396,18) (12,75) (— 2,07 —)
ME2 1 21 2
Global 704 281 325 98 0,07 80-70
(279,42) (328,00) (96,38)
Masc. 339 130 167 42 1,08 30-20
(134,46) (158,08) (46,46)
Fem. 365 151 158 56 1,86 20-10
(144,91) (170,14) (49,94)
PEPC 1 61 6 21 Outros
Global 452 287 137 26 2 - 3,07 10-5
(281,17) (149,08) (19,76) (— 1,99 —)
Masc. 227 41 66 20 - - 7,99 0,1-0,5
(133,37) (81,25) (12,38)
Fem. 2256 146 71 6 2 - 0,59 50-30
(148,02) (67,31) (7,65) (— 2,02 —)
PGM3 1 21 2
Global 720 389 254 77 12,42 <0,01
(369,83) (292,38) (57,79)
Masc. 351 183 120 48 13,70 <0,01
(168,23) (149,54) (833,23)
Fem. 369 206 134 29 1,19 3020
: (201,96) (142,06) (24,98)
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TABELA 3.2

F13A: Distribuiglio fenotipica e acordo com os resultados esperados segundo
o principio de Hardy-Weinberg em amostras populacionais de zonas, regibes
ou distritos de Portugal continental.

AMOSTRA N ’ FENOTIPOS x?

T.M.—- Tras—-os-Montes.

ESTUDADA
21
REGIAO NORTE
Porto
Nat 288 155 120 13 2,94  10-5
(160,49) ~ (109,00)  (18,51)
Res 354 194 141 19 1,04  50-30
(197,64) (133,74)  (22,62) -
Minho
Nat, 0 21 16 3 0,00  >99
(21,03)  (15,95) (3,03)
Res 30 17 11 2 0,01  90-80
(16,88)  (11,25) (1,88)
T.M.
Nat 92 56 29 7 1,33 30-20
(54,02)  (32,95) (5,02)
Res 80 45 28 7 0,74  50-30
(43,51)  (30,98) (5,51)
Total Nat 420 232 165 23 0,82  50-30
(253,49) (158,00)  (26,50)
Total Res 464 256 180 28 0,24  70-50
(258,02) (175,98)  (30,01)
REGIAO CENTRO
Total Nat 97 55 34 8 0,74  50-30 :
(53,45)  (37,11) (6,44)
Total Res 82 49 27 6 0,69  50-30
(47,64) (29,73) (4,64)
REGIAO SUL . : .
Total Nat 32 21 8 3 0,78  50-30
(19,53)  (10,94) (1,53)
“Total Res 32 21 9 2 0,55  50-30
(20,32)  (10,36) (1,32)
|
|
|
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TABELA 3.3 : ‘
FUCA1: Distribuiglio fenotipica e acordo com os resultados esperados segundo
o principio de Hardy-Weinberg em amostras populacionais de zonas, regites

ou distritos de Portugal continental.

AMOSTRA N FENOTIPOS X2 P (%)
ESTUDADA g.l.=1
i 21 2
REGIAO NORTE
Porto
Nat 309 162 123 24 0,01 >90
(161,66) (123,66) (23,66)
Res 377 201 154 22 1,13 30-20
(205,00) (146,01) (26,00)
Minho
Nat 42 17 20 5 0,06 90-80
(17,36) (19,28) (5,36)
Res 33 14 14 5 0,23 70-50
(13,37) (15,27) (4,36)
T.M.
Nat 99 40 47 12 0,10 80~-70
(40,73) (45,54) (12,73)
Res 88 33 A4 11 0,39 70-50
(34,38) (41,25) (12,38)
Total Nat 450 219 190 41 0,00 >99
(219,12) (189,79) (41,10)
Total Res 498 248 212 38 0,63 50-30
(251,61) (204,74) (41,65)
REGIAO CENTRO
Total Nat 102 57 37 8 0,33 70-50
(55,89) (39,23) (6,88)
Total Res 88 51 29 8 1,59 30-20
(48,75) (33,50) (5,75)
REGIZO SUL
Total Nat 35 21 11 3' 0,56 70-50
(20,06) (12,87) (2,07)
Total Res 33 16 16 1 1,63 30-20
(17,46) (13,09) (2,45)

T.M.- Tras-os-Montes
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TABELA 3.4
@OT2: Distribuigéo
principio de Hardy-Weinberg em amostras populacionais de zonas,
regies ou distritos de Portugal continental.

fenotipica e resultados esperados segundo o

AMOSTRA N FENOTIPOS
ESTUDADA
1 21 31 OUTROS
REGIAO NORTE
Porto
Nat 375 357 16 2 -
(357,22) (15,59) (— 2,19 — )
Res 459 435 21 3 -
(435,26) (20,47) ( ~~ 3,27 — )
Minho
Nat 61 59 1 1 -
' (59,02) (0,98) (— 1,00 — )
Res 45 45 - - -
(45,00)
- Tras—-os—Montes
Nat 97 94 3 - -
(94,02) (---- 2,08----)
Res 81 80 1 - -
(80,00) (---- 1,00----)
Total Nat 533 510 20 3 -
(510,22) (19,61) ( — 3,17 —— )
Total Res 585 560 22 3 -
(560,23) (21,53) ( — 3,24 —— )
REGIAO CENTRO
Total Nat 108 105 3 - -
(105,02) (-=---2,08-~-~--)
Total Res 84 82 2 - -
(82,01) (--=--1,99~----)
REGIAQ SUL '
Total Nat 36 35 1 - -
(35,01) (- ---0,99--~--)
Total Res 34 33 1 - -
(33’01) ( -=-=--0,99 - - - - )
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TABELA 3.5

ME2: Distribuigdo fenotipica e acordo com os resultados esperados segundo
o principio de Hardy-Weinberg em amostras populacionais de zonas,
regides ou distritos de Portugal continental.

AMOSTRA N FENOTIPOS X® P (%)
ESTUDADA g.1.=1
1 21 2 '
REGIAO NORTE
Porto : ‘ ‘ o
Nat 349 135 165 49 0,02 90-80
(135,54) (163,91)  (49,55)
Res 416 163 196 57 0,02 90-80
(163,75) (194,50) (57,75)
Minho :
Nat 56 25 22 9 1,17 30-20
(28,15) (25,71) (7,14)
Res 42 19 16 7 1,21 30-20
(17,36) (19,28) (5,36)
T.M.
Nat N 32 46 13 0,30 70-50
(33,24) (43,52) (14,24)
Res 77 25 41 11 0,79 50-30
(26,89) (37,23) (12,89)
Total Nat 496 192 233 [ 0,00 >99
(191,89)  (233,24) (70,87)
Total Res 535 207 253 75 0,03 90-70
(207,92) (251,21) (75,88)
REGIAO CENTRO
Total Nat 104 47 45 12 0,06 90-80
(46,45) (46,11) (11,44)
Total Res 82 37 34 LA 0,50 50-30
(35,57) (36,88) (9,56)
REGIAO SUL :
Total Nat 34 12 15 7 0,33 70-50
(11,18) (16,63) (6,18)
Total Res 34 15 12 7 2,17 20-10

(12,97) (16,06) (4,97)

T.M.— Tréds-os-Montes
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TABELA 3.7

PaM3: Distribuig8io fenotipica e acordo com os resultados esperados segundo
o principio de Hardy-Weinberg em amostras populacionais de zonas, regides
ou distritos de Portugal continental.

AMOSTRA N FENGOTIPOS | X2 P (%)
ESTUDADA . g.l.=
1 21 2
REGIAO NORTE
Porto
Nat 326 175 125 26 0,31 70-50
(173,01) (128,96)  (24,03)
Res 398 216 147 35 1,88  20-10
(210,59) (157,84)  (29,58)
Minho e :
Nat 46 23 16 7 2,00 20-10
(20,89) (20,22) (4,89)
Res 33 17 12 4 0,64  50-30
(16,03) (13,94) (3,03)
T.M.
Nat 101 55 35 11 2,11 20-10
(52,04) (40,92) (8,04)
Res 88 52 28 8 2,02 20-10
(49,50) (23,00) (5,50)
Total Nat 473 253 176 44 0,3t 70-50
(245,82) (190,34)  (36,84)
Total Res 519 285 187 47 3,97 5-2
(276,04) (204,92) (38,03)
REGIAO CENTRO
Total Nat 107 57 40 10 0,58 50~-30
(55,41) (43,18) (8,41)
Total Res 95 45 38 12 0,78  50-30
, (43,12) (41,77)  (10,11) N
REGIAO SUL
Total Nat 36 19 10 7 5,06 21
(16,00) (16,00) (4,00)
Total Res 36 21 11 4 1,64  30-20
(19,51) (13,99) (2,51)

T.M.— Tras—-os-Montes
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Os resultados da analise conjunta de pares de Jloci

estdo sumariados na tabela 3.8.

Todos os pares de loci investigados envolveram,

sempre, pelo menos um Jlocus de um sistema genético

leucocitério.

0O segundo locus de cada par foi seleccionado com

base no seguinte:

- Quando para o locus Tleucocitario do par se

desconhecia a 1localizagdo cromossémica definitiva - caso
especifico de ME2 - a distribuigdo populacional conjunta foi
investigada para todos os loci marcadores disponiveis, quer se
tratasse de leucocitarios, eritrocitdrios ou plasmaticos;

- Quando a localizag¢8o cromossémica do locus
marcador leucocitario de um par era bem conhecido, a analise
restringiu-se apenas a pares de loci em situagdo cromossémica
relativamente préxima, incluindo igualmente marcadores

leucocitarios, eritrocitdrios ou plasmaticos.

TABELA 3.8

Andlise da distribuig8o populacional conjunta de 38 pares
de Jloci e acordo com os valores esperados baseados
em frequéncias génicas (X*T) ou tabelas de contingéncia (X*C).

ASSOCIAGARO NUMERO DE X2T X2C g.1l. P(%)
ESTUDADA INDIVIDUOS

ME2 x ABO 719 5,16 - 8 70-80
ME2 x ACP1 i 473 18,60 - 9 2-5

ME2 x ADA 484 0,64 - 3 80-90
ME2 x AK1 502 2,05 - 2 30-50
ME2 x ALAD 501 3,566 - 3 20-30
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TABELA 3.8 - Continuagédo.

ASSOCIAGAO  NUMERO DE X3T X*C g.1. P(%)
ESTUDADA INDIVIDUOS

ME2 x AMY2 523 0,74 - 1 30-50 1
ME2 x BF 171 6,28 - 5 20-30
ME2 x C3 481 10,17 - 5 5-10
ME2 x ESD . 549 4,31 - 6 50-70
ME2 x F13A 596 5,21 - 6 50-70
ME2 x FUCAT 592 2,55 - 6 80-90
ME2 x FY 500 10,08 - 6 10-20
ME2 x GALT 451 4,51 - 5 30-50
ME2 x GC 525 4,49 - 4 30-50
ME2 x GLO1 497 3,28 - 6 70-80
ME2 x GOT2 722 8,12 - 2 1-2
ME2 x GPT 491 3,48 - 3 30-50
ME2 x HP 528 8,46 - 6 20-30
ME2 x ORM1 200 2,12 - 5 80-90
ME2 x PEPC 352 1,76 - 4 70-80
ME2 x PGD 448 0,81 - 2 50-70
ME2 x PGM1 682 3,93 - 5 50-70
ME2 x PGM3 626 5,40 - 6 30-50
ME2 x PGP 479 4,24 - 5 50-70
ME2 x PLG 225 2,66 - 3 30-50
ME2 x RHC 646 5,36 - 6 30-50
ME2 x RHE 646 1,02 - 4 80-90
ME2 x TF 172 5,08 - 5 30-50
ME2 x UMPK 498 0,86 - - 1 30-50
F13A x GLO1 497 4,54 - 6 50-70
F13A x PGM3 673 - 2,55 4 50-70
FUCA1 x PGD 470 0,27 - . 1 50-70
FUCA1 x RHC 607 12,91 - 6 2-5
FUCA1 x RHE 607 3,87 - 4 30-50
FUCA1 X UMPK 459 3,95 - 2 10-20
GOT2 x PGP 571 0,34 - 1 50-70
PEPC x FY 297 4,93 - 5 30-50
PGM3 x GLO1 512 - 5,45 4 20-30
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3.2 Genética formal

As distribuicgdes fenotfpicas na populagdo portuguesa
de pares mée/filho, relativamente a cada um ‘dos sistemas
genéticos investigados, encontram-se descritos na tabela 3.9,
sendo de salientar que n8o sé observou nenhuma exclus8o
mée/f1ilho.

Nas tabe]as 3.10‘a 3.15, apresentam-se, para os
mesmos sistemas genéticos, os resultados da analise de
segregacéo em descendentes de familias nucleares.

De referir que no sistema PEPC se registou uma
familia com exclusdo aparente de maternidade e‘ outra com

exclusdo, também aparente, de paternidade.

Nas mesmas tabelas indicam-se, em simultineo, as’

distribuicdes correspondentes dos tipos de cruzamentos na

populagdo portuguesa.

Tabela 3.9

Distribuigdo fenotfpica de F13A, FUCAt1, GOT2, ME2, PEPC e PGM3 em pares mie/filho.

PEPC QoT2

Mie Fitho N Mae Filho N

1 e 6 21 2 121 3 2

1 o4 a1 125 1 2m 4 1 % 276
(103,66) (23,87) (270,40) (4,78) (0,97)

61 23 30 12 65 21 6 3 x 1 % 10
(23,87) (29,51) (5,50) (4,78) (4,86) (0,08)

6 ‘ 4 4 31 1 % 1 % 2
: (5,50) (0,97) (0,97)

21 1 % 1 % 2

(0,81) (0,01)
N 117 65 12 1 1 196 N 278 7 2 1 288
PEPCX1 = 0,809 ; X* = 12,22 ; g.1.= 4; GOT2x1 = 0,979  X*=0,57; g.1.=1;

PEPCX2 = 0,005 0,02 > P > 0,01 QoT2%2 = 0,017 0,50> P >0,25

* classes somadas para cdlculo de X*
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TABELA 3.9 - Continuagéo.

F13A

Mae Filho N
1 21 2

1 103 30 - 133

(100,44) (34,40)

21 41 43 12 96
(34,40) (46,18) (11,78)

2 - 11 3 14
’ (11,78) (4,03)

N 144 84 15 243

F13A%1 = 0,745 ; X* = 2,43 ; g.1. =
0,80 > P > 0,70

FUCA1
Mae Filho N
1 21 2

1 77 35 - 112
(81,43) (34,83)

21 46 49 13 108
(34,83) (49,73) (14,19)

2 - 13 4 17

(14,90) (6,37)
N 123 97 17 237

FUCA1*1 = 0,700 ; X* = 5,20 ; g.1.=
0,50 > P> 0,30

ME2 PEM3
Mae Fitlho N Mae Fitho N
1 a1 2 1 21 2
1 72 41 - 113 1 94 47 - 141
(68,84) (40,92) (99,55) (40,13) )
21 39 68 17 124 21 42 51 17 110
(40,92) (65,24) (24,32) (40,13) (56,31) (16,18)
2 - 33 9 42 2 - 20 4 24
(24,32) (14,48) (16,18) (6,52)
N i1 142 26 279 N 136 118 21 275
ME2x1 = 0,627 ; X* =7,71 ; g.1.=5; PCM3%1 = 0,713 ; X* = 3,98 ; g.1. =56
0,20 > P > 0,10 0,70 > P » 0,50
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TABELA 3.10 - F13A: Segregagfo fenotipica em 116 familias nucleares com
340 descendentes e distribuig8o populacional de tipos de cruzamento.

CRUZAMENTO DESCENDENCIA
TIFO N FENOTIPOS N X2 P(%)
1 21 2
1 x 1 31 72 72
(33,05)
a
1 x 21 54 79 99 178 2,25 10-25
(48,74) (89,00) (89,00)
b
21 x 21 16 12 24 8 44 1,09 50-75
(17,98) (11,00) (22,00) (11,00)
. . a
2 x 21 9 14 10 24 0,67 25-50
(6,62) (12,00) (12,00)
1 x 2 6 22 22
(8,98)
TOTAL 116 163 159 18 340
F13Ax1 = 0,731 X =3,11;9g.1.=3; 0,50 > P > 0,30
a) g.1.=1
b) g.1.=

TABELA 3.11 - FUCAt1: Segregagio fenotipica em 1156 fam{lias nucleares com
320 descendentes e distribuigéo populacional de tipos de cruzamentos.

CRUZAMENTO DESCENDENCIA
TIPO N FENOTIPOS N x? P(%)
1 21 2
1 x 1 36 130 130
(34,73)
4 b
1 x21 48 53 59 112 0,32 75-90
(48,48) (56,00) (56,00) : .
a
21 x 21 12 8 17 6 31 0,55 75-50
(16,92) (1,75) (15,50) (7,75)
b
2 x 21 7 % ‘9 6 15 0,50 25-50
(5,90) (7,50) (7,50)
2 x 1 1 29 - 29
(8,46)
2 x 2 1 * 3 . 3
(0,52)
TOTAL 115 191 114 15 320

FUCA1%1 = 0,741

* classes somadas para cédlculo de X*

a) g.1.=2
b) g.1.=1

X* = 2,63 ; g.1.= 3; 0,60 > P > 0,30
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TABELA 3.12 - @QOT2: Segregagfio fenotipica em 165 familias nucleares
com 452 descendentes e distribuigéo populacional de tipos de cruzamentos.

CRUZAMENTO DESCENDENCIA
TIPO N FENGTIPOS , N X P(%)
1 21 2 31
1 x 1 148 384 284
(147,70)
a
1 x21 14 24 24 48 0,00 >99
(14,70)  (24,00) (24,00) ]
1 x31 2 7 8 15 0,07 75-90
(1,82)  (7,50) (7,50) .
21 x 21 - % g4 1% 5 2,20 10-25

1
(0,37) (1,25) (2,50) (1,25)

TOTAL 165 415 28 1 8 452

GOT2%1 = 0,973 ; GOT2%2 = 0,024 X =0,12; g.1l.=1; 0,80 >P> 0,70
a) g.1.=1 ,
% classes somadas para cdlculo de X*

TABELA 3.13 - ME2: Segregagfio fenotfpica em 151 famflias nucleares com 411
descendentes e distribuigdo populacional de tipos de cruzamentos.

CRUZAMENTO DESCENDENCIA
TIFO N FENGTIPOS N X2 P(%)
1 21 2
1 x 1 25 61 61
(21,27)
e e T
| a
1 x 21 40 | 55 70 125 1,80 10-25
(53,80) | (62,5) (62,5) |
| : al
2 x 21 22 | 41 23 64 5,06 0,01-0,02 |
(21,52) (32,00) (32,00) I
I b 1
21 x 21 45 | 34 46 26 : 106 3,06 10-25 |
(34,02) 1 (26,50) (53,00) (26,50) ' |
| |
| a |
| 89 157 49 295 2,15 10-25 |
I (89,00) (147,50) (58,50) : !
e e e e e e e e e e e e e e ———— |
2 x 1 19 55 55
' (17,00)
TOTAL 151 150 212 49 411

M§2*1 =0,613 X*=17,84 ; g.1.=23; 0,05>P > 0,02
a) g.1.=

1
b) g.1.= 2
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TABELA 3.15 - PGM3: Segregacdo fenotipica em 117 familias com 326
descendentes e distribuigdo populacional de tipos de cruzamentos.

CRUZAMENTO DESCENDENCIA
TIPO - N FENGTIPOS N X2 P(%)
1 21 2
1 x 1 29 77 77
(32,97)
) a
1 x 21 58 81 70 151 0,80 25-50
(49,12) (75,5) (75,5) X
21 x 21 11 15 22 14 51 1,00 50-70
(18,30) (12,75) (25,5) (12,75)
a
2 x 21 g9 R 14 7 21 2,33 10-25
(6,82) (10,5) (10,5)
1 x 2 10 26 26
(9,14)
TOTAL 17 173 132 21 326
PGM3%1 = 0,729 ‘ X2 =5,60 ; g.1. =3 ; 0,20 > P> 0,10
a) g.1.=1
b) g.1.=2

3.3 Ligagé8o factorial

As rela¢des de 1ligagdo factorial entre ME2 e 27
sistemas genéticos, apresentam-se na tabela 3.16, onde os
valores de "lod scores” foram discriminados em fungéo da

informagdo de segregag¢8o ( materna ou paterna).

Por sua vez, a tabela 3.17 diz respeito aos valores
de "lod scores” obtidos entre os pares de loci do grupo de

ligagdo integrando PEPC, Fi13B e HF, e entre estes e FY.
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TABELA 3.16
Andlise de ligagdo entre ME2 e 27 sistemas genéticos.

X
SISTEMA INFOR. FRACGAO DE RECOMBINAGAO ‘ NUMERO
GENETICO SEGRE.
0,01 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40 FAM. DESC.

ABO

P -24,35 -12,18 -7,30 -3,04 -1,13 =-0,25 12 43

M -18,68 -8,71 -4,86 -1,72 -0,52 -0,09 11 44
ACP1

p ~-17,35 -8,60 -5,12 -2,12 -0,79 -0,18 10 33

M -2,80 -1,44 -0,89 -0,39 -0,15 -0,04 2 4
ALAD

P -7,01 -3,61 -2,22 -0,97 -0,38 -0,09 3 10

M -3,62 -1,65 -0,90 -0,31 -0,10 -0,02 3 11
AMY2

P -2,73 -0, 81 ~-0,15 0,25 0,24 0,09 5 14

M -0,82 -0,21 -0,01 0,07 0,05 0,02 3 7
BF

P -6,13 -2,81 -1,54 -0,52 -0,14 -0,02 3 15

M -10,63 -5,25 -3,12 -1,28 -0,48 -0,11 5 20
Cc3

P -1,40 -0,72 -0,44 -0,19 -0,08 -0,02 1 3

M -3,62 -1,63 -0,87 -0,26 -0,06 -0,00 2 10
ESD

P -5,84 -2,57 -1,36 -0,43 ~-0,12 -0,02 6 18

M -2,15 -0,32 0,25 0,47 0,33 0,1 8 20
Fi3A

P -13,30 -5,48 -2,59 ~-0,49 0,08 0,09 16 46

M -12,50 -5,36 -2,73 -0,80 -0,19 -0,03 17 46
F13B

P -10,92 -5,51 -3,33 -1,42 -0,564 -0,12 6 20

M -3,26 -0,78 0,02 0,41 0,32 0,11 7 22
FUCA1

P -6,72 -3,35 -2,00 ~-0,84 -0,31 -0,01 6 13

M -9,16 -3,95 -2,01 -0,57 ~0,11 -0,07 13 3 |
FY 1

P -15,87 -7,23 -3,91 -1,25 -0,30 -0,03 12 41 '

M -9,96 -4,07 -1,86 -0,22 0,24 0,17 10 - 34
GALT

P -9, 81 -5,056 -3,11 -1,36 -0,53 -0,12 4 i8

M -3,91 -1,91 -1,12 -0,45 -0,16 -0,04 1 8
ac

P .=10,05 -4,74 -2,69 -1,02 -0,3%5 -0,07 9 25

M -8,86 -3,63 -1,68 -0,25 0,18 0,09 8 30
GLO1 :

P -8,06 -3,50 -1,82 -0,56 -0,14 -0,02 9

M -11,45 -5,46 -3,13 -1,21 -0,42 -0,09 8 27

* INFORMACAO DE SEGREGAGAO: P- Paterna ; M- Materna
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TABELA 3.16 ~ continuagéo.

b 4
SISTEMA  INFOR. FRACCAO DE RECOMBINAGAO NUMERO
GENETICO SEGRE.
0,01 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40 FAM. DESC.
G0oT2
P -11,21 -5,77 -3,55 -1,565 -0,61 -0,14 2 18
M -2,80 -1,44 -0,89 -0,39 -0,16 -0,04 2 4
GPT
P . -15,88 -7,29 -4,01 -1,40 -0,43 -0,08 12 43
M -5,565 -2,32 -1,14 -0,30 -0,06 -0,00 8 21
HF
P -4,95 -1,76 -0,64 0,07 0,16 0,06 9 25
M -2,15 -0,30 0,28 0,52 0,37 0,12 6 19
HP
P -7,24 -3,30 -1,80 -0,63 -0,20 -0,04 8 20
M -1,40 -0,72 -0,44 ~0,19 -0,08 -0,02 1 2
ORM1
P -9,46 -4,20 -2,22 -0,70 -0,18 -0,02 10 28
M -7,83 -3,81 -2,23 -0,90 -0,33 -0,07 5 16
PEPC
P -12,84 -6,14 -3,50 -1,29 -0,40 -0,07 6 28
‘ M -10,34 -4,99 -2,90 -1,15 -0,41 -0,09 7 23
PeM1
P -23,70 -11,08 -6,21 -2,24 -0,71  -0,14 17 62
M -11,38 -4,85 -2,43 -0,62 -0,07 0,02 14 37
PGM3
P -12,70 -4,93 -2,10 -0,14 0,26 0,13 15 47
M -22,08 -10,71 -6,25 ~2,50 -0,90 -0,20 14 51
PGP
P -9,81 -5,05 -3, 11 -1,36 ~0,53 -0,12 4 14
M -0, 81 -0,19 0,02 0,12 0,10 0,03 2 5
PLG
P -13,14 -6,44 -3,79 -1,54 -0,56 -0,13 11 29
M -9,46 -4,20 -2,22 -0,70 -0,18 -0,02 9 28
CRH :
P -18,45 -9,06 -5,35 -2,18 -0,80 -0,18 15 40
M -24,562 -11,29 -6,22 -2,17 -0,66 -0,12 21 66
TF .
P -1,40 -0,72 -0,44 ~0,19 -0,08 -0,02 1 2
M -1,40 -0,72 -0,44 -0,19 -0,08 -0,02 1 2
UMPK
P -2,80 -1,44 -0,89 ~-0,39 -0,15 -0,04 1 4
M ~7,24 -3,28 -1,77 -0,58 -0,16 -0,02 5 19
* INFORMAGAO DE SEGREGAGAO: P - paterna; M - materna.
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4 . DISCUSSAO

4.1 Genética Bioquimica

" Tal como inicialmente explicitéamos, um dos
objectivos primordiais deste trabalho incide sobre a pesquisa
de variabilidade genética de fun¢des bioquimicas susceptiveis
de demonstragdo na fracgdo sanguinea que se designa por
leucocitédria, desde que essas mesmas fungdes nédo fossem
detectdaveis em material biolégico de mais facil manipulagdo -
caso de glébulos vermelhos ou plasma - ou que a sua
demonstragdo em leucécitos constituisse uma potencializacgéo
técnica ou econétmica das respectivas fenotipagens.

Tendo em vista a sua posterior utilizag8o na

investigacéo da filiacéo biolégica, a andlise foi
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selectivamente canalizada para a heterogeneidade genética

determinada por loci na situagdo de polimorfismo e,

simultaneamente, por uma fenotipagem que garantisse, do ponto
de vista técnico, um grau de reprodutibilidade, de facilidade
de rotina e de custo financeiro global compativeis com os
padrdes exigidos pela potencial aplicagéo.

Os resultados apresentados referem-se aquelas
fungdes bioquimicas que, nho conjunto das investigadas no
decurso do trabalho, se consideraram corresponder, em rigor,
as condig¢des enunciadas.

O seu numero é bem o reflexo das dificuldades que a
fenotipagem de marcadores leucocitarios apresenta e que esta
de jgual forma patente na relativa escassez de publicagdes que
envolvem esse tipo de polimorfismos.

Tais dificuldades, que procuramos, dentro do
possivel, ultrapassar, prendem—se, em grande parte, com trés
aspectos, mutuamente condicionantes, e que ¢é importante
salientar.

0 primeiro problema surge, desde 1logo, com a
reduzida quantidade de extracto leucocitério que se obtem com
o volume de sangue por norma recolhido.

Aumentar a quantidade de sangue a colher em cada
individuo, era uma solugdo a que ndo interessava recorrer,
dada a eventual pouca aceitagdo por parte de alguns dadores,
acrescida da dificuldade de execugdo na faixa etdria mais

baixa dos mesmos.

Procurou-se, por isso, a partir dos habituais 8-10ml
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de volume total de sangue, utilizar um processo de separagéo
que resultasse no minimo desperdicio da fracgdo leucocitéria.

A utilizac8o de dextrano como meio macromolecular em
que a sedimentacg¢8do era induzida, revelou-se bastante eficaz,
dado que promovia uma rapida deposigdo dos eritrécitos e, por
conseguéncia, uma separagdo de leuc6bcitos facilitada. Além do
mais, tinha a vantagem de ser um produto bastante mais
econémico do que outros compostos para o) efeito
generalizados. Por outro 1lado, a remogdo progressiva da
fracg¢8o n8o eritrocitaria A& medida que a eritrocitédria ia
sedimentando, ainda que fastidiosa, proporcionava volumes de
extractos Jleucocitdrios que compensavam a morosidade da

tarefa.

Um segundo tipo de dificuldades que surge com

frequéncia quando se trabalha com extractos 1leucocitérios,

advem do facto de, para muitos loci de fungdes bioquimicas, os
niveis de actividade ai encontrados serem francamente baixos,
sobretudo quando comparados com o©0s observados em outros
tecidos ou orgfos em que os mesmos loci também se expressam.

Para algumas enzimas agora investigadas, em especial
ME2 e PGM3, a anadlise em 1leuc6bcitos néo constitui,
propriamente, o material de mais fdacil investigagéo, por se
registarem ai niveis de actividade muito préximos dos
liminares de detecg¢d@o qualitativa. |

Por 1isso, e sobretudo para estas duas enzimas, a

preparagdo do Tleucolisado constitui, do ponto de vista
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técnico, uma fase bastante critica: um tratamento preparativo
menos cuidado ou adegquado pode resultar em perda consideravel
de actividade enzimdtica, com consequente compromisso da
possibilidade de a detectar.

Nessa medida, testaram-se diversos processos de
preparagdo do leucolisado, dos quais os dois apresentados ho
ponto 2.3 foram os que lograram proporcionar melhores padrdes
electroforéticos, pelo que passaram a ser utilizados como
tratamento de rotina. o

0 primeiro, em que‘ o meioA de extracclo era
constituido apenas por Hzo, e em que as células eram
submetidas a wuma sonicagdo 1ligeira, revelou ser o mais
apropriado para as enzimas localizadas no citoplasma celular,
ou seja, PGM3, F13A e PEPC. Em contrapartida, para as enzimas
localizadas nho interior de organitos celulares, caso das
enzimas mitocondriais ME2 e GOT2 ou da enzima Tisossbdmica
FUCA1, o tratamento mais eficaz foi o segundo, isto &, aquele
em que as células eram submetidas a uma sonicagdo mais forte e
em gque, como solugdo de extracg¢éo, se utilizava uma mistura de
detergentes ndo-ibénicos (Triton 100x e octyl1-8-D-gluco-
piranosideo).

Como para nenhuma das trés enzimas referidas se
notou qualquer perturbacgéo do padréo de migracgéo
electroforética apdés tratamento com aqueles reagentes, &
provavel que estes actuem apenas ao nivel da solubilizag8o de
fragmentos de membrana contendo compostos que pudessem estar

ligados as proteinas em causa.
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Por fim, refira-se um terceiro tipo de problemas que
a fenotipagem de marcadores leucocitdrios apresenta e que tém
a ver com caracteristicas intrinsecas do préprio material
biolégico.

A fracg¢éo leucocitéaria, e agora falamos em
leucocitéaria no sentido estrito, ¢é composta por uma populagéo
celular mista em que todos os constituintes celulares se
caracterizam por apresentarem sistemas muito activos, néo
apenas de sintese, mas também, e em particular, dado o tipo de
investigagdo em causa, sistemas muito activos de degradagéo
proteica, nestes incluindo proteases muito eficazes. Isto
estard na origem do envelhecimento extremamente rédpido a que
estd sujeito este tipo de material biolégico, envelhecimento
esse a que algumas fun¢Bes enzimadticas séo particularmente
sensiveis.

ME2 foi das enzimas investigadas aquela que se
revelou mais vulneravel ao envelhecimento, apresentando uma
diminuig8o acelerada de actividade catalftica que resultava
em perda total de actividade. Também PGM3 e PEPC manifestaram
efeitos marcados da degradagdo da amostra, que se traduziam
por um aumento considerdvel das suas reactividades a radicais
SH, o que resultava no aparecimento de 1isoenzimas mais
acidicas, dificultando ou inviabilizando até a diferenciacgéo
das formas normais.

De igual modo, e -no que concerne a G0T2, era
frequente observar-se em extractos pouco frescos diversas

isoenzimas adicionais, mas estas originadas por desaminagéo
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progressiva das formas mais jovens (Williams e John, 1979;
Gracy, 1983). | | |

F13A e FUCA1 foram os loci de fungBes bioquimicas
mais tolerantes ao envelhecimento da amostra, pelo menos em
comparagdo com os outros investigados. |

0 aparecimento de “"artefactos" ou a inibigéo
pfogressiva da actividade enzimatica sdo factores que
perturbam a leitura correcta dos fenétipos e comprometem a
credibilidade da prépria fenotipagem. Por isso, procurou-se,
dentro do possivel, evitar que os efeitos do envelhecimento da
amostra se fizessem sentir.

Assim, deu-se particular cuidado ao processo de
armazenamento: o sangue foi sempre tratado num periodo que ndo
excedeu as 24 horas apés a colheita e, na impossibilidade de
proceder de imediato Aas correspondentes fenotipagens, os
extractos Tleucocitdrios foram armazenados a -20°C, imergindo
os tubos em acetona liquida para promover um congelamento mais
rapido. |

Uma vez descongeladas, as amostras nunca foram
reusadas e procedeu-se as fenotipagens no menor prazo possivel
apoés a colheita. |

Constatou-se que, em geral, resultados p]enameﬁte
satisfatérios eram obtidos em extractos com menos de um més de
armazenamento, mas, apds esse perfodo, a frequéncia com que
surgiam dificuldades de fenotipagem, especialmente para ME2,
desaconselhava exceder tal periodo para proceder as

-respectivas anédlises.
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Como termo de comparagdo é de referir gque para a
maioria dos marcadores eritrocitdrios ou plasmaticos, e salvo
excepgdes pontuais, a fenotipagem é possivel, sem problemas de
maior, em amostras armazenadas nas condi¢Bes 1idénticas as
atras referidas, por perfodos superiores, e para ndo se errar

por excesso, a 1 ou 2 anos.

Tais dificuldades T1imitam a investigagdo neste tipo
de material biolégico e impBem uma gest8o cuidadosa da sua
utilizagéo, tanto mais quanto pretendiamos a fenotipagem
simultanea de diversos marcadores a partir do mesmo extracto
leucocitario, na tentativa de explorar ao maximo o seu
potencial grau de informagéo.

Naturalmente, vimo-nos obrigados a limitar o numero
de fungdes bioquimicas pesquisadas, até porque, a excepgéo de
GOT2 e ME2 que com sucesso se pbde fenotipar conjuntamente,
todos o0s outros sistemas genéticos exigiam técnicas analiticas
individuais, o que se traduzia, na préatica, pelo gasto na
totalidade de uma dada amostra leucocitdria.

Também a reduzida quantidade de amostra condicionou,
em parte, a selecg¢lo das préprias técnicas analiticas. Assim,
recorreu-se sempre aquelas que, sem perda de poder
discriminante, exigissem a minima quantidade de extracto
leucocitdrio, mesmo que tal correspondesse a um ligeiro

compromisso da vertente econdmica da fenotipagem.

No geral, quanto a estratégia tecnolégica utilizada,

pode dizer-se que a nossa preocupac¢do dominante foi
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potencializar técnicas de fenotipagem, em leucédcitos, de

marcadores electroforéticos, na convicgdo de que tal poderia
resultar num rendimento analitico global positivo em relagfo a
parametros como reprodutibiiidade, praticabilidade ou custo
por fenotipagem.

Parece oportuno, entretanto, tecer algumas
consideragBes de indole técnico—-analitica sobre cada um dos

polimorfismos investigados.

4.1.1 F13A

Desde a técnica apresentada por Board (1979) quando
descreve, pela primeira vez, o polimorfismo genético do F13A,
uma variedade consideréavel de metodologias foi,
subsequentemente, aparecendo para a determinagdo dos fendétipos
correspondentes.

As metodologias diferem, desde logo, pelo tipo de
técnicas utilizadas: electroforese convencional em gel de
agarose, ou, segundo a tendéncia mais generalizada nos Gltimos
anos, focagem isoeléctrica em gel de agarose ou
poliacrilamida. \

Por '~ sua vez, a técnica analitica parece ser
condicionante do processo de visualizagdo dos produtos génicos
do F13A. Com efeito, verifica-se que as fenotipagens por
focagem isoeléctrica se acompanham, sistematicamente, de vias

de detecgdo 1imunolédgica, quer por técnicas convencionais

(Weidinger et _al 1983; Eiberg et_al 1984), quer pelo mais
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sofisticado processo de "imunoblotting” (Dykes et _al, 1986;

suzuki et_al, 1986; Stahl e Mayr, 1980), enquanto que as

fenotipagens por electroforese em agarose recorrem, de
preferéncia, a4 detecgdo funcional, tirando partido da
actividade transglutamindsica das cadeias A pré-activadas por
trombina e Cac12( Graham et _al 1984; Castle e Board, 1985).

Esta selectividade quanto aos processos de
visualizagéo dos fenétipos do F13A néo serd, por seu lado,
alheia ao tipo de material biolégico em que o polimorfismo é,
por norma, investigado: plasma ou plaquetas. Na realidade, em
trabalhos com plaquetas, tém sido obtidos, de forma
indiscriminada, resultados satisfatérios por detec¢éo
funcional ou imunolégica, mas, pelo contrdario, em trabalhos
com plasma, a detecgéo funcional tem-se revelado
manifestamente insuficiente, e s6 a grande sensibilidade da
via imunoldgica parece permitir a obtengdo de fenotipagens
inequivocas.

Tal ndo serd de estranhar se se entender que cerca

de 50% do conteldo sanguineo do F13A é providenciado pelas

plaquetas (McDonagh et al, 1969), e daf o sucesso da detecgéo
funcional neste tipo de material biolégico. |

A multiplicidade de métodos de investigag8o, e a sua
progressiva sofisticag8do , néo se traduziu, porém, nem numa
melhoria significativa do poder de resolugdo analitico, nem
td80 pouco num aumento da capacidade de discriminagdo de
heterogeneidade genética. Perante este panorama pde-se, com

legitimidade, a questdo de saber se a utilizagdo de técnicas
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mais sofisticadas na investigag8o do polimorfismo do F13A

compensaraé, em termos analiticos, o aumento do custo
financeiro da fenotipagem que tais técnicas, de forma
intrinseca, acarretam.

Pelo menos, para a detecg¢do dos produtos génicos
comuns, tal ndo se justifica a ndo ser como mero exercicio de
preciosismo laboratorial. E nessa convicgdo que a técnica que
se utilizou se afigura, no global, como bastante vantajosa, jéa
que consegue articular, em simulténeo, um conhjunto de
par&metros que, do ponto de vista técnico-analitico, nos
parecem francamente positivos.

De facto, & de acentuar que:

12 - Recorre a uma convencional electroforese em gel
de agarose, técnica muito simples quanto a execugéo
laboratorial e, em termos financeiros, muito pouco onerosa. O
facto de o tamp8o das pontes poder ser reusado sé vem reforgar
este GUltimo aspecto.

E uma técnica de grande reprodutibilidade e com
poder de resolugéo bastante fino, como ilustra a Fig.1 (ver
APENDICE 2) em que estdo fotograficamente documentados os

padrbes electroforéticos observados por rotina quanto ao F13A.

20 - E uma técnica em que os produtos génicos s#o
detectados pelas propriedades enzimaticas e néo pelas
caracteristicas imunolégicas. Sempre que possivel, é

preferivel optar por detec¢des funcionais em detrimento das
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imunolégicas, pois para além de serem, em geral, menos
onerosas do Qque as segundas, a via 1imunolégica tem a
desvantagem de ndo ter sensibilidade para alelos que, sem
alteraclo das propriedades imunolégicas, surjam por mutagbes
ao nivel do local activo, isto é, para alelos com actividade
enzimatica nula ou alterada gquantitativamente.

No caso do F13A, estd até descrita uma disfungéo de
coagulacgdo ( Castle e Board, 1983; Ichinose e Davie, 1988),
provocada, em alguns casos, hnh&o pela auséncia de cadeias A,
mas pelo facto de serem destituidas de actividade enzimatica
(Mackee, 1983).

Embora a frequéncia do alelo responsavel pela
afecg8o seja muito baixa, no caso especifico do F13A, e até
como medida de precaugao, a via mais adequada para a

visualizag¢8o dos seus produtos génicos é a detecglo funcional.

30 - Finalmente, porque sendo uma técnica que exigia
de preferéncia, um material biolégico que possibilitasse a
detecgdo funcional, permitiu recorrer a uma fracg¢do sanguinea
cuja obtengéo dispensou qualquer trabalho preparativo
suplementar. Com efeito, ao ﬁontrério de outros investigadores
gue utilizam este método de detecgdo, ndo vimos necessidade de
proceder a um tratamento diferencial para a selecgdo de
plaquetas. O processo de separa¢do dos componentes sanguineos
utilizado permite obter, como ja foi dito, uma fracgéo
celular mista, rica nédo apenas em glébulos brancos mas também
em plaquetas. . e
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Entretanto, esta também demonstrada a presenga de
F13A em alguns tipos de leucb6bcitos, nomeadamente em monécitos
( Boda et al, 1989). Daf que a simples qt11izagéo da fraccéio
"leucocitaria”, enriquecida em células possuidoras de F13A,
possa facultar concentragBes suficientes deste factor de

coagulagdo para viabilizar a sua detecc¢8o funcional.

o Saliente-se, por Ultimo, que a detecgdo funcional se
revelou absolutamente inoperante quando, em vez de

leucolisados, se experimentou utilizar amostras de plasma.

4.1.2 FUCA1

Os padrdes e1ec£rof0rét1cos observados comummente eh
relagéo a FUCA1 estdo apresentados na Fig. 2 (ver APENDICE 2).
Para a sua determinagdo, utilizou-se uma técnica de focagem
isoeléctrica em gel de poliacrilamida, com gradiente de pH
enriquecido entre 4 e 7, gama de pH em que se enquadram os
pontos isoeléctricos da maioria das isoenzimas de a-FUCA.

Alids, & excepgdo dos trabalhos primordiais sobre
FUCA1 efectuados por electroforese em gel de amido (Turner
et al, 1974), todos os subsequentes usam, por sistema,
técnicas de focagem isoeléctrica em gel de poliacrilamida uma
vez que, em termos de resolugdo, proporcionam resultados
francamente melhores que os passiveis de obter por técnicas
mais convencionais.

Do ponto de vista técnico, o aspecto mais delicado

que esta fungdo bioquimica apresenta, surge em consequéncia de
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existirem maitiplas formas isoenzimiticas de a-FUCA,
resultantes da coexisténcia de diferentes estados de
glicolizagdo ( Alhadeff et al, 1976; O’Brien et al, 1987;
Dicioccio e Brown, 1988) da cadeia primaria da enzima e cujo
teor em residuos de acido sidlico &, em parte, determinante do

seu comportamento electroforético ( Kress et al, 1980).

Por essa razfo, quando se utilizam 1leucolisados
nativos, & possivel observar, ap6s focagem isoeléctrica, entre
8 a 10 formas de a-FUCA, ao passo que quando as amostras séo
submetidas a tratamento de dessializag8o por neuraminidase se
assiste a uma diminuicdo do numero de isoenzimas, para 6 a 8,
por desaparecimento das mais acidicas, e concomitante aumento
de actividade das mais catédicas, sugerindo, de facto que as
formas mais acidicas resultam da ligagdo de residuos de 4&cido
sialico & enzima.

Em amostras n#o dessializadas, a presenga de um
nuamero muito grande de isoenzimas perturba, consideravelmente,
a discriminagdo da variabilidade genética determinada por
FUCA1, pelo que um tratamento prévio e eficiente das amostras
com neuraminidase deve ser tido como fulcral para uma correcta

leitura dos fendétipos correspondentes.

4.1.3 GOT2

Pelo facto de este locus marcador se encontrar nas

popula¢®es até agora estudadas, Portugal inclusivé, numa
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situagdo muito préxima do limiar de polimorfismo, tem sido
relegado, um pouco inevitavelmente, para um plano secundario
em termos de prioridades de investigacgéio.

Ndo se considerou, no entanto, que & partida se The
devesse dedicar menor atengdo e procurou-se, até, recorrer a
técnicas menos convencionais na expectativa de poder revelar
heterogeneidade genética ainda n8o aparente. Estes propésitos,
porém, ndo lograram ir além do estabelecimento de uma técnica
de focagem isbe]éctrica que, apesar de proporcionar excelentes
padrdes fenotipicos, ndo revelou mais que os alelos Jj&
descritos GOT2%1, GOT*2 ou GOT2x%3.

Assim, n&o vimos interesse em adoptar qualgquer uma
das técnicas agora referidas como alternativa a técnica
electroforética de rotina apresentada no ponto 2.4.3, até
porque esta Ultima era também utilizada, e em simulténeo, para
a determinagdo dos fenétipds de ME2. Preteri-la em favor de
qua1quer outra equivaleria, por conseguinte, n&o apenas a um
duplo acréscimo de encargos financeiros, e duplo porque tal
corresponderia a introdugdo de uma técnica suplementar, ainda
por cima intrinsecamente mais onerosa, mas ainda a um
acréscimo sem contrapartida de trabalho laboratorial.

Pelos mesmos motivos, e ao contrario do que
Toyomatsu et al (1984) sugerem, a fenotipagem de GOT2 em
amostras de plasma ndo nos parece uma alternativa a adoptar.
Para além do mais, os niveis séricos de GOT2 s8o0 normalmente

baixos e estdo muito sujeitos a flutuagdes quantitativas
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determinadas por condi¢des fisiolégicas diversas ( Pol et_al,

1989).

Pode-se afirmar que a prossecugfo dos estudos de
GOT2 s6 foi incentivada por ser possivel proceder as
correspondentes determinagdes fenotipicas em boas condig¢Bes
(ver Fig.3 do APENDICE 2) conjuntamente com ME2, esse, sim,
marcador de grande interesse na investigagcdo da filiagéo
biolégica. O reduzido grau de informag&o de GOT2‘ quanto a
este aspecto n&@o justificaria, se tal fosse necessario, um

empenhamento que l1he fosse dirigido em especial.

4.1.4 ME2

A referéncia a dificuldades de fenotipagem de ME2 em
leucécitos continua ainda a ser uma constante, apesar de, pelo
menos desde 1979, Siebert et al terem demonstrado ser possivel
fazé-1o0 sem grandes problemas.

A maioria dos 1nvesﬁigadores gue se debrugou sobre
este polimorfismo tem, contudo, preferido usar materiais
biolégicos de mais dificil acesso: preplcios (Cohen e Omenn,

1979), fibroblastos de cultura (Povey et al, 1975), tecido

cardiaco (Papiha et al, 1989), Burchell et al, 1977), ou, com

mais frequéncia, amostras de cérebro (Ghosh et al 1980;

Bhattacharyya e Saha 1984, Papiha et _al 1989, entre outros).
A opcgdo é consent&nea com o facto de os niveis de
actividade da enzima ai encontrados serem bastante elevados,

facilitando, naturalmente, a detecg8o dos produtos genéticos
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determinados por ME2.

Contudo, tal como Siebert et al, ou mesmo Amorim
(1983), considera-se também que a determinag8do dos fendbétipos
de ME2 ¢é absolutamente viavel em amostras Tleucocitarias. E
verdade que a concentragdo de ME2 ao nivel deste tipo de
células ¢é té8o baixo que a sua detecgdo, como atrdas ja& se
referiu, requer cuidados redobrados, em particular em torno da
manipulagdo da amostra e das condig¢des da sua conservagéo.

Ndo descurando tais aspectos, é possivel obter bons
padrdes electroforéticos de ME2 em leucébcitos, como se
pretende ilustrar na Fig.4 (ver APENDICE 2) em que estédo

apresentados os fenétipos comuns que observdmos para este

marcador genético.

4.1.5 PEPC

H& que reconhecer que o estudo deste polimorfismo
foi, em grande, parte determinado por aquilo a que se pode
chamar um feliz conjunto de casualidades. Na realidade, o
prop6ésito inicial incidia sobre a pesquisa de variabilidade
genética de uma outra peptidase - PEPA. Com base nos
resultados apresentados por Lewis (1973), procurava-se
evidenciar em leuc6citos a existéncia dos alelos PEPAX1 e
PEPAX%XS8,

Porém, apesar de se ter observado alguma
heterogeneidade quanto & expressdo fenotipica de PEPA, n#o se

conseguiu sistematizar as diferengas encontradas e, deste
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modo, n#o foi possivel esclarecer o mecanismo, genético ou
ndo, subjacente a tal variabilidade, nem t&o pouco confirmar o
modelo de transmissdo postulado por Lewis, mesmo quando na
aparéncia se reproduziu as suas condigdes de fenotipagem.

Se exceptuarmos uma pseudo confirmagdo que se
referird a seguir, mais nenhuma equipa de investigag¢do pbde
comprovar a existéncia de polimorfismo genético para o locus
PEPA (KUhnl et _al, 1979).

Quanto aos presentes resultados,embora paregam néo
corroborar mais uma vez esta hip6tese, também ndo favorecenm,
de forma 1linear, a hipbtese contrédria. Com efeito, a
variabilidade fenotipica registada, ainda que n&o reprodutivel
ou interpretdvel nas condigdes testadas, pode apenas
significar que ainda n8o tenha sido encontrada a forma mais
adequada para a sua investigagéao.

Nessa altura, usavam-se como padrdes de referéncia
algumas amostras que haviam sido fenotipadas supostamente para
PEPA no Institut fUr Anthropologie und Humangenetik de
Tubingen, por recurso a um sistema electroforético descrito
por K&mpf et al (1979) para a investigagéo do que
consideraram ser PEPA. Tal suposigdo havia sido fundamentada
na semethanga de frequéncias populacionais dos produtos
génicos detectados com aquele sistema e as reportadas por
Lewis.

Notou-se, de imediato, a discreplncia de fenétipos

obtidos quando as mesmas amostras eram submetidas a
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electroforese nas condig¢Bes descritas por Kbmpf et al ou por
Lewis

Por coincidéncia, num estudo de ligagdo factorial
conduzido pela proépria equipa de investigag¢do alemd (KObmpf

et al, 1988), indicava~se forte 1liga¢do entre o locus que

designaram PEPA e um locus marcador do cromossoma 1 (HF), o

que estranhamente contrariava a localizagfo definitiva de PEPA
no cromossoma 18 (Creagan et al, 1973).

Perante os resultados, instalou-se a dlavida quanto a
forma peptiddsica cuja heterogeneidade era discriminada pelas
duas técnicas electroforéticas em jogo.

Teve-se, entédo, oportunidade de colaborar na
elaboragéo e execugdo de um protocolo experimental que
permitiu esclarecer a davida com que nos depardvamos.

Para tal, foram decisivas as seguintes observacdes:
1 . Quanto a especificidade de substrato

Duas formas enzimdticas apresentavam afinidade para
o substrato, 1leucil-alanina, que se utilizava por. rotina para
a visualizaglo da actividade peptidasica e, consequentemente,
com uma s6 solugdo de coloragéo desenvolviam-se duas zonas de
actividade.

Quando, porém, se substituia, na solugdo de
incubagdo, leucil-alanina pelo dipéptido valil-alanina, apenas
se observava o aparecimento da zona de actividade menos

anédica.
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De acordo com estudos prévios de afinidade

diferencial de substratos (Lewis e Harris 1967; Rapley et _al,

1971), a zona menos anddica seria a determinada por PEPA, dado
que PEPC é incapaz de hidrolizar valil-alanina.
Em relagdo ao dipéptido leucil-alanina, PEPC

manifestava uma reactividade um pouco mais acentuada que PEPA.
2 . Quanto_& estrutura guartendria

No "sistema K&mpf", o padrdo electroforético dos

presumiveis heterozigdéticos era constituido por apenas duas

bandas principais (abstragéo feita das isoenzimas
secundéarias), ou seja, um padrdo tipico de uma enzima
monomérica. Estudos anteriores, e Jj& referidos, haviam

demonstrado que este seria o tipo estrutural de PEPC, enquanto
que, pelo contrario, PEPA seria, estruturalmente, um dimero.
Assim sendo, a heterogeneidade genética observada no "sistema
K&mpf" seria, ao contrario do que de 1inicio se supunha,
determinada por PEPC e, por exclusdo de hipéteses, a outra

zona de actividade peptiddsica, a menos anddica, seria

referente a PEPA.

Face a tais observag¢des, uma analise comparativa
mais critica dos resultados globais permitiu concluir o

seguinte:

10. A peptidase que mais se evidenciava no "sistema
Kémpf" era na realidade PEPC e, portanto, a variabilidade

genética, supostamente atribuida a PEPA, dizia de facto
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respeito a PEPC.

Neste sistema, PEPA aparece muito préximo da zona de
aplicagéao das amostras, dando azo a que, em corridas
electroforéticas nédo prolongadas o suficiente, se confunda com
a zona daquilo a que poderemos desighar "actividade residual”
determinada por detritos celulares que ficam, por norma,
retidos na origem. Dai que esta peptidase tivesse passado

relativamente desapercebida.

20. No ‘“"sistema Lewis", ambas as peptidases ficam
bem individualizadas. PEPC aparece junto a frente do tampdo
sem manifestar variagdo. Em oposigdo, o sistema discrimina
heterogeneidade electroforética ao nivel da zona de actividade

peptidasica mais lenta determinada por PEPA.

Foi, pois, perante esta situagdo gque nos vimos, de
certa forma, impelidos ao estudo do polimorfismo genético de
PEPC.

Na Fig.5 (ver APENDICE 2) esté fotograficamente
representado um zimograma dos padrdes electroforéticos que
observamos.

Por norma, as determinag¢des fenotipicas foram feitas
em leucolisados, embora ocasionalmente tivéssemos recorrido a
amostras de glébulos vermelhos. Na realidade, PEPC expressa-
-se, quer em glébulos brancos, quer em g16bu1os‘ vermelhos,
mas, em geral, o nivel de actividade nestes Ultimos é bastante
mais baixo. |

Por outro 1lado, observa-se em hemolisados o)
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aparecimento de isoenzimas secunddrias com éctividade muito
mais marcada do aque em leucécitos. E possivel que estas
isoenzimas surjam, em parte, por reacgéé com glutationa
oxidada, abundante, em especial, em eritrécitos, suposigdo que
se baseia no facto de os padrdes electroforéticos de PEPC
apresentarem alguma reversibilidade consoante as amostras se
submetiam ou ndo a tratamento com DTT.

As melhores defini¢des fenotipicas de PEPC foram
obtidas quando eéte tratamento era efectuado e, sem duavida,
sempre que se utilizaram extractos leucocitarios.

O recurso, por rotina a glébulos brancos em
detrimento dos vermelhos foi ainda incentivado por se conhecer
a existéncia de, pelo menos, um alelo, PEPC*4, indetectdvel em
gl6bulos vermelhos (Povey et al, 1972). Os autores consideram
que o produto génico de PEPCx*4 apresentard, possivelmente,
termolabilidade muito elevada e, em consequéncia, serd mais
sujeito a uma degradagédo precoce. |

Apesar de os glébulos vermelhos serem possuidores de
Tongevidade considerdavel, sdo incapazes de efectuar sintese
proteica no estado maduro (que corresponde, c¢omo se sabe, a
quase totalidade da fase de circulagfio na corrente sanguinea)
e, portanto, n&o admira que ndo expressem, ou expressem de
modo deficiente, uma forma enzimatica que cedo entrou em
processo de degradagédo sem que tivesse sido possivel proceder
4 respectiva substituigdo. Pelo contrario, os leucécitos
mantém sempre activo o mecanismo de sintese proteica durante

todo o periodo de vida, pelo gue alelos do tipo de PEPCx4,
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incluindo este, possam aqui ser pesquisados com maior
probabilidade de éxito.

Até a4 data, nédo se detectou a presenga desse alelo
na populag8o portuguesa, mas, por principio, a alternativa que
oferecera maior credibilidade & prépria fenotipagem serd a
pesquisa de PEPC em leucé6citos.

Para finalizar, n8o podemos deixar de referir um
inconveniente, que talvez n&do seja menor, em torno da
investigagdo do polimorfismo de PEPC e que diz respeito a
componente financeira: em média, o prego da fenotipagem de
PEPC atinge valores bastante superiores aos da maioria dos
outros marcadores investigados. Tal é determinado pela
utilizagdo, nos tampBes, de uma espécie molecular muito
dispendiosa, histidina-HC1, caracteristica potenciada por se
tratar de um produto altamente instavel.

A situagdo s6 ficou um pouco minorada por se ter

conseguido reusar duas a trés vezes o tamp8o das pontes desde

que as solugdes dos compartimentos negativo e positivo fossem
armazenadas separadamente, e s6é misturadas na altura da
utilizag8o seguinte.

De qualquer forma, ¢é um parémetro que condiciona a
utilizaglo sistemdtica deste marcador genético, questfo que

retomaremos mais tarde (ponto 4.2.3).

4.1.6 PGM3

Problemas de fenotipagem idénticos aos referidos
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para ME2 envolvem também o polimorfismo de PGM3, sendo mais
uma vez resultantes dos baixos niveis de actividade
encontrados na maioria dos tecidos ou.orgdos humanos. N&o €,
pois, de estranhar que quase todas as investigagbes sobre PGM3
se tenham servido de extractos placentdrios como material
biolégico (Hopkinson e Harris, 1968; Donald, 1977; Corbo

et al, 1980; Melo et al, 1988; entre outros).

Contudo, alguns autores (Scheil e Scheffrahn, 1987;
Gunther, 1982 ou Bissbort et al, 1975), conseguem também
fenotipar PGM3 utilizando aquilo que denominam hemo1lisados
como fonte de enzima. Uma andlise mais atenta desses trabalhos
permite, porém, deduzir que o termo “"hemolisados” néo
corresponde, na verdade, ao seu significado estrito.

Na realidade, a separagdo dos componentes sanguineos
ndo ¢é feita diferencialmente, 1limitando-se os autores a
separar a fracg8o celular do sangue da plasmatica. Agquilo gue
referem como hemolisado é resultante, ndo s6 da 1lise de
eritrécitos, como o termo sugeriria, mas também da lise de
gl6bulos brancos, populagdo celular que serd de facto a
responsavel pela possibilidade de afi ser detectado PGM3
(Watter e Ananthakrishnan, 1980).

Para quem pretenda utilizar sangue, o isolamento da
fracg8o leucocitdria contituird o processo mais adequado a
investigagdo de PGM3 (Goedde e Stahn, 1974), na medida em que,
concentrando a bopu]agéo celular onde o locus se expressa,
possibilita uma detecgdo mais cbémoda da heterogeneidade

genética que lhe estd associada. Por outro lado, trabalhar com
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leucolisados permite reduzir as concentra¢des de alguns

substractos utilizados na solugdo de incubagéo, nomeadamente
glucose-1-fosfato e desidrogenase da glucose-1-fosfato, para o
nivel das ut{lizadas em placenta, concentrag¢gdes por norma
muito inferiores e, consequentemente, menos dispendiosas que
as exigidas pelos trabalhos em "hemolisados”.

Na Fig.6 (ver APENDICE 2), é apresentado um
zimograma dos fendétipos comuns de PGM3.

No caso concreto deste marcador, as amostras foram
sempre submetidas a um tratamento prévio com DTT, o que
induzia uma melhoria significativa dos padrdes
electroforéticos. |

Embora o fenéméno seja bem cohhecido; constatou-se
que os produtos peptidicos de PGM3 eram muito sujeitos a
alteragdes in vitro ocorrentes no periodo de armazenamento dos
extractos celulares. Em amostras menos frescas, era frequente
observar-se o aparecimento de enzimas adicionais, com
mobi1idade electroforética mais andédica e concominante
diminuigdo da intensidade de coloragdo das duas isoenzimas
principais. 0O facto destas alterac¢des serem reversiveis ap6s
adi¢do de agentes redutores , sugere que as 1isoenzimas de
armazenamento se formem por reacgdo progressiva dos grupos
sulfidril livres de residuos cisteina, com glutationa oxidada
existente na amostra. A fonte principal de glutationa oxidada
seria a contaminagdo dos extractos leucocitdrios com glébulos
vermelhos. Como o grau de contaminagdo é variavel de amostra

para amostra, €& impossivel controlar o estado de oxidag¢do das
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isoenzimas de PGM3, o que cria dificuldades na interpretacgéo
dos padr8es electroforéticos obtidos. Assim, um fen6tipo 2 de
uma amostra oxidada pode confundir-se com um 1 néo oxidado, ou
com um 2-1 se a oxidag8o nédo estiver completa.

Como Fisher e Harris (1972) recomendam, o ideal seré&
testar PGM3 em amostras em estado de total oxidagdo ou de
total redugio. No nosso caso, optou~se pela segunda

alternativa Jjad4 que DTT manifestou muito boas propriedades

redutoras.

4.2 Analise populacional e de segregacfo

POr em préatica técnicas de fenotipagem de marcadores
genéticos exige, pelo menos de inicio, o estabelecimento de
mecanismos que garantam a seguran¢a das préprias fenotipagens.
Tal €, em parte, providenciado pela anadlise de segregac¢io em
pares mae-filho ou em descendentes de familias nucleares,
estudos que, por sua vez, constituem a metodologia genético-
-estatistica apropriada a confirmaqéo dos modelos genéticos
formais dos sistemas a introduzir, e & pesquisa de distorgdes
de segregagdo eventualmente especificas da populacgéo em
andlise.

Como se depreende, foi dimprescindivel ter-se
realizado esse tipo de estudos que, entre voutros aspectos,
proporcionaram, 1indirectamente, um manancial suplementar de

resultados do ambito da genética populacional.
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Por outro 1lado, incluiu-se ainda nas amostras
investigadas uma percentagem nédo negligenciaval de individuos
envolvidos em processos de investigagdo da paternidade
biolégica. |

Esta conjugaglo de factores permite apresentar,
agora, amostragens populacionais globais de efectivo bastante
numeroso. Alids, do ppnto de vista da mera caracterizacéo
populacional, tais efectivos poderiam até ser considerados
excessivos se, em relag8o ao critério geografico, as aﬁostras
apresentassem um grande grau de consisténcia.‘

Ao integrar, porém, individuos envolvidos em exames
de paternidade, promoveu-se uma perda consideravel de
homogeneidade amostral. Com efeito, os respectivos locais de
residéncia ou naturalidade espalhavam-se por regies de Norte
a Sul do pafis, o0 que obrigou ao afastamento da metodologia
amostral inicialmente formulada e que se baseava, apenas, ha
caracterizagfo genética da regifio Norte de Portugal.

Considerou-se, no entanto, que seria, de qualquer
modo, interessante n#do excluir nenhuma regifo sobre a qual
possuissemos efectivos ndo excessivamente reduzidos do ponto
de vista de andlise genético-demografica.

Assim, para além de se apresentarem resultados
globais, e no sentido de diluir possiveis heterogeneidades de
ordem geogréfjca, apresentam-se também resultados parciais
obtidos, precisamente por estratificacdo da amostra total

segundo paréametros de indole geografica.

Como seria de esperar, ao concentrarmos o "esforgo
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amostral” na regi8o Norte do pafis e, em particular, no
distrito do Porto, as subamostras obtidas surgem com uma
grande desproporgdo numérica: se para a regido Sul do pais o
numero de individuos fenotipado nunca atinge as 4 dezenas e na
regido Centro apenas se aproxima da centena, na regido Norte
esse valor ultrapassa, em média, os 400 individuos, o que nos
tentou a efectuar subestratificagdes por distritos ou zonas.

Conscientes deste desiquilibrio como fonte de

eventuais artefactos estatisticos, n8o se deixou, todavia, de
efectuar uma andlise de heterogeneidade interpopulacional,
que, bem entendido, n&o deve ser considerado como mais que
preliminar. | ‘ |

0 critério adéptado para cada um dos cinco

marcadores sobre os quais a andlise incidiu, GOT2 excluida,
foi o seguinte: |

10 - 86 foram consideradas amostras cuja
distribuigdo fendétipica interna estivesse de
acordo com a esperada segundo a lei de Hardy-
-Weinberg.

29 ~ Comegou-se sempre por comparar as unidades
geograficas consideradas para a regido Norte:
distrito do Porto e =zonas Minho e Trés-os-
~Montes. A falta de indicios de heterogeneidade
interamostral, os resultados globais desta
regido foram utilizados na fase seguinte da
andlise que incidiu sobre a comparacgdo entre as

trés grandes regides do pais: Norte, Centro e
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sul. Caso contréario, o teste foi efectuado

considerando todas as amostras como entidades
auténomas.

39 - A interpretagdo dos resultados foi sempre
feita sob reserva, procurando articuld-los no
contexto das fortes desigualdades de efectivos

amostrais de que dispunhamos.

Testes de heterogeneidade foram também aplicados a
comparagdo entre amostras de individuos naturais e residentes
numa determinada unidade geografica.

Quando se efectuou este tipo de subdivisdo amostral
tinha-se por intuito delinear um esbogo de estratificagéo
geracidna1. Ao considerar-se que a populagdo residente numa
determinada area geogréafica poderia ser mais representativa do
"pool"” genético a partir do qual se iria iniciar a geragéo
posterior a pretensamente representada pelos individuos
naturais dessa mesma area, estava-se ciente da nédo
lineariedade do pressuposto invocado. Por outro lado, ainda
que tal achega resultasse na amostragem de populag¢des com uma
geragio de intervalo, sensivelmente, o periodo de tempo néo
seria suficiente para que ficassem indelevelmente gravadas
possiveis alteragdes na estrutura genética das populagles.
Estas s8o, em geral, processos gradativos, e ainda que néo
forgosamente lentos, nunca de tal modo drasticos que se possam
tornar notérios no espago de apenas uma geragéo.

Apesar de tudo, foi-se tentado a efectuar a referida
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estratificagdo, na medida em que poderiam tornar-se aparentes
indicios do fluxo genético subjacente as numerosas migragdes

que caracterizam a histéria recente da demografia portuguesa.

Posto isto, ir-se-a iniciar a discussédo do capitulo

precisamente pela andlise locus a locus de heterogeneidades

genéticas intra e interpopulacionais, ap6és o que se procurara
interpretar os resultados da andlise populacional conjunta de
pares de loci. Terminar-se-4 a parte da genética das
populacBes com uma tentativa de andlise genético-demografica
integrada a nivel nacional. |

No ponto 4.2.2, passaremos a andlise dos resultados
obtidos no'ambito da Genética formal.

Finalmente, no ponto 4.2.3, haverd uma referéncia ao
dominio da Genética aplicada ao discutir o grau de informagéo
e de utilidade dos sistemas genéticos estudados em
investiga¢des de paternidade.

Desta forma, procura-se dar cumprimento aos

objectivos formulados em 22, 3Q e 40 lugares da INTRODUGAO.

4.2.1 Genética populacional

4.2.1.1 Andlise locus a locus

a) F13A

A distribuicéo fenotIpica do F13A observada, quer na

amostra global, quer nas subamostras investigadas, néo se
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afastou da esperada numa situagdo de equilibrio de Hardy-

—Weinberg;

A ané]iée estatistica em que a frac¢8o masculina e a
feminina da populag8o foram confrontadas também nfo evidenciou
qualquer heterogeneidade entre as duas subamostras.

Na tabela 4.1, apresentam~se as estimativas de

frequéncias génicas nas diversas unidades geogrédficas

consideradas.

TABELA 4.1

F13A: Frequéncias génicas em amostras populacionais de zonas,
regifes ou distritos de Portugal continental.

AMOSTRA NATURAIS RESIDENTES
ESTUDADA
N . F13A%1 ‘ N ' F13A%1

REGIAO NORTE
Porto | 288 0,747+0,018 354 0,747%+0,016
Minho 40 0,725%0,049 30 0,725+0,058
Tras-os-Montes 92 0,766+0,031 80 0,738+0,035
TOTAL ‘ 420 0,749+0,015 464 0,746+0,014
REGIAO CENTRO 97 0,7421+0,031 82  0,762+0,033
REGIAO SUL 32 0,781+0,052 = 32 - 0,797+0,050
PORTUGAL |

Masc. 318 0,745%0,017

Femin. 321 0,768%£0,017

TOTAL 639 0,757+0,012

Ressalta, | de imed{ato, a peqguena variabilidade

quanto aos valores encontrados, n8do se podendo considerar
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excepcional o ligeiro aumento da frequéncia do alelo F13A*1 na
regido Sul do pais. Dado o reduzido nUmero de individuos
fenotipados pertencentes aquela zona, as estimativas obtidas
estdo ainda sujeitas a considerdveis flutuagdes, atribuiveis a
meras distor¢des amostrais.

A existéncia de grande homogeneidade geografica foi,
aliads, comprovada pela analise estatistica, a qual ndo revelou
contrastes significativos na populagdo portuguesa quanto a
este marcador genético.

Situacéo idéntica foi registada ao nivel das
comparagdes entre naturais e residentes numa dada &rea.

Outro resultado ndo seria de esperar. Com efeito, no
pressuposto que o fluxo de individuos dentro duma populagéo
seria o factor gque, com maior acuidade, poderia alterar as
respectivas frequéncias génicas com repercussao na
estratificagdo naturais/residentes, tais altera¢des s6 seriam
previsiveis num panorama de migracdes entre populagdes
genéticamente diferenciadas.

A né&o observagdo de heterogeneidade entre os dois
estratos populacionais &, pois, concordante com a pequenha
variabilidade genético-demografica que se observou para o
F13A.

Mediante estes resultados, achdmos gue a estimativa
de frequéncias génicas inferidas a partir da amostra global
poderia ser considerada representativa da populagéo

portuguesa.

Por isso, na tabela 4.2, esses foram os valores
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utilizados para a comparagédo com os anteriormente apurados em

outros pafises.

TABELA 4.2
F13A: Frequéncias génicas em diversos grupos populacionais.
POPULAGAO  AMOSTRA N F13A%1 F13A%4 F13A%5 REFERENCIAS
BIOLOGICA
Portugal leucébcitos 639 0,757 - = esta investigagio
Dinamarca plasma 161 0,817 0,003 0,003 Eiberg et al, 1984
Noruega " 244 0,79 - - Olaissen et_al, 1983
R.F.A ‘
Hessen " 187 0,786 - - Kihnt et al, 1981
SO plaguetas 303 0,795 0,002 - Weidinger et _al, 1983
E.U.A
Brancos plasma 873 0,773 0,011 - Dykes et al, 1986
Negros " 148 0,797 - - 2 "
Austrialia plaguetas 204 0,80 - - Board, 1979
Japdo plasma 266 0,891 0,002 - Suzuki et al, 1986

Como se pode constatar, Portugal é o pais que possui

a mais baixa frequéncia do alelo F13Ax1. O contraste &
marcante se comparado com o Japdo, pais onde as frequéncias

apuradas para este locus lhe conferem estatuto de marcador de

grande interesse antropolégico.

Mas, mesmo restringindo a observagdo a populacgdes

europeias, em que a amplitude de variagio das frequéncias
génicas ¢é bastante estreita, Portugal apresenta indicios de

uma ligeira diferenciag8o genética.
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Seria 1interessante dispor de resultados de regides
geograficas mais préximas de Portugal, nomeadamente de
Espanha, para poder avaliar se a tendéncia genético-
~demografica que se esboga é especifica do nosso pais.

De qualquer modo, o alargamento do espago amostral,
quer no interior de Portugal, quer a regiBes circunvizinhas, é
um passo que se afigura de extrema importéncia para uma
correcta ,e eficiente caracterizagdo genético-demografica de

Portugal.

b) FUCA1

Na tabela 4.3, s8o apresentadas as frequéncias
génicas de FUCA1 nas diferentes amostras popu1acionais
investigadas.

Também para este marcador ndo se observou qualquer
diferenga estatisticamente significativa quanto as
distribui¢des fenotipicas observadas e as esperadas segundo a
lei de Hardy-Weinberg. N&o significativas foram ainda as
diferencas registadas entre machos e fémeas.

JA no que respeita a andlise de heterogeneidades
interpopulacionais, os dados apurados para FUCA1 revestem-se
de alguma peculiaridade.

De facto, ao comparar as trés subamostras em que se
dividiu os residentes na regféo Norte, o teste evidenciou um
grau de heterogeneidade intraamostral atingindo o nivel da

significlncia estatistica (H=12,15; g.1.=4; 2,5% >P> 1%).
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TABELA 4.3
FUCA1: Frequéncias génicas em amostras populacionais de zonas,
regides ou distritos de Portugal continental.

AMOSTRA NATURAIS RESIDENTES
ESTUDADA
N FUCA1%1 N FUCA1%¥1

REGIAO NORTE

Porto 309  0,723+0,018 377  0,737+0,023
Minho 42 0,643+0,052 33  0,639+0,059
Trés-os-Montes 99  0,641+0,034 88  0,625+0,036
TOTAL 450  0,6980,015 498  0,71110,014
REGIAO CENTRO 102  0,740+0,031 88  0,744:0,033
REGIAO SUL 3  0,757:0,054 33  0,727t0,055
PORTUGAL |

Masc. 345  0,709+0,017

Femin. 356  0,707+0,017

TOTAL 701 0,70810,012]

No sentido de detectar o factor de perda de
homogeneidade, compararam-se, duas a duas, as subamostras em
causa, testando o equilibrio de Hardy-Weinberg com frequéncias

cruzadas. Os resultados estdo sumariados na parte inicial da

tabela 4.4.
Como se pode ver, delineiam-se com uma certa
clareza, duas unidades distintas na regifio Norte: - por um

lado, aquela constitufda por Minho e Trds-os-Montes, que entre
si ndo manifestam quaisquer sinais de diferencia¢do genética,

e, por outro lado, o distrito do Porto, cujas frequéncias

76




génicas sdo significativamente diferentes das do Minho e Tréas-

-os-Montes (consideradas individual ou conjuntamente).

TABELA 4.4
FUCA1: Comparagdo 2 a 2 das amostras investigadas.
AMOSTRA 1 AMOSTRA 2 X2 P (%) X2 P (%)
1 g.1.=2 2 g.l.=
Porto Minho 33,24 <<0,1 4,23 2010
Porto T.M. 40,67 <<0,1 11,50 | 0,5-0,1
Minho T.M. 0,49 50-20 0,26 90-70
KoKk
Porto Minho + T.M. 53,61 <<<0,1 16,05 <0,1
Porto Centro 1,35 70-50 1,568 50-30
Porto Sul 1,45 50-30 1,74 50-30
Centro Minho + T.M. 12,63 0,1 17,35 <<0,1
sul Minho + T.M. 3,48 20-10 12,04 0,5-0,1
Centro Sul 1,75 50-30 1,85 50-30

T.M. -~ Tras-os-Montes

Mediante tais resultados, e até para minimizar
factores de enviesamento dos testes por reduzido ‘tamanho
amostral, incluiju-se os residentes em Minho ou Trds-os-Montes
numa s6 unidade amostral e estendeu-se as compara¢des duas a
duas as regides Centro e Sul do pais (22 parte da tabela 4.4).

Mais uma vez os dados apontam para uma nitida
diferenciagdo do Minho e Tréds-os-Montes das regides Centro e
Sul, as quais, por sua vez, comparadas entre si, se podem

considerar possuidoras de frequéncias génicas estatisticamente
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ndo dissemelhantes.

Sera que estes resultados reflectem, de facto, uma
realidade genético-demografica, ou serdo apenas determinados
por meros efeitos amostrais?

Ao reflectir sob a quest8o, fomos confrontados com
um conjunto de elementos pouco elucidativos e, em certa
medida, contraditérios. |

Assim, por exemplo, na estratificacgéo por
naturalidades, embora j4& se desenhem tragos de heterogeneidade
genética, esta ndo assume ainda valores de significancia
estatistica. Ora, & partida, parecia-nos que qualquer tipo de
diferenciag8o 1interpopulacional deveria deixar vestigios mais
marcados a este nivel de estratificagdo do que propriamente na
dos residentes. Estes representam, em principio, a camada
populacional mais sujeita a movimentagdes migratérias que séo,
por natureza, factor de diluig8o de diferengas genéticas entre
grupos populacionais. Indicio de tal tendéncia parece ser,
alids, a menor amplitude de variacio de frequéncias génicas
observada no grupo dos residentes do que nho dos naturais,entre
a regido Norte, Centro e Sul.

Analisando, porém, os resultados no contexto da
histéria recente da demografia portuguesa, a situagdo deixa de
se afigurar téo paradoxal.

Com efeito, Tréds-os-Montes & uma das zonas do pais
com maior incidéncia de éxodo populacional, quer para o
interior, quer para o exterior do pais, sem compensagdo por

afiuxo de individuos de outras regides. A desertificag8o do
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Nordeste portugués é uma realidade que continua bem actual.

E ainda consabidamente conhecido que os poucos due
aif regressam s8o, em geral, origindrios dessa mesma zona.

Por conseguinte, a diferenciag8o genética que se
observa para Tréas-os-Montes, pode ndo ser mais gque a simples
tradugdio do isolamento a que esta regifio geografica foi e
continua a ser votada.

Nesta perspectiva, o facto de a diferenciacdo sé ser
significativa no grupo dos residentes, mas n&o no dos
naturais, ganha alguma aceitacfo: tal pode ser sinal de que é
uma diferenciagdo que se acentua com o tempo, provavelmente a
um ritmo compassado com o da desertificag8o da proépria regiéo.

Por outro lado, sabe-se também que para as grandes
densidades populacionais que actualmente existem no 1litoral
Norte de Portugal (n8o incluindo a &4rea metropolitana do
Porto, cujo crescimento envolve parametros mais complexos),
contribuiu, de forma substancial, o afluxo de individuos
provenientes das zonas interiores do Norte, ideia que é
consentnea com a grande semelhan¢a de frequéncias génicas
entre Minho e Trds-os-Montes, detectadas neste trabalho.

Quanto as frequéncias génicas observadas no distrito
do Porto, se ndo estrdnhamos o facto de contrastarem com as
de Tréas-os-Montes, o mesmo ndo poderemos dizer da distanciagéo
em relagdo ao Minho. O intercambio populacional, ainda que
preferencialmente direccionado para a zona metropolitana do

Porto, tem sido ao longo dos anos t8o marcado que esperariamos
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encontrar contrastes menos acentuados. No entanto, as
frequéncias estimadas para o Minho devem ser interpretadas com
particular reserva, dado o escasso nimero de individuos

fenotipados pertencentes & regiéo.

Mais uma vez, sbé o alargamento das amostragens

populacionais poderd confirmar a interpretagdo sugerida pelos

presentes resultados.

Na tabela 4.5, as frequéncias génicas estimadas para
Portugal s&do confrontadas com as estimativas obtidas para

outros paises.

TABELA 4.5 .
FUCA1: Frequéncias génicas em diversos grupos populacionais.
POPULAGAO AMOSTRA N FUCA1%x1 REFERENCIA
BIOLOGICA
PORTUGAL leucécitos 701 0,708 esta investigagéo
GRA-BRETANHA \
Inglaterra Tinfécitos 169 0,678 Gill e Sutton, 1984
Inglaterra leucécitos 109 0,75 Corney et al, 1977
e Escécia ‘
FRANGA
Rennes " 350 0,64 Trinh-Dinh-Khoi et _al, 1979
R.F.A |
S’ " 267 0,71 Siebert, 1986
o} " 468 . 0,745 Henke e Netzer, 1982
U.S.A
Brancos " 194 0,753 Turner et _al, 19756
Negros ! 27 0,926 "
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Em relag8o a FUCA1, é& extremamente escasso O numero

de resultados populacionais, desconhecendo-se a existéncia de
quaisquer publicagBes referentes a regides geograficamente
préximas de Portuga1..

No global, pode dfzer—se que as frequéncias agora
estimadas se enquadram ha gama de variagdao observada em
populagdes caucasdides.

O Unico traba1h§ em que encontréamos referéncia a

outros grupos populacionais foi o de Turner et _al (1975), que

regista uma frequéncia muitissimo elevada do alelo FUCA1%x1 num
grupo de negros norte-americanos. Embora um pouco
abusivamente, ao extrapolar esse valor para outros grupos
negréides de origem africana, ndo constatamos vestfgios
aparentes de influéncia de elementos africanos na populagéo

portuguesa guanto a FUCA1.

c) GOT2

Quanto a este polimorfismo, a distribuigdo de
frequéncias por classes fenotipicas & de tal ordem assimétrica
que n8o permitiu a efectuagdo de qualquer tipo de anédlise
estatistica. Pela mesma razdo, para o calculo de frequéncias
génicas, nd8o considerdamos para a regido Norte as habituais
subdivis®es em trés unidades.

As frequéncias génicas apuradas para GOT2 encontram-—
-se na tabela 4.6, enquanto que na tabela 4.7 se incluem

valores previamente reportados para outras populagdes.
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TABELA 4.6
G0T2: Frequéncias génicas em diversas amostras populacionais de
zonas, regides ou distritos de Portugal continental. '

AMOSTRA
ESTUDADA N GOT2x%1 QOT2%2 GOT2%3
REGIAO NORTE

Nat 533 0,978+0,004 0,019+0,004 0,003+0,002

Res 585 0,97910,004 0,019%0,004 0,002+0,002
REGIAO CENTRO

Nat 108 0,98610,008 0,014+0,008 -

| Res 84 0,988+0,008 0,012+0,008 -

REGIAO SUL

Nat . 36 0,986+0,014 0,014+0,014 -

Res 34 0,98510,015 0,015+0,015 -
PORTUGAL

Masc. 381 0,982+0,005 0,017+0,005 0,00120,001

Femin. 411 0,982+0,005 0,016+0,004 0,002+0,002

TOTAL 792 0,982+0,003 0,016%0,003 0,002+0,001

Quanto a Portugal, existia Jja uma publicagéo

anterior sobre GOT2 (Amorim,

individuos residentes no distrito do Porto,

1983),

concordancia com os resultados agora obtidos.

Ccomo

em outras populagdes, as frequéncias das variantes de GOT2, em

Amorim refere,

Portugal, sédo extremamente baixas.

No

realce no que

maioria dos

GOT2%3 pertenciam a regido Norte do pais, onde encontramos,

entanto,

individuos portadores das
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inclusivé, um individuo possuidor do fenotipo rarissimo 2. A
andlise familiar revelou ser filho de heterozigéticos 2-1.
Embora para este marcador uma andlise genético-
-demogréfica deva ser feita com especial cautela, é-se tentado
a admitir que o ligeiro aumento da frequéncia de GOT2x2 na
regido Norte nio esteja destituido de alguma plausibiiidade.
De facto, na vizinha Espanha, sobre a qual dispomos de dados
referentes a Galiza, os valores reportédos, dentro dos limites
da relativa raridade, apresentam a mais elevada frequéncia do

alelo GOT2*2 alguma vez registada.

TABELA 4.7
GOT2: Frequéncias génicas em diversos grupos populacionais.
POPULAGAO AMOSTRA N QOT2%x1 GOT2%2 GOT2%3 REFERENCIA
BIOLGGICA
PORTUGAL
Total leucéecitos 792 0,982 0,016 0,002 esta investigagdo
Porto " 543 0,977 0,021 0,002 Amorim, 1983
ESPANHA | _
Galiza "o 432 0,975 0,025 - Llano et al, 1990
R.F.A :
s hemolisados 640 0,981 0,019 - Ritter e K&mpf, 1979
0 "' 310 0,9774 0,0226 - Driesel et _al, 1982
SUICA Com .
Zurique " 211 0,9787 0,0213 - Scheil e
Scheffrahn, 1987
GRA-BRETANHA
Brancos placenta 710 0,983 0,017 - Hackel et _al, 1972
Negros " 38 0,961 - 0,040 "
NIGERIA .
Negros " 525 0,925 0,009 0,066 "
JAPAO plasma 1860 0,9957 00,0043 - Toyomasu et_al, 1984

83



Ndo deixa, pois, de ter sentido o resultado que se
apurou, desde que interpretado no contexto de wuma certa
homogeneidade genética do Norte da Peninsula Ibérica.

Igualmente pertencentes & regido Norte do pafs eram
os trés unicos individuos portédores do fenétipo 3-1. O facto
de serem da regido Norte ndo tem, pelo menos para j&, qualquer
outro significado para além de terem surgido na Unica amostra
investigada com efectivo suficiente para permitir a detecgéo
de um alelo com tdo baixa frequéncia.

A existéncia do alelo GOT2x3 na populagao
portuguesa, de resto J& anteriormente detectada por Amorim,
ndo deixa de ser algo surpreendente. De facto, e apesar de os
estudos demograficos sobre GOT2 serem em nuimero reduzido, o
alelo s6 foi até hoje encontrado, a excep¢fo de Portugal, em
grupos populacionais de origem negréide, onde a frequéncia &
consideréavel.

Porém, os individuos portugueses de fenétipo 3-1
eram brancos, e todos desconheciam a existéncia de ancestrais
negros nhas respectivas familias.

Uma 1interpretag8o sugestiva que a presenca deste
alelo na populagdo portuguesa proporciona, assumindo que
GOT2%3 seja o mesmo alelo que o registado em populagdes
negras, €& que possa constituir um vestigio arcaico da ténue
miscegenagdo com povos de origem africana que terd ocorrido a
partir do séc. XV e se prolongou até & actualidade.

Independentemente da pequena relevAncia histérico-

—cultural do processo, ¢é bem provavel que essa tivesse sido a
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via responséavel pela introdugdo de GOT2%3 em Portugal.
Todavia, a confirmagéo da hipb6tese passaré,

obrigatoriamente, por uma prospecgdo genética alargada aos

paises africanos de expressdo portuguesa com os quais nos

relaciondamos com maior intimidade histérica/biolégica.

d) ME2

Na tabela 4.8, apresentam—-se as estimativas das
frequéncias génicas de ME2 apuradas durante esta investigacgéo,

enquanto que a tabela 4.9 diz respeito & confrontagdo com

TABELA 4.8

ME2: Frequéncias génicas em amostras populacionais de zonas,
regides ou distritos de Portugal continental.

AMOSTRA NATURAIS  RESIDENTES
ESTUDADA
N ME2%1 N ME2x1

REGIAO NORTE

Porto 349  0,623t0,018 416  0,627:0,017
Minho 56  0,643%0,045 42  0,643%0,052
Tréas-os-Montes 91  0,604+0,036 77 0,591+0,040
TOTAL 496  0,622¢0,015 535  0,623t0,015
REGIAO CENTRO 104  0,668%0,033 82  0,659:0,037
REGIAO SUL 34  0,574%0,060 34 0,618:0,059
PORTUGAL

Masc. 339  0,630+0,018

Femin. 365  0,630+0,018

TOTAL 704  0,630:0,013
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resultados apurados em estudos anteriores, incluindo um sob o
distrito do Porto (Amorim, 1983).

Nenhuma das amostras analisadas manifestou
discordéncia com a distribuigdo fenétipica esperada em
situacdo de equilibrio de Hardy-Weinberg.

Alids, quanto & an&lise estatistica no &mbito da

genética populacional deste marcador, pode dizer-se que a

concordancia com as hip6teses formuladas foi uma constante:
nenhum dos testes de heterogeneidade efectuados atingiu
valores de significlncia estatistica.

Mesmo hnho grupo dos naturais, em que as frequéncias
génicas observadas na regifo Sul destoavam um pouco das da
regido Centro, a amostra do Sul era numericamente téo
insignificante que o seu peso se diluia, por completo, no
conjunto de resultados comparados no teste de heterogeneidade
correspondente.

Nd8o se esquega que as frequéncias estudadas para a
regifdo Sul apresentaram desvios-padrdes muito elevados, pelo
que os respectivos valores devem ficar sob reserva até
posterior reavaliagéo por alargamento da amostragem
populacional.

Passando agora para o nivel das comparacgdes
interpopulacionais, é de registar o perfeito enquadramento dos
valores obtidos para Portugal na gama da variagédo observada em
populacdes eufopeias.

Estas, por sua vez, diferenciam-se com nitidez de
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TABELA 4.9
ME2: Frequéncias génicas em diversos grupos populacionais.

POPULAGAO AMOSTRA N ME2%1 REFERENCIA
BIOLOGICA
PORTUGAL
Total leucéeitos 704 0,630 esta investigagéo
Porto » 294 0,610 Amorim, 1983
ESPANHA
Galiza " 434 0,592 Llano et al, 1990
R.D.A. ‘ _
N " 313 0,657 St¥himacher e
. ‘ . : Haferland, 1989
R.F.A i
SO SR " 316 0,63 Siebert e Amorim, 1987
GRA-BRETANHA
NE Cérebro 121 0,607 Papiha et al, 1989
s " 291 0,651 Saha et al, 1978
Escécia Coragéo 66 0,63 Burchell et _al, 1977
E.U.A :
Brancos Cérebro 132 0,693 Cohen e Omenn, 1972
Negros " 20 0,83 S
INDIA “ 182 0,56 Ghosh et_al, 1980

grupos raciais negros que, embora mal caracterizados, parecem
possuir frequéncias muito elevadas do alelo ME2x1.

A ser assim, fica também aparentemente excluida,
quanto a ME2, qualquer influéncia de elementos genéticos
africanos na populagédo portuguesa.

Ainda quanto ao mesmo item, n8o deixa de ser
curiosa a extrema proximidade entre as frequéncias génicas

observadas em Tras-os-Montes e na Galiza. O estudo conduzido
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por Llano et _al (1990), recorre exclusivamente a individuos
aut6éctones da Galiza, af residentes e com os quatro avés
naturais da mesma regido. O estrato popu1acionai investigado &
aquele que, em principio, conservard mais tragos do perfil
genético ancestral da populagdo galega.

Por motivos diversos, que ndo propriamente
decorrentes do critério amostral, também a populag¢do de Tréas-
-os-Montes é aquela cujo patriménio genético se viu ao 1longo
dos anos menos alterado por factores evolutivos, que nédo os
predominantes em grupos populacionais fechados, isto é, deriva
génica.

A grande semelhanga quanto as frequéncias génicés
nestas duas regides pode ser interpretada como um vestigio
genético da sua origem que, consensualmente, se aceita ser
comum, e que se reflecte, ainda hoje, nas grandes afinidades
Tinguisticas e sécio-culturais que caracterizam as populacles

do Norte da Peninsula Ibérica.

e) PEPC

Os resultados do &mbito da Genética populacional de
PEPC de que dispomos sfo ainda muito incipientes.

Dada a escassez numérica das amostragens, eliminaram-
-se até algumas das estratificacgdes geograficas que
consideramos para os outros marcadores, nhomeadamente a zona

Minho e a regido Sul.
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0 panorama que se desenhou quanﬁo 4 Genética
populacional de PEPC, surge com contornos- gerais bastante
indefinidos, embora, como se irad ver a seguir, com alguns
paralelismos cdm o registado em PGM3.

Na fracg¢do masculina da populagédo, detectou-se um

desvio a&s proporgdes de equilibrio de Hardy-Weinberg Jjéa

significativo, embora na amostra global, sem sexos -
discriminados, a distorgdo fenotipica dessa fracgdo se
diluisse, resultando num valor de X?* préximo, mas néo

atingindo o limite de confianca de 5%.

A perturbagado da distribuigdo fenotipica nos machos
era providenciada por um excesso considerdvel de homozigéticos
e, como seria de esperar, a tendéncia era igualmente patente
na amostra de residentes ou naturais do distrito do Porto,
Unica subamcstra, & excepgéo da regifo Norte na globalidade,
com efectivo numérico suficiente para se fazer também a
discriminac8o por sexos.

Os resultados dessa estfatificagéo so os constantes
da tabela 4.10.

Na fracg8o feminina, pelo contrdrio, a discrepéncia
entre valores esperados e observados era, em geral, minima.

Heterogeneidade geografica, associada a mobilidade
diferencial por sekos, como hipbtese explicativa dos
resultados, ndo se afigura de grande admissibilidade se nos
reportarmos & andlise da tabela 4.11 onde se apresentam as

frequéncias génicas registadas em diversas subamostras e que,
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TABELA 4.11
PEPC: Frequéncias
ou distritos de Portugal continental.

‘génicas em amostras populacionais

de 2zonas, regides

AMOSTRA NATURAIS RESIDENTES
ESTUDADA
N PEPCX1 PEPCx2 N PEPC*1{ PEPC*2
REGIAO NORTE
Porto 216 0,787+0,020 0,002+0,002 244 0,793%0,018 0,004+0,003
T.M. 53 0,793+0,039 0,009£0,009 48  0,78610,041 -
TOTAL 300 0,790%0,017 0,003t0,002 320 0,791:0,016 0,00310,002
REGIAO CENTRO 63 0,821%0,037 - 49 0,847+0,036 -
PORTUGAL
Masc. 227 0,767+0,020 -
Femin. 2256 0,811:0,018 0,004+0,003
TOTAL 452 0,789:0,014 0,002%0,001

T.M.—~ Tréds-os-Mcntes

pelo contréario,

interamostral,

revelam

uma grande

consisténcia genética

confirmada, alids, no teste de heterogeneidade

I |

correspondente.

No entanto, relativamente a PEPC, os resultados de

genética formal, que adiante serdo discutidos em pormenor,

vieram pébr em evidéncia um aspecto da Genética de PEPC,

inaparente na andlise populacional, mas de grande relevéancia

na interpretagdo dos resulatdos obtidos nessa drea. De facto,

a segregacdo em familias nucleares revelou a existéncia de um

produto génico de PEPC sem expressdo electroforética
diferenciada.

A presenga de alelos mulos &, 1ndiscutive1mehte,
factor de perturba¢éo da distribuigéo fenotipica,
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condicionando precisamente o aparecimento de um excesso de

homozigéticos, uma vez que individuos heterozigéticos para o
alelo nulo s8o indistinguiveis dos homozigbéticos para o outro
alelo.

No caso especifico de PEPC, s6 é de estranhar o
facto de a tendéncia apenas se manifestar na fracg¢8o masculina
da popu]agéo,' podendo, nho entanto, ser uma circunsténcia

perfeitamente fortuita.

Seria, porém, de particular interesse, definir até

que ponto esta distribuicdo ¢é exclusiva da populagéo
portuguesa.

De momento, resultados comparaveis com Os nossos Ss&do
escassissimos. Os publicados pela equipa de Kmpf apresentam
amostragens ainda exiguas para a tendéncia, eventualmente, se
comegar a expressar.

Todavia, um trabalho de Kondler e Wiebecke (1981),
ainda efectuado sob a falsa suposigdo de se tratar de PEPA,
apresenta resultados que, pelo menos, hao se opdem aos agora
obtidos.

Apresentam—ée, a titulo de curiosidade, na tabela
4.12, e a sua leitura deve ser efectuada fazendo a seguinte
correspondéncia: PEPAX1=PEPCx1; PEPAX8=PEPC*6 e PEPAX2=PEPCx2.

Embora os autores ndo atribuissem grande importéncia
ao facto de o acordo com os valores esperados se aproximar do
nivel de significlncia estatistica, nfo deixa de ser sugestiva

a caréncia relativa de heterozigéticos e concominante excesso
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TABELA 4.12

Distribuigéio fenotipica de PEPA numa amostra de individuos da
regido Centro da R.F.A. (Kondler e Wiebecke, 1981).

N : FENGTIPOS X2 P=(%)
g.1.=2

1 81 8 21 82 2
434 212 158 48 12 5 - 4,82 10-5

(201,9) (176,6) (38,6) (11,6) (5,1) (0,2)

de homozigéticos, situagdo que se ajusta bem ao resultado
apurado.

A existéncia de um alelo nulo como fonte de
distorgédo da distribuigdo fenotipica de PEPC n8o se apresenta,
portanto, destituida de algum suporte circunstancial.

Claro que perturbagdes ao equilibrio de Hardy-
-Weinberg, determinadas, ou pelo menos agravadas, por alelos
nulos, sdo de muito dificil demonstrag8o a nivel populacional,
O que torna mais premente o alargamento das amostragens que
deveréo ser efectuadas com um rigor metodolégico
particularmente cuidado.

Na tabela 4.13, as frequéncias génicas encontradas
em dois grupos populacionais da entdo RepUblica Federal Alemid
s8o comparadas com as agora obtidas. O alelo que designamos de
PEPC*2, dado o padréo de mobilidade electroforética, trata-se

do mesmo que Kbmpf et _al referem de PEPC*R e Kondler e

Wiebecke de PEPAXx2.

0 valor de PEPCx1 encontrado em Portugal é o mais

elevado dos trés, salientando-se a maior raridade de PEPCx2.
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TABELA 4.13 .
PEPC: Frequéncias génicas em 3 amostras populacionais.

POPULAGAO . AMOSTRA N PEPCk1 PEPCx2 REFERENCIA
BIOLOGICA L

PORTUGAL leucécitos 452 0,789 0,002 esta investigagao

R.F.A. , ’
SO " 322 0,721 0,003 Kdémpf et al, 1989
wurzburg " 434 0,680 0,020 Kondler e

Wiebecke, 1981

No gue concerne a-este alelo, os dois trabalhos conduzidos na
RFA apresentam valores um pouco dispares, mas estimativas
exactas de alelos com este nivel de frequéncias exigem
efectivos amostrais particularmente grandes.

De momento, quaisquer outras considerag¢des sob a
distribuigdo populacional do polimorfismo de PEPC seriam

demasiado prematuras.

f) PGM3

De todos os seis marcadores investigados, PGM3 foi
aquele cujos resultados de genética populacional se afiguraram
de mais dificil interpretagéo.

Na amostra global, comegdmos por detectar um desvio
altamente significativo entre as proporg¢des fenotipicas
observadas e as esperadas segundo o principio de Hardy-
-Weinberg. A distorgdo em relagdo ao padrdo previsto era,
basicamente, providenciado por um excesso notério de qualquer

um dos dois tipos de homozigéticos em detrimento da classe de
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heterozigéticos.

Um excesso de homozigdéticos sugere, de imediato, a
existéncia de qualquer tipo de subestruturagdo da amostra
populacionat, nomeadamente a existéncia de um grupo de
subamostras heterogéneas de uma dada populagdo, tal como
enunciado no classicamente conhecido principio de Wahlund.

Mas, a existir heterogéneidade, no caso concreto de
PGM3, n8o foi possivel evidencid-la de forma 1inequivoca. De
facto, como se pode ver pela andlise da tabela 4.14 em que se
indicam as frequéncias génicas observadas para PGM3, no grupo
dos naturais apenas duas unidades geogréficas apresentam

valores que se afastam um pouco dos valores médios registados.

TABELA 4.14

PGM3: Frequéncias génicas em amostras populacionais de zonas,
regides ou distritos de Portugal continental.

AMOSTRA NATURAIS o RESIDENTES -
ESTUDADA
N PGM3%1 N PGM3%1
REGIAO NORTE
Porto 326 0,729%0,017 398 0,727+0,016
Minho . 46 0,674%0,049 33 0,697+0,057
Tras-os-Montes 101 0,718%0,032 88 0,750+0,033
TOTAL 473 0,721+0,015 519  0,729+0,014
REGIAO CENTRO 107 0,720+0,031 95 0,674+0,034
REGIAO SUL 36 0,667+0,055 36 0,736+0,052
PORTUGAL
Masc. 351 0,692+0,017
Femin. 369 0,740%+0,016
TOTAL 720 0,717%0,012
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Essas unidades - Minho e Zona Sul - eram aquelas com efectivo
amostral menos numeroso, susceptiveis ainda, por conseguinte,
de consideraveis flutuag¢des por efeito amostral.

A regido Sul, inc]usivé; manifestou um desvio
significativo em relaglo as expectativas de Hardy-Weinberg,
pelo que ndo foi considerada no teste de heterogeneidade
interpopulacional. Este, por sua vez, néo indiciou qualquer
tipo de diferenciagdo amostral.

No conjunto dos residentes, o resultado do teste foi
idéntico, embora aqui as trés subamostras da regido Norte
tivessem sido englobadas individualmente, dado que no conjunto
também a regido Norte apresentava um desvio que ultrapassava,

1igeiramente, o nivel de confianga utilizado (ver Tabela 3.7).

Na anédlise global dos resultados, ressalta um
aspecto interessante: por sistema, todas as subamostras
apresentam, quer dentro dos 1limites da significancia

estatistica, quer ultrapassando esse limite em dois casos, um
excesso de individuos homozigéticos. N&o é de estranhar,
portanto, aque na amostra global se assista a um efeito
cumulativo dos desvios parciais, resultando num valor final
altamente significativo.

A ndo observagéo, quanto a PGM3, da condigéo
enunciada no principio de Wahlund sugeré—nos, no entanto, uma
outra hipétese explicativa dos resultados. Como se sabe, em
popula¢des de efectivo pequeno acentua-se o efeito de deriva
génica, o que resulta, igualmente, numa tendéncia para a

diminuigdo da heterozigotia média.
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Esta tendé&ncia gue se insinua, sem excepgdo, em
todas as amostras que investigamos, pode bem ser um reflexo de
uma certa hierarquizagédo estrutural determinada pelo facto de,
as migracdes interpopulacionais, se sobrepor, apesar de tudo,
a identidade de grupo de cada regido. 1Isto &, os cruzamentos
continuarem preferencialmente a efectuar-se entre individuos
pertencentes & mesma regido geografica, pelo que cada uma
delas conservard algumas caracteristicas de grupo populacional
relativamente fechado.

Poréem, a aparente razoabilidade da interpretacgéo
dificilmente resiste ao facto surpreendente de, na
estratificagdo da amostra global por sexos, se ter constatado
ser apenas a frac¢flo masculina a responsavel pela distorg¢do do
padrdo de distribuig8do fenotipica. Com efeito, se o sexo
feminino n8oc apresentava perturbagdes significativas das
propor¢8es de Hardy-Weinberg, no sexo masculino era altamente
sighificativo o excesso de homozigéticos observados.

Resolveu-se, entdo, estender a subdivis&o por sexos
aquelas subamostras com efectivos numéricos ndo excessivamente
reduzidos. Os resultados s8o os constantes da tabela 4.15.

Em geral, as amostras masculinas apresentavam
valores de X®* mais elevados que as femininas, aproximando-se
Jd de muito perto, no caso dos residentes da regifio Norte, do
limite de significdncia estatistica.

De salientar ainda que, na zona de Trés-os~Montes,

se detectaram diferengas estatisticamente significativas entre
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frequéncias génicas de machos e fémeas (X*= 6,30; g.l.= 2;

0,05>P>0,025 para naturais; X*= 9,74; g.1.= 2; 0,01>P>0,005

para residentes).

No distrito do Porto, a diferenciagdo entre sexos
era de sentido oposto a observada em Trés-os-Montes. Embora
ndo atingindo os limites de significadncia estatistica , PGM3%1
era menos frequente nos machos que em fémeas, situag¢do inversa

a4 de Tras-os—-Montes.

TABELA 4.15

PaM3: Discriminag8o por sexos em diversas subamostras e acordo com O
equilibrio de Hardy-Weinberg.

AMOSTRA FENOTIPOS N PAM3%1 X2 P(%)
ESTUDADA g.1.=1
1 21 2 ‘
NATURAIS
Porto ,
M 82 64 17 163 0,699 0,72 50-25
(79,73) (68,54) (14,73) |
F 93 61 9 163 0,758 0,06 90-75
(93,58) (59,85) (9,57)
T.M.
M 31 14 2 47 0,809 0,07 90-75
(30,72) (14,55) (1,72)
F 24 21 9 54 0,639 1,34 25-10
(22,04) (24,92) (7,04)
REGIAO NORTE
M 127 86 24 237 0,717 2,63 25-10
(121,94) (96,12) (18,94)
F 126 90 20 236 0,725 0,47 50-25

(123,91) (94,19) (17,90)

REGIAO CENTRO

M 26 20 6 52 0,692 0,49 50-25
(24,92) (22,15) (4,92)

F: 31 20 4 556 0,746 0,10 75-50
(30,57) (20,87) (3,56)
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TABELA 4.15 - continuagéo.

AMOSTRA A FENSTIPOS N  PaM3*1 X*  P(%)
ESTUDADA g.1.=1
1 21 2
RESIDENTES
Porto
M 97 76 23 196 0,689 1,79 25-10
- (92,99) (84,03) (18,98)
F , 119 71 12 202 0,765 0,11 75-50
© (118,18) (72,65)  (11,16)
T.M.
M 30 11 2 43 0,826 0,53 50-25
(29,31) (12,38) (1,31)
F 22 17 6 45 0,678 0,83 50-25
(20,67) (19,65) (4,67)
REGIAO NORTE
M 138 92 27 257 0,716 3,69 10-5
(131,75) (104,52) (20,73)
F 147 95 20 262 0,742 0,71 50-25
(144,40) (100,21) (17,39)
REGIAO CENTRO o : ‘
M 22 16 6 4 0,682 1,15 50-25
(20,45) (19,09) (4,46)
F 23 22 6 51 0,667 0,04 90-75

(22,67) (22,67) (5,67)

T.M. Trés-os-Montes

Naturalimente, ao considerar-se o) Norte na
globalidade, as diferengas neutralizaram-se, resultando em

frequéncias génicas nos dois sexos muito semeihantes entre si.

Concluindo, quer a andlise global, quer a andlise
por sexos, fazem suspeitar da existéncia de factores de

perturbagdo né8o casuais da distribuic8o fenotipica de PGM3.
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Tais factores surgiram, invariavelmente, mais acentuados na

fracgdo masculina da populagdo. Ela é, por tradigcdo sécio- -

-cultural, a que apresenta majior dndice de mobilidade
interpopulacional e, por conseguinte, seréd aquela que com
maior facilidade absorverda, e melhor reflectira, eventuais
alteragdes a estrutura genética de grupos populacionais
determinadas por migrag¢des interregionais.

Que a heterogeneidade observada, associada ao padréo
de distribuigdo 1interpopulacional, sugere, de imediato, a
existéncia de um tipo qualquer de hierarquizag8o geogréafica,
parece-nos uma leitura razodvel da analise dos resultados
observados.

Mais uma vez a sua comprovagdo exige o alargamento
numérico das amostragens populacionais, passando, no caso
concreto de PGM3, obrigatoriamente, pela discriminagéo pof

Sexos.

Na tabela 4.16, apresentam-se frequéncias génicas de
PGM3 recolhidas de publicagdes referentes a diversos grupos
poputlacionais.

Para Portugal, o termo de compara¢do usado ndo foi o
inferido da amostra global, dado n&o estar em equilibrio de
Hardy-Weinberg, mas antes as frequéncias individuais
encontradas nas diferentes subamostras (tabela 4.14).

Pode dizer-se que os valores observados em amostras
portuguesas tendem a enquadrar-se num dos limites da gama de

variagdo observada em popula¢Bes europeias.
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TABELA 4.16
PGM3: Frequéncias génicas em diversos grupos populacionais.

POPULAGAO AMOSTRA N PGM3%1 REFERENCIA
BIOLOGICA

ESPANHA

Galiza leucécitos 417 0,667 Llano et_al, 1990
R.F.A

Dusseldorf hemolisados 462 0,7392 Glnther, 1982

SO " 289 0,7682 Bissbort et_al, 1975
DINAMARCA Teucbcitos 1031 0,7454 Lamm, 1970
SUICA A

Zurique hemolisados 220 0,7909 Scheil e Scheffrahn, 1987
NORUEGA

Oslo placenta 660 0,7341 Monn e Gjgnnaess, 1971
ITALIA " 559 0,7800 Corbo et _al, 1980
GRA-BRETANHA . " 583 0,73  Hopkinson e Harris, 1968
NIGERIA . " 235 0,34 *
BRASIL

Negros, NE " 299 0,5462 Melo et _al, 1988
JAPAO ‘

Hiroshima hemolisados 2961 00,6927 Neel et al, 1988

Nagasaki 1983  0,6926 "

Alids, nestas, a frequéncia mais baixa de PGM3x1

registou-se na vizinha Espanha,

mais propriamente na Galiza,

onde a frequéncia deste alelo consegue ser mais baixa que as

encontradas em amostras portuguesas.

Relativamente a este polimorfismo, existe uma nitida

demarcagdo de grupos populacionais hnegros, que manifestam

tendéncia 1inversa & de populagdes
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frequéncia de PGM3*1 ¢é mais elevada que a do outro alelo
comum.

No entanto, no que diz respeito a populagéo
portuguesa, nado hnhos parece gue os valores observados possam
ser atribuiveis & intromissfo de caracteristicas africanas. A
miscegenagdo com povos de origem africana tem sido , como se
sabe, irrelevante.

Embora sem afinidades particularmente marcadas com a
vizinha Espanha, & excepgdo da pequena regifo do Minho em que
as semelhangas sdo manifestas, talvez faga maisr sentido
interpretar os presentes resultados no contexto de uma certa
diferenciagdo genético-geografica envolvendo todo o Norte da

Peninsula Ibérica.

4.2.1.2 Analise conjunta de pares de loci

Em anéalise conjunta de pares de loci, ao contréario

do que acontece em andlise locus a Jlocus, as freguéncias

alélicas dos loci 1investigados nd8o s8o suficientes para
descrever a variagdo genética de uma dada populagédo, na medida
em que associagdes preferenciais de ndo-alelos em gémetas
podem ocorrer (Hedrick, 1985). . h -
Um paré&metro adicional de grande importéncia, a este
nivel de andlise, sdo as frequéncias haplotipicas observadas.
Sabe-se que para um dado par de loci, e uma vez

estabelecidas as condi¢des de equilibrio de Hardy-Weinberg, os
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alelos dos dois loci atingem uma fase de associag8o aleatédria
nos gametas apenas assimptoticamente (Spiess, 1977).

O desvio em relagdo a aleatoriedade da reunido de
ndo-alelos em gémetas ¢é designado, habitualmente, por
desequilibrio gamético.

E possivel demonstrar que a taxa de aproximagdo as
frequéncias gaméticas de equilibrio pode ser bastante
retardada por efeito de ligagdo entre dois loci, enquanto
factores como interac¢des epistaticas interloci, migragdo ou
heterogeneidade populacional, entre outros, podem ser
responsaveis ndo s6 pela ndo dissipag8o de desequilibrios
gaméticos, mas, inclusivé, pelo seu aparecimento em
determinadas populagbes (Nei e Li, 1973; Li, 1976).

A complexidade da dinamica de variagdo, considerando
madltiplos Jloci, h& que corresponder com métodos de analise
rigorosos.

Neste trabalho, optou-se por um modelo em que a
variagcdo populacional ¢é descrita em termos de desequilibrio
gamético (D), testando a significancia estatistica da hipétese
nula Ho: D = 0 yersus Hi: D #0, de acordo com o método
sugerido por Sinnock e Sing, 1972.

Assim, assegurado que a distribuigdo fenotipica de

loci individuais ndo se afastava da esperada segundo o
formalismo de Hardy-Weinberg, calculou-se, para cada um dos
pares de loci investigados, um X* (X®T) que pretendia medir
a significdncia dos desvios a distribuigéo genotipica

conjunta baseada apenas em frequéncias génicas, ou seja,
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assumindo D=0. Este X* possui (k-g-1) graus de liberdade, em
qgue k é o numero de classes fenotipicas observadas e g ©
nuimero de estimativas independentes de freguéncias génicas.

Em 2 dos 38 pares de loci estudados, este teste ndo

foi aplicado. Referimo-nos, em concreto, aos pares PGM3/F13A e
PGM3/GLO1, por se ter verificado que a distribuigdo fenotipica
individual de PGM3 se afastava, significativamente, da
esperada em condig¢bes de equilibrio de Hardy-Weinberg. O modo
menos enviesado de testar o acaso na distribuig8o conjunta em
tais condigdes, pareceu ser analise de contingéncia, teste que
se aplicou, pontualmente, nestes dois casos.

Sempre que se registaram valores de X
estatisticamente significativos, procurou-se identificar o
tipo de associagdo particular responsavel pelos desvios
observados. |

Na realidade, X*T pode ser repartido em dois outros
X®*s aditivos entre si:

X3T = X*G + X*D
. X2G - E calculado com base em frequéncias
haplotipicas e possui (k-g’-1) graus de

?

1iberdade, sendo ¢ o numero de estimativas
independentes de frequéncias haplotipicas;

X3D - Obtem-se pela diferenga entre X*T e X*G,
possui (g-g’) graus de liberdade e pode ser
interpretado como uma medida dos desvios

genotipicos as expectativas de Hardy-Weinberg

atribuiveis a desequilibrios gaméticos; por
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outras palavras, X2G é uma medida da

significdncia estatistica de D.

Como a analise da tabela 3.15 revela, 35 dos 38

pares de loci investigados apresentaram valores de X?*T néo

significativos, podendo para eles aceitar-se a hipbtese de a

probabilidade dos genétipos, considerando dois loci em

simulténeo, ser o produto das frequéncias individuais dos

genétipos de cada locus.

TABELA 4.17
Distribuig8o fenotipica conjunta de ME2/ACP1.

ME2 ACP1 TOTAL
B A AB BC AC BR C
1 80 19 70 18 4 - 1 a 192
(83,6) (15,9) (72,8) (12,0) (5,2) (0,4) b (190,2)
[81,2] [16,5] (73,21 [12,9] [5,8] [0,51]
21 93 20 88 13 1 1 a - 216
(96,4) (18,3) (84,0) (13,9) (6,0) (0,3) b (219,5)
(97,41 [18,0] [83,8] [13,5] [5,8] [0,3]
2 38 7 13 2 a 5 a - - 65
(27,8) (5,3) (24,2) (4,00b (1,7) b (63,3)
[29,2] [4,91 [24,0] [3,5] [1,4]
TOTAL 211 46 171 33 10 ¢ 1 ¢ 1 ¢ 473
{207,8} {39,4} {181,0} {29,9} {13,0} {1,1} {o,6}
{ } - valores esperados segundo o formalismo de Hardy-Weinberg para cada
locus;
( ) - valores esperados de distribuig8o conjunta baseados em freguéncias
alélicas;
[ 1 - valores esperados de distribuigdo conjunta baseados em frequéncias
haplotipicas;
(a) - classes associadas para o cdlculo de X*T;
(b) - t " [1] ] " XgG;
(c) - " " o ' " X* para ACP1.
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TABELA 4.18
Distribuicio fenotipica conjunta de ME2/GOT2

ME2 QOT2 TOTAL
1 21 31
1 280 3 3 a 286

(275,3) (8,9) (1,1)b {285,5}
[276,5] [7,2] “[1,9]

21 319 17 - ~ 336
(325,0) (10,5) {337,0}
[324,5] [11,3]

2 97 3 a - 100
(95,9) (3,1)b {99,5}
[95,2] [4,2]

TOTAL 696 23 3 722
{696,2} {22,6} {3,0}

(), [1, {1}, (a) e (b) - ver legenda da tabela 4.17

TABELA 4.19
Distribuigiio fenotipica conjunta de FUCA1/RHC

ME2 RHC TOTAL
C Cc c
1 54 161 89 304
(57,6) (148,2) (95,3) {301,1}
[56,1] [147,7] [92,3]
21 42 116 89 247
(48,4) (124,4) (80,0) {252,8}
[49,2] [124,7] [78,9]
2 19 24 13 56
(10,2) (26,1) (16,8) {63,1}
[10,8] [26,3] [16,0]
TOTAL 115 301 191 607
{116,1} {208,7} {192,1}
(), [ 1, {} - ver legenda da tabela 4.17
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Em trés dos pares de loci estudados, especificamente

ME2/ACP1, ME2/GOT2 e FUCA1/RHC, registaram-se, porém, va1ores»
de X*T significativos, pelo que para eles se desencadeou a
metodologia estatistica atras apresentada.

A distribuig¢do fenotipica conjunta para esses pares
de loci, Jjuntamente com a esperada com base em frequéncias
génicas e haplotipicas, apresentam-se nas tabelas 4.17, 4.18 e
4.19.

A tabela 4.20, diz, em concreto, respeito aos
valores registados de X3T, X?*G e X?®D para os mesmos pares de

loci.

TABELA 4.20
Valores de X*T, X*G e X2D para os pares de loci com desvios
significativos em relagdo as frequéncias de equilibrio.

PAR DE LOCI X* g.1. X2 g.1. X® g.l.
INVESTIGADO T G D
X kK *okkk
ME2 x ACP1 18,60 9 16,93 6 1,67 3
’ Xk L3 3 KAokk
ME2 x GOT2 8,12 2 5,63 1 2,49 1
p 3 .3 Skokxkok
ME2 X RHC 12,91 6 11,983 5 0,98 1

* -~ 0,05 > P >0,02
© %k - 0,02 > P >0,01
*kk - 0,010> P > 0,01
xxxkx ~ P ndo significativo para o nivel de confianga de 5%

Como esta tabela demonstra, em qualquer uma das trés
combinagBes de loci, o desequilibrio gamético, de que X3D

constitui uma medida, n8o é estatisticamente diferente de
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zero, O que aquer dizer que as frequéncias haplotipicas
observadas n#o diferem das esperadas no pressuposto de D = O,
ou seja, de serem o produto das frequéncias alélicas
individuais.

Do pdnto de vista genético, isto significa que nao
existe qualquer tipo de associaglo preferencial dos alelos nos
gametas, como alids se pretende evidenciar na tabela 4.21, em
que as frequéncias gaméticas de equilibrio s8o confrontadas
com as observadas na populagdo para os pares ME2/ACP1,

ME2/GOT2 e FUCA1/RHC.

TABELA 4.21
Frequéncias haplotipicas observadas e esperadas para os pares
de loci MEZAMXN, ME2/GOT2 e FUCA1/RHC.

PAR DE LOCI HAPLOTIPO . FREQUENCIA FREQUENCIA
(AxB) (A-B) OBSERVADA ESPERADA
1-A 0,1866 0,1830
1-B 0,4144 0,4203
1-C 0,0328 0,0302
ME2 x ACP1 1-R 0,0005 0,0006
2-A 0,1020 0,1056
2-B 0,2484 0,2424
2-C 0,0148 0,0174
2-R 0,0005 0,0004
1-1 0,619 0,618
1-2 0,008 0,010
1-3 0,002 0,001
ME2 X QOT2 2-1 0,363 0,365
- 2-2 0,008 0,006
2-3 0,000 0,001
1-C 0,304 0,308
1-c 0,400 0,396
FUCA1 X RHC 2-C 0,133 0,129
2-c 0,162 ' 0,166
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Tal situa@éo tem como contraponto, e como néo
poderia deixar de ser, o facto de, para os mesmos pares de
loci, os valores de X2*G atingirem niveis de significéancia
estatistica.

Sendo assim, os desvios Aas expectativas de Hardy-
-Weinberg, quer quando se consideram frequéncias alélicas
(X2T), quer haplotipicas (X*G), s6 podem ser 1nterpretados‘em
termos de associa¢®es puramente genotipicas, perturbadoras da
reunido , dos genétipos de loci individuais em genétipos
conjuntos, ou de gadmetas em gendtipos.

Identificado o] tipo de associagéo especifica
responsdvel pelas distorgdes observadas, h& que analisar
agora:

1 - O padréo de associagédo genotipica intrinseco
a cada par de loci;
2 - 0Os factores determinantes das associagdes

observadas.

Quanto ao primeiro aspecto, os resultados apurados

ndo foram particularmente elucidativos.

Em relagdo a ME2/ACP1, as parcelas individuais que

. mais contribufam para os valores globais de X*s foram os

fen6tipos ME2-2/ACP1-B, em nitido excesso relativamente aos
valores esperados, e ME2-2/ACP1-AB, .classe, pelo contréario,
deficitaria. As duas parcelas combinadas constitufam 48% e 45%
dos valores de X*T e X2G, por ordem respectiva, detectados na

andlise conjunta de ME2/ACP1.
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Para os desvios registados no par ME2/GOT2, as
classes com maiores contribui¢des parcelares foram classes de
baixa freguéncia, em concreto ME2-1/GOT2-21 e ME2-21/GOT2-21,
que conjugadas se saldavam em 98% de X*T e 95% de X?G.

Por uItimo, quanto a FUCA1/RHC, a unica classe com
desvio, s6 por si, significativo foi FUCA1-2/RHC-C que

contribuia com 59% de X*T e 52% de X3G.

Portanto, no global, ndo se evidenciou para qualquer
dos trés pares de loci, um padrdo claro regulamentador da
associagéo preferencial de determinados genétipos em
prejuizo de outros.

Tal constatagdo levanta, por sua vez, o problema do
significado real dos desvios detectados ou, por outras
palavras, em que medida as amostragens efectuadas retratam,
com objectividade, a organizagdo da variabilidade génica
bilocus na populagdo em andlise.

Ndo se pode ignorar que, para os trés pares de Jloci

os desvios registados, embora significativos, néo sdo de tal
modo acentuados que se possa pdr linearmente de parte a
hipbtese de amostragem deficiente.

Procurou-se, por isso, comparar os presentes
resultados com outros previamente publicados. Apesar da
escassez de investigagdes do género, e apenas relativamente a
trabalhos com amostragens populacionais numerosas e efeitos de
heterogeneidade intraamostrais neutralizados, é consideravel a

percentagem de desequilibrios gaméticos detectados envolvendo




pares de Jloci ndo sinténicos entre si (Sinnock e Sing, 1972;

Payne e Huntsman, 1982; Herndndez et al, 1990; Rasmuson

et al, 1979; entre outros).

A existéncia de comprovadas associagfes
preferenciais de ndo-alelos em gametas, embora especificaé das
populacdes em andlise, permite antever a existéncia de outro
tipo de associagdes de cardcter ndo gamético e, portanto, a
desenrolar-se numa fase pds-zigdética, ideia que os presentes
resultados aparentemente consubstanciam.

No entanto, referéncias na 11teraturé a este tipo de
associagles sd0 1inexistentes e, mesmo do ponto de vista
teérico, a andlise multilocus ~tem sido cléassica e, quase
exclusivamente, formalizada em termos de desequilibrios
gaméticos. |

Remetendo~nos a4 segunda questdo em aberto, e apesar
de ser plausivel que associagdes gaméticas ou genotipicas
possam compartilhar de factores de desencadeamento comuns,
tudo o que de momento possa ser adiantado sobre interacgdes

entre loci de tipo exclusivamente genotipico ndo pretende ser

mais que uma contribui¢8o para o desenvolvimento de uma
metodologia de investigagdo especificamente orientada.
Associagdes genotipicas, sejam elas quais forem,
sugerem, de imediato, a actuagdo de mecanismos selectivos. As
associagdes agora detectadas envolvem, porém, loci cujos
produtos génicos desempenham fungdes biolégicas tdo
diferenciadas, e na aparéncia tdo estanques entre si, que é

pouco provavel que eventuais interac¢des epistdticas entre os



pares de loci pudessem ser linear e inequivocamente
demonstradas.

Com igual verosimilhanga, a ndo aleatoriedade na
reunifio de gen6tipos poderd ser determinada por meros factores
inerentes a estruturacgio genética da populagdo em causa.

Por exemplo, a inexisténcia de acaso nas regras de
acasalamento seria, com certeza, factor de perturbagdo da
distribui¢do genotipica conjunta.

Qualquer que seja a hatureza das associagbes
genotipicas, ou até mesmo gaméticas, e definitivamente
demonstradas numa dada populagido, a inferéncia dos factores
gue as determinam passaria pela extensdo a andlise simulténea

de mGltiplos loci da via de pesquisa classicamente utilizada

em andlise locus a locus, nomeadamente:

1 - Estudo da distribuig¢do populacional de tipos

| de cruzamentos considerando dois (ou mais) loci
em simulténeo;

2 - Andlise de segregagdo fenotipica em pares
mde/filho e descendentes de familias nucleares;

3 - Determinag8o da capacidade reprodutiva dos
individuos portadores de genotipicos

especificos.

Claro que, pela ordem de grandeza dos tamanhos
amostrais que tal via de pesquisa exigiria, s6 uma acgéao

integrada envolvendo instituigdes congéneres tornaria viéavel,



pelo menos a curto prazo, a efectuagdo duma anialise

populacional do género.

Para fina1iiar, e no pressuposto de que o patriménio
genético deixa tragos da sua histéria tanto mais 1indeléveis
quanto mais fortemente ligados forem os genes, ha que realgar
o facto de ndo se terem detectado desequilibrios gaméticos
entre pares de loci com localizagdo cromossémica relativamente

préxima. Mesmo entre FUCA1 e RHC, loci de confirmada

vizinhanga cromossémica, desequilibrio gamético pode ser
rejeitado como fonte especifica de néao distribuigéo
independente.

Enguanto ndo for 1inequivocamente demonstrada a
natureza das associagdes genotipicas agora observadas, parece-
-nos legitimo concluir que, pelo menos em termos de
desequilibrios gaméticos, a populagdo em estudo se caracteriza
por uma grande estabilidade genética, o que pode ser entendida
como o reflexo de elevado conservadorismo quanto ao seu

patriménio genético.

4,2.1.3 Consideragdes gerais

0 estudo da estrutura de uma populagdo envolve a
integragc8o de variadveis multiplas, desde as biolbgicas e
demograficas até as sociais e ecolégicas (Workman, 1980).

A descrigdo da estrutura genética de uma populagéo,

ndo esgotando todas as perspectivas de analise, €é, porém, um
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aspecto essencial da sua caracteriza¢fo. Para o esclarecimento

das causas e do padrdo de variag8o genético no espago e nho
tempo, compreende-se que seja fundamental especificar as
caracteristicas bésicas da estrutura geografica e demografica
da populagédo em investigacgéo.

Ao procurar articular os resultados agora obtidos no
d4mbito da Genética populacional no contexto da geografia e da
histéria demografica portuguesas, depardmos com um obstéculo
sistematico, a exiguidade dos tamanhos amostrais de grande
parte das unidades geograficas , circunsténcia que dificultou
a definigdo, sem ambiguidades, de um padr8o de variagéo
genético-geografico.

No global, e apesar de algumas incongruéncias,
esbogaram-se os contornos gerais desse padréo.

Comeca-se por ' realgar a inexisténcia de
heterogeneidades genéticas marcadas entre as trés grandes
regides do pais: reg®es Norte, Sul e Centro.

Se por factores histérico-culturais, condicionados
na origem mas ultrapassando largamente as meras barreiras
geograficas, tem sentido considerar, ainda hoje, estas trés
hierarquias regionais, do ponto de vista genético essa
hierarquizagdo est4, na aparéncia, ausente.

Ndo nos podemos esquecer que um dos aspectos
histérico-estruturais mais marcantes no nosso pafis, é o
fendmeno de migragdo, interna ou externa (Nazareth, 1988).

Mais ainda, e restringindo-nos as migragdes internas
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pela sua importancia como factor de diluigéo de

heterogeneidades genéticas, embora n8o sendo um fendbmeno
recente, intensificou-se extraordinariamente a partir da
década de 50 (Guichard, 1982). A intensa mobilidade que
afectou a. presente gerag8o da populagédo portuguesa envolve, em
termos absolutos, uma participag8do bastante homogénea de todo

o pais (Ribeiro et al, 1987).

Ndo & de estranhar que num pais com area territorial
pequena, heterogeneidades genéticas de indole regional, a
terem existido, se fossem diluindo ao longo dos tempos sob a
pressdo de movimentagdes populacionais internas.

No entanto, a uniformidade genética observada entre
as regiBes Norte, Centro e Sul, ¢& dificil de conciliar com a
guantidade de desiquilibrios genéticos detectados. Quer na
andlise locus a locus (PEPC, PGM3), quer na andlise simulténea
de pares de loci (ME2/ACP, ME2/GOT2, FUCA1/RHC), o numero de
desvios observados ultrapassa o legitimamente esperado, mesmo
no pressuposto de que a lista de condigdes necessarias para o
estabelecimento do equilibrio de Hardy-Weinberg dificilmente
se verifica numa dada populagdo (Cavalli-Sforza e Bodmer,
1971). |

Esses desequilibrios, dificeis de interpretar, como

vimos, ao nivel das associagdes entre loci, sugerem a actuagéo

de factores de perturbagio das condigdes de panmixia,

nomeadamente, a existéncia de heterogeneidades genéticas

intrapopulacionais.




A n8o detecgdo de heterogeneidades marcadas leva-

-nos a repensar o modo como a estratificagdo geografica foi
efectuada.
De facto, ao considerarmos as regides Norte, Centro

e Sul como unidades de comparagdo, 1ighoradmos a lei geral das

migragces 1internas no nosso pais: o exéddo das regies do

interior para as do litoral, que lhe confere uma nitida
orientagédo este-oeste.

O processo de assimetria litoral/interior tem sido
tdo flagrante que, em termos demogréficos, s faz sentido
considerar, actualmente, duas grandes &reas no pafs: a faixa
litoral, desde o Minho & ala algarvia, e a zona interior desde
Tras-os-Montes até ao sul da Serra algarvia (Ribeiro et _al,
1987).

Qualguer tentativa de detec¢fio de heterogeneidades
genéticas s6 terd condigdes minimas de sucesso se o critério
de estratificagdo geografica levar em linha de conta este
aspecto essencial da demografia portuguesa.

Indicios da eficacia de uma estratégia desse tipo &
o facto de se ter detectado em relagdo a FUCA1 uma certa
diferenciagc8o genética de Tras-os-Montes.

Interessa também destacar que, .no global, as
frequéncias génicas estimadas para Portugal se harmonizam,
razoavelmente, com as observadas em outras populagdes
europeias.

Vicissitudes diversas fizeram com que Portugal

sofresse, até ha pouco tempo, uma nitida marginalizagdo em
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relagdo a outros paises europeus.

0 isolamento é, como se sabe, factor de
vulnerabilizac8o populacional a efeitos de deriva genética.
Essa sera uma explicagédo plausivel para o facto de algumas
frequéncias se situarem nos extremos da gama de variagéo
detectada em paises europeus.

No geral, porém, as afinidades s8o0 noté6rias, o que
significa que o isolamento populacional a que Portugal esteve
sujeito ndo teve, por correspondéncia, um afastamento genético
declarado de outros grupos populacionais com o0s quais
compartilhou uma origem comum.

Por fim, e como Amorim (1983) também salienta, ¢
notéria a auséncia da influéncia de elementos genéticos
africanos na populagdo portuguesa. Geneticamente, corrobora-se
assim o saber comum de due o relacionamento estreito e secular
de Portugal com populagdes africanas néo resultou num fenbémeno
de miscegenag8o relevante. Pelo contrario, a sua ocorréncia
teve sempre caracter meramente esporadico, como alidas também

atesta a inexisténcia de mesti¢os na populagdo portuguesa.

4.2.2 Genética formal

Antes de iniciar a discussfo deste capftulo, héa que

fazer uma ressalva introdutoéria.

Na realidade, no sentido estrito do dominio da
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Génética formal, poderéa enqdadrar—se qualquer tipo de
resultados visando a inferéncia, ou pelo menos a confirmagéo,
de modelos genéticos explicativos das variagdes fenotipicas
observadas para um dado sistema genético.

Com esse intuito, empreendeu-se uma abordagem
analitica que envolvia, basicamente, dois tipos complementares
de investigac8o: andlise de segregagdo fenotipica em pares
mie/filho e em descendentes de familias nucleares.

A prossecugdo do que nos propunhamos resultou, em
simulténeo, ainda que de forma Tlateral, num conjunto de
resultados classicamente enquadrados no &mbito da Genética
populacional, nomeadamente o0s concernentes 'a distribuigéo
fenotipica na populagdo de pares mde/filho e de tipos de
cruzamento, mas que, ao mesmo tempo, funcionam como
indicadores de grande utilidade na investigacéo de
irregularidades de segregagéo.

Achou-se, por isso, que seria demasiado artificial,
e muito pouco cétmodo, fFazer com base nos mesmos resultados a
sua andlise populacional e formal autonomamente.

Assim, neste item, serd feita uma discussdo conjunta
que, e a titulo de sistematizag¢do, envolverd os seguintes

tépicos:

- Analise de segregacédo fenotipica em pares
mae/fiTho ou descendentes de familias nucleares,
pressupondo um determinado modelo genético formal, e

as proporg¢dbes mendelianas como referéncia;



- Andlise de distribuigdo populacional de pares
mide/filho e de tipos de cruzamento, assumindo como
termo de comparag¢do os valores esperados com base

nas condigdes de‘equi1ibrio de Hardy-Weinberg.

Os resultados obtidos para F13A, FUCA1, GOT2 e PGM3
manifestaram, em geré], acordo razoavel com as hipbdteses
postuladas, pelo que as respectivas genéticas formais, até
agora tdo pouco exploradas, se vém agora um pouco mais
consolidadas. Para cada um dos marcadores referidos, os modos
de transmissfo que a seguir se apresentam, Jjuntamente com a
respectiva autoria, podem-se considerar, de momento,

incontroversos:

F13A -~ locus autossémico com 2 alelos codominantes:

FUCA1 - locus autossémico com 2 alelos codominantes:

FUCA1%1 e FUCA1*2 ~ Turner et al, 1975;

GOT2 - locus autossémico com 3 alelos codominantes:

F13A%1 e F13A%2 - Board, 1979;
GOT2%x1, GOT2%2 e GOT2*x3 - Davidson et _al, 1970;
\
|

PGM3 - locus autossémico com 2 alelos codominantes:

PGM3%1 e PGM3%2 - Hopkinson e Harris, 1968.

No que respeita a ME2 e a PEPC, os resultados

registados, pela sua ambiguidade relativa, merecem um

' tratamento individualizado.
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a) ME2
Quer a segregagao fenotipica em pares mie/filho,
quer a observada na descendéncia de familias nucleares, néo
revelaram incompatibilidades declaradas com a hip6tese formal
previamente formulada por Cohen e Omenn (1972), segundo o qual
os fendtipos de ME2 estariam sob o controlo genético de um

locus autossémico com 2 alelos codominantes, ME2%x1 e ME2x2,.

Registaram-se, porém, alguns desajustes em relacg8o a

um padréo regular de transmissdo mendeiiana.

| Com efeito, a distribuigdo populacional de pares
mie/filho surgiu com um desvio, relativamente & esperada,
pressupondo o equilibrio de Hardy-Weinberg, néo muito
confortdvel em termos de confianga estatistica: X?*= 7,71;
g.1.=5; 0,02 > P > 0,01. A distorgédo era, basicamente, devida
a uma deficiéncia de pares coﬁ filhos de fenétipo 2.

No sentido de tentar esclarecer o factor de
enviesamento da distribuigdo, procedeu-se a uma triagem de
pares entrando em consideragdo com o sexo da crianga, isto é,
seleccionando-se para cada mde, ou o primeiro filho de sexo
feminino, ou o primeiro filho de sexo masculino, e
considerando, como critério de seriagdo, o numero de registo
de entrada no banco de dados, em analogia, diga-se, com a
triagem de todos os pares mie/filho em geral. Os resultados
apresentam-se na tabela 4.22.

Curiosamente, se nos pares em que o filho era de
sexo feminino os resultados manifestaram um bom enquadramento

em relagdo aos esperados, o mesmo ndo acontecia naqueles em
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Tabela 4.22

Distribuigdo fenotipica de ME2 em pares mde/filho com filhos discriminados
por sexo.

MAE  FILHO = | FILHA

FENGTIPO N FENOTIPO N
1 21 2 1 21 2
1 46 23 69 47 26 73
(40,57) (25,47) (45,22) (27,36)
21 24 47 6 77 31 37 19 87
(25,47) (41,46) (15,99) (27,36) (43,92) (16,56)
2 24 5 29 19 8 27
(15,99) (10,04) (16,56) (10,02)
TOTAL 70 94 11 175 78 82 27 187
MEX1 = 0,614 ME2%1 = 0,623

2= 14,58; ¢.1.= 5; 0,02> P> 0,01 X*= 2,84 ; g.1.= 5; 0,80> P »>0,70

|

|

que o filho era masculino. Nestes, observou-se um desvio
estatisticamente significativo, que era sobretudo
providenciado por uma proporgéo assimétrica e, de por si
significativa, de pares mide 2/fitho 2-1 em comparagdo com o0
par 1inverso, e ainda por uma caréncia de pares 2/2. A
distor¢do reflectia-se, por sua vez, na proéopria distribuigéo
fenotipica na classe dos filhos, que diferia
significativamente da esperada segundo o principio de Hardy-
-Weinberg (X*= 7,87; g.1.= 1; 0.005>P>0.001)

Transferiu-se, entdo, a atengdo para o nivel da
analise familiar, procurando encontrar algum paralelismo
quanto ao padrédo de segregagdo (ver tabela 3.13).

A andlise da tabela revela, de facto, uma segregagéo
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um pouco irregular no cruzamento 2x2-1, onde a distorgéo em
relacdo as propor¢des mendelianas ultrapassava, ainda que por
pouco, o nivel de significéncia estatistica (X*= 5,06; 9.1.;1;
0,02 >P> 0,01).

Face a esta observacio, reanalisaram-se 0s
resultados, Tlevando também em consideragdo o sexo dos
individuos. A tabela 4.23, diz precisamente respeito a esses\
resultados, qgue no global ndo se revelaram muito
esclarecedores.

Permitiram, no entanto, pér de parte a existéncia de
gualquer tipo de associagdo inequivoca sexo/fen6étipo, como a
anidlise de pares mae/filho parecia suportar.

Contraditoriamente, evidenciou que a tendéncia
preferencial para a segregagdo de descendentes 2-1, em
detrimento dos de fendétipo 2 no cruzamento 2x2-1, era mais
marcada, e até de si ja significativa, quando o pai era 2 e a
mide 2-1, do que no cruzamento reciproco: 2z 4,84 , g.1.= 1,
0,05 >P> 0,02 no cruzamento pai 2 x mde 21 e X2= 2,79
g.l.=1, 0,10 >P> 0,05, no cruzamento reciproco (ambos os
valores foram calculados desprezando o sexo dos descendentes).

Esta vinculagdo pontual de segrega¢do ao sexo dos
progenitores parece, pela sua fragilidade, meramente
ocasional. |

o mesmo ndo se podera dizer da segregagéb
preferencial de descendente 2-1, uma vez que também no
cruzamento 1x2-1 ou 2-1x1 se observou um ligeiro excesso de

filhos pertencentes a essa classe fenotipica.
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Alids, quando se efectuou o balango global de
segregacao nos cruzamentos potencialmente informativos (4rea a

tracejado nas tabelas 3.13 e 4.23 ), constatou-se que nos

descendentes do sexo masculino havia um predominio bastante

acentuado, mas ainda né&o significativo, de individuos 2-1,
tendo como contrapartida uma caréncia relativa de 1individuos
2. Tal resultado nédo deixa de ser interessante por vir ao
encontro da tendéncia Jja& esbogada na segregagéo pares
mée/f1ilho.

Também na distribuigdo populacional dos tipos de
cruzamentos se observaram algumas irregularidades. Com efeito,
encontrou-se um desvio significativo em relagdo ao esperado
pressupondo cruzamentos ao acaso (Tab 3.13' e 4.23)

As classes com maiores contribui¢des parciais para o
desvio total foram as correspondentes ao cruzamento 1x2-1,
onde a frequéncia foi, manifestamente, inferior a esperada, e
ao cruzamento 21x21, onde a situagdo foi 1inversa. No que
concerne ao primeiro cruzamento referido, a andlise da tabela
4.23 demonstra que o desvio ndo estd dependente da separacgéo
entre reciprocos.

Pode dizer-se que os dados agora apurados sobre a
Genética formal de ME2 se caracterizam, no global, por uma
alguma indefinicgéo.

Resultados comparaveis sdo escassissimos por razdes
gque se prendem com o tipo de material biolégico que a maioria

dos autores utiliza para o estudo deste polimorfismo. Numa
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revisdo da bibliografia disponivel, conseguiu-se apehas

encontrar dois trabalhos (Siebert et _al, 1979; Stbhimacher e

Haferland, 1989), que no total se saldaram por um conjunto de
130 pares mée/filho (filhos ndo discriminados por sexo) e que,
analisados conjuntamente, n#o evidenciaram a tendéncia que
agora se delineou.

0 significado real das distorgdes observadas para ME2
afigura-se, pois, de dificil avaliag8do, até porque néo foi
possivel evidenciar um padrdo homogéneo e inequivoco condutor
dos pequenos enviesamentos observados.

De momento, ighorar os desvios detectados; ou

considera-los apenas fortuitos por se terem registado em
especial em classes de baixa frequéncia, parece, pelo seu
nimero, tdo prematuro como tentar conota-los com eventuais
pressBes selectivas. '
H | De seguro, O que os presentes resultados indicam é
que ha, quanto a ME2, um ligeiro desajuste relativamente a um
padrdo regular de transmissdo mendeliana e, em simulténeo,
inconsisténcias populacionais que sugerem gue alguma ou
algumas das condi¢®es necessirias para o estabelecimento do
equilibrio de Hardy-Weinberg ndo se cumprem na populagdo em
andlise.

A inferéncia dos factores responsdveis por essas
perturba¢des exigird um alargamento extraordiondrio do espago
amostral para se poderem mobilizar valores numéricos

incontroversos, sobretudo ao nivel das classes fenotipicas de

menor frequéncia.
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b) PEPC

Na andlise de segregagdo referente a PEPC,
considerou-se de inicio, como hip6tese formal de transmisséo
genética, a sugerida por Kbmpf et_al, 1989: um locus
autossémico com 3 alelos codominantes, PEPCx1, PEPCx6 e
PEPCx2.

A segregagdo fenotipica em pares mie/filho néo
demonstrou inconsisténcias quanto a este modelo, uma vez que
nem se observou qualquer excluséao mae/fitlho, nem o}
aparecimento de fenétipos n8o previstos.

Porém, na analise familiar, surgiram duas familias
nucleares manifestando incompatibilidades relativamente ao
modelo genético em causa, o que obrigou a reformulagdo por
ajustamento do mesmo.
| Em ambas se observaram exclusdes aparentes no
sistema PEPC. Na primeira, em que o pai era 61 e a mie 1,
registaram-se 5 filhos, numa fratria de 13, de fenétipo 6. Na
segunda familia, pai 6 X mde 1, 2 dos 5 filhos eram
fenotipicamente 1.

A possibilidade de erro técnico'na fenotipagem foi
posta de parte, pois os mesmos individuos foram testados
diversas vezes em condig¢des independentes. Por outro lado, nem
a paternidade nem a maternidade biolégica foram refutadas por
qualquer outro marcador genético constante da bateria
habitualmente utilizada para o efeito no Instituto de

Antropologia.
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Sendo assim, a segregacgéo fenotipica nos
descendentes destas duas familias sé pode ser explicada
fazendo intervir no modelo genético de transmiss8o um outro
alelo sem expressdo electroforética diferenciada, ou seja, um
alelo nulo, que passaremos a desighar PEPCx0.

Nesse caso, a mde da primeira familia , embora de
fenétipo 1, seria genotipicamente 1-0, e os filhos de fenb6tipo
6 seriam obrigatoriamente 6-0.

Na segunda familia, o portador do alelo nulo seria o
pai, que o tera transmitido aos descendentes de fenétipo 1.

A detecgdo de um alelo nulo no sistema PEPC néo
surpreende em absoluto. Com efeito, em 1983, Kb&mpf e Ritter
haviam detectado exclus®es aparentes em pares mie/filho quanto
a PEPA, sistema genético que, como ja se escreveu, mais tarde
se demonstrou ser PEPC..

E de destacar que, no trabalho em que o equivoco é
desfeito, e onde se apresentam resultados de segregacgao
familiar, néo se conseguiu evidenciar a presehga do mesmo
gene.

Também neste trabalho, confrontados com uma familia
com b5 dos filhos manifestamente incompativeis com o fenétipo
da m8e, vimo-nos na contingéncia de todas as exclusdes terem
escapado ao método da triagem adoptada para a recolha de pares
mae/filtho, © que na pratica tornou inoperente este nivel de
investigagfo para a detecc¢do do alelo nulo.

0O facto s6 vem reforgar a ideia comum de que a
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detecgéo de alelos silenciosos ¢é extremamente falivel.

Primeiro, pelo método de detecg¢do em si, ou seja,
por ndo se detectar directamente um produto génico, mas antes
uma incompatibilidade fenotipica de um individuo face a uma
hipétese de genétipo dos seus progenitores cujo fendtipo
destes favorece. Daqui resulta que, no minimo, um par de
genétipos (entenda-se individuos) s8o0 necessarios para
seguramente detectar um uUnico alelo nulo.

Segundo, por serem genes que, em geral, se encontram
no nivel da relativa raridade e, por conseguinte, a estimativa
da sua fréquencia é extremamente permedvel a qualquer tipo de
estratificagdo populacional, estratificagdo que pode ser
determinada por factores t#o variaveis como os de 1indole
geografica, social ou cultural, ou seja, precisamente aqueles
mais determinantes na Hierarquizagéo das regras de
acasalamento entre os individuos de uma dada populagdo.

0 aumento da possibilidade de detectar alelos
silenciosos vé-se, assim, na dependéncia de dois paréametros
fundamentais.

Por um lado, o tamanho do espacgo amostral,
inevitavelmente grande, e que, dado envolver, ou pares
méde/filho ou familias nucleares, n#o se pode dizer que seja
facil de concretizar.

Por outro, a detecgédo de alelos nulos e, portanto, a
capacidade de estimar a sua frequéncia de forma tdo correcta
quanto possivel, é significativamente determinada pelos

critérios amostrais utilizados. Uma metodologia amostral menos
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adequada pode resultar em valores perigosamente falseados,
guer por sobreestimativa, no caso, por exemplo, do esforgo
amostral incidir sobre grupos populacionais fechados, ou em
subestimativas no caso contrario, isto &, em que O esforgo
amostral seja demasiado disperso.

De qualquer forma, a determinagéo da frequéncia de
alelos silenciosos resulta em valores que seréo sempre
aproximagdes, tanto menores em relacdo ao valor real quanto
mais apropriado for o método utilizado para a sua
determinac8o. Na impossibilidade de proceder a uma contagem
directa dos genes, péra alelos nulos o método mais apropriado
serd aquele que consiga processar o maximo de classes de
informagdo fenotipica mobilizadas. De momento, existem até
metodologias estatisticas bastante eficazes, mas cujas
condicdes de aplicabilidade se limitam aos grupos amostrais
que, em simulténeo, permitam uma estimativa preliminar do
alelo silencioso (por outras palavras, com exclusdes
declaradas), e que apresentem todas, ou pelo menos a grande
maioria, das constelag¢des fenotipicas previsiveis.

Neste caso concreto, foi 1impossivel utilizar
qualquer método mais sofisticado para'a estimativa de PEPC*0:
no grupo dos pares mie/filho, porque néo inclufa qualquer
incompatibilidade fenotipica; no grupo dos tipos de
cruzamentos, porque uma grande fracgdo de tipos previstos néo

se encontrava representada.

Optou-se, pois, por recorrer a uma pseudo-contagem
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directa de genes: no conjunto de genes amostrados em casais,
contabilizou-se dois como de tipo PEPC*x0, uma vez que sé se
consideraram como heterozigéticos aqueles dois individuos para
os quais havia provas indirectas de serem portadores do
referido alelo. | |

Inevitavelmente, o0 valor obtido, PEPC*x0= 0,005,
surge como uma subestimativa da frequéncia do gene, na medida
em que ndo foi possivel quantificar toda a fracgdo de
portadores do gene.

Cré-se que o valor real de PEPC*0 serd bastante
superior, ndo obstante essa presungdo se basear apenas em
provas circunstanciais.

Desde logo, e retrocedendo & distribuig¢do fenotipica
na populagdo (ponto 4.2.1.1), o excesso global de individuos
homozigdéticos é francamente significativo na fracgdo masculina
da populag8do. Embora o alelo nulo ndo possa ser, em exclusivo,
responsabilizado pela distorgdo observada, a sobreposic¢8o, ou
analogia, do padréo de distorgdo observado ndo deixa de ser
sugestiva.

Insinuante é também a segregac¢8o fenotipica em pares
mée/filho (tabela 3.9). A observag8o de um par 2-1/2 levanta,
pela raridade com que era esperado, algumas davidas de
interpretagdo. Considerando a frequéncia de PEPCx0= 0,005 e
PEPC*2=0,005, a probabilidade condicionada ao fen6tipo de o
filho ser 2-2 ou 2-0 é de 0,33 e 0,67, respectivamente.

Se se entender aque a frequéncia de PEPC*0 esta
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subestimada, ent#8o esses valores redundam numa diferenciagéo

ainda maior. ‘
~Afigura-se, pois, como bastante mais plausivel, que
o individuo de fenétipo 2 seja um portador para o alelo
silencioso.
Ainda quanto a andlise de pares mée/filho, é de
assinalar o afastamento significativo em relagéo a
distribuicdo fenotfipica esperada segundo o principio de Hardy-
~Weinberg. ‘O desvio era, basicamente, brovocado por uma

assimetria por excesso de pares 1/6-1 e 6-1/6, este

Taboela 4.24

Distribuicdio fenctipica de PEPC em pares mde/filho com filhos discriminados
por sexo. :

MAE  FILHO FILHA
FENGTIPO N  FENOTIPO N
1 61 6 21 1 61 6 2
1 59 22 81 61 22 83
(67,56) (16,13) (67,52) (15,38) ‘
61 18 22 6 46 18 14 7 39
(16,13) (20,07) (3,85) (15,38) (19,03) (3,50)
6 2 x% 2 4 x 4
| (3,85) | (3,50)
21 | 1 %1 1 ox 1 x2
. (0,42) (0,67) (0,01) .
TOTAL 77 46 6 1 130 80 40 7 1 128
PEPCX6 = 0,192 ; PEPC¥2 = 0,004 PEPCX6 = 0,184 ; PEPCX2 = 0,008

X*= 6,54; 9.1.= 3; 0,056 < P < 0,10 *= 9,60; g.1.= 8; 0.02 > P > 0,01

* classes somadas para calculo de X*
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individuaimente ja significativo em comparagcfio com os inversos
6-1/1 e 6/6-1.

Tal como para ME2, aprofundou-se a andlise a
discriminagdo das criangas por sexo, estando os resultados
sumariados na tabela 4.24.

Como se pode ver, a tendé&ncia desenha-se em ambos os
grupos, mas s6 ultrapassa, ligeiramente, o nivel de
significlncia estatistica naquele que inclufia criancas de sexo
feminino.

Esta assimetria ndo tem paralelismo ao nivel da
segregagéo familiar, onde os resultados observados se ajustam
perfeitamente a um padrdo regular de transmiss8o mendeliana,
desde que se entre em linha de conta com a existéncia do alelo
PEPCX*Q.

| Na tabela 4.25, processaram-se os mesmos resultados
discriminando o sexo dos individuos, o que permitiu concluir
gue, na aparéncia, o sexo ndo tem qualquer tipo de vinculagéo
com a informagé8o genética que cada crian¢a recebe dos pais.

Reportando-nos ainda & mesma tabela, n&o se notou
nos cruzamentos em que a mide era 1, qualquer tendéncia a
originar, preferencialmente, descendentes 6-1 ou 6 se a mie
fosse 6-1, em contradigdo com o que a andlise de segregacfo em
pares mae/filho sugeria.

A propésito dos tipos de cruzamento, é de assinalar
(o} desvio Jja significativo relativamente a distribuicéo

prevista pressupondo as condigdes de equilibrio de Hardy-
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-Weinberg. A classe que contribufia, guase exclusivamente, para

o desvio observado, era uma das de frequéncia relativa mais
baixa, concretizando o cruzamento 1x6. Complementarmente, a
tabela 4.25 revela que é sobretudo o cruzamento pai 1 x mie 6
que mais se afasta do valor esperado.

A existéncia, consubstanciada neste trabalho, dum
alelo nulo no sistema PEPC é, seguramente, factor de
perturbac¢éo da distribuigdo fenotipica na populagéo de
individuos, de pares mde/filho ou de tipo de cruzamento.

Porém, é-se tentado a admitir que, pelo menos ho
referente aos dois uUltimos niveis de andlise, os desvios s6
atingem o nivel de significAncia por um mero efeito amostral.

A observacgao dé bastantes classes de baixa
frequéncia potencia eventuais incorrecgdes amostrais, situacéo
que pode empurrar, falaciosamente, a probabilidade dos valores
de X2 para niveis de significdncia estatistica.

A titulo de consideragdo final sobre a Genética
formal de PEPC, e apelando aquilo que ao longo deste trabalho
se tem vindo a tornar um lugar comum, surge expressar a
necessidade de alargar o espa¢o amostral, se se pretender
estimar com correcgdo a frequéncia do alelo PEPC*0 e
esclarecer os aspectos mais ambiguos que os presentes

resultados evidenciaram.
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4.2.3 Avaliagéo do grau de informagédo e
aplicabilidade dos marcadores leucocitarios em

investiga¢®es da paternidade

Em investigac8o de paternidade biolégica, o ideal
seria que gqualquer veredicto formal pudesse ser dado, ou no
sentido da refutagdo inequivoca da paternidade, ou, guando tal
ndo se verificasse, ser formulado em termos de verosimilhangas
de paternidade que se enquadrassem no predicado verbal
"paternidade praticamente provada”.

Na pratica, contudo, existe sempre uma fraccéo
residual, mas nédo desprezivel, de casos em que o resultado
final n8o é tdo linear. |

Embora essa frac¢do tenha tendéncia a aumentar com o
nimero de casos investigados, o seu valor relativo esta
dependente da quantidade de informagd3o genética que é possivel
mobilizar de cada vez, ou seja, da disponibilidade técnica de
cada laboratério em termos do numero e do poder informativo
dos sistemas genéticos que a sua bateria de andlise integra.

0 enriquecimento de qualquer bateria em novos
marcadores afigura-se, pois, e em UGltima andlise, sempre
pertinente.

| Dai que, e de acordo com um dos objectivos
propostos, se procurasse avaliar os graus de informagdo e
aplicabilidade dos marcadores leucocitdrios agora estudados

no diagh6stico da paternidade.
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O potencial informativo das andlises efectuadas tem
sido, classicamente, medido pela eficiéncia de exclusédo
4 priori.

Os valores obtidos isoladamente para cada marcador,
bem como o mesmo valor acumulado, apresentam-se na tabela

4.26.

TABELA 4.26

Eficiéncia de exclusfio 4 priori por sistema genético e
valor acumulado.

SISTEMA EFICIENCIA DE EXCLUSAO A PRIORI (%)
GENETICO

TOTAL EXCLUSOES DE  EXCLUSSES DE

18 ORDEM 28 ORDEM
F13A 15,02 8,24 6,78
FUCA1 16,45 7,83 8,62
Q072 1,78 1,73 0,05
ME2 17,88 7,01 10,87
PEPC 13,98 8,52 5,47
PGEM3 15,96 8,01 7,95
EFICIENCIA
DE EXCLUSAO 58,61 34,96 33,97
ACUMULADA
como era de esperar, dada a assimetria de

frequéncias génicas, GOT2 é o sistema genético com menor
contetdo informativo em investiga¢Bes de paternidade. De
facto, tomando um par md3e/filho ao acaso, a probabilidade de

GOT2 excluir como presumivel pai um individuo também ao acaso
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dentro da populagdo portuguesa, ndo chega a 2%. No entanto, é
de salientar que este valor é basicamente proporcionado por
exclusBes de 18 ordem (mais de 97%) que s80, como se sabe,
aquelas que oferecem maior credibilidade.

No global, os seis marcadores leucocitdrios possuem
uma eficiéncia de exclusdo de 58,61%, valor em si de razodvel
magnitude e em que é de destacar o facto de as exclusdes de 1a
ordem (51%) predominarem sobre as de 2a (49%).

Como Amorim et al (1986) acentuam, se o critério de
selecgdo de wuma bateria de andlise for a eficiéncia de
exclusdo 4 priori, a escolha dos sistemas genéticos deve ser
principalmente ponderada em fungdo das eficiéncias de exclusdo
de 12 ordem.

Nessa perspectiva, um valor de 34,96% (eficiéncia de
exclusdo de ta& ordem, acumulada) afigura-se como um contributo
importante em qualquer bateria de anélise.

| A eficiéncia de exclusfo possui enviesamentos de
definig¢do - cuja discussdo ultrapassa o 4mbito do presente
trabalho - que tém posto em causa o seu valor como estimador
do potencial informativo de um ou mais sistemas genético no
ambito da investigagdo da paternidade.

De acordo com Rocha (1988), 0o critério mais
avalizado para o efeito, ¢€é o da comparac8o dos valores médios
de probabilidade de paternidade (W) ou do f{ndice de
paternidade (L) entre verdadeiros e falsos pais.

Para cada um dos seis marcadores leucocitéarios,
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calcularam-se esses valores, que sfo os constantes da tabela
4,27, onde também se apresentam os valores médios acumulados.

Numa analise globail interessa destacar que,
considerados conjuntamente, o0s seis marcadores possuem um
valor médio de W de 77,29% na fracgdo populacional constituida
pelos verdadeiros pais, enhquanto que na dos falsos pais esse
valor é de apehas 22,71%.

A diferenga entre estes dois valores & considerada
uma medida directa do conteudo informativo dos sistemas
genéticos em jogo. Neste caso concreto, a sua capacidade de
distinguir verdadeiros pais de falsos pais é de 54,52%.

Interpretando os resultados em termos de L, a
capacidade dos seis marcadores Tleucocitédrios discriminarem
entre a hipbtese de paternidade e a de ndo paternidade é de

3,40 para 0,29.

Avaliada quantitativamente a potencial contribuigéo
dos marcadores estudados em 1investigagdes de paternidade,
conviré agora discutir se satisfazem outros requisitos
indispensiveis a uma utilizag¢8o optimizada nesse dominio.

Quanto & solidez do modelo genético formal, F13A,
FUCA1, GOT2 e PGM3 satisfazem plenamente as condig¢des de
utilizagéo.

Também para ME2 n8o parece que as ligeiras
irregularidades detectadas na segregac8o em pares mde/filho e

nos descendentes de familias nucleares possam constituir
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factor de enviesamento relevante nas analises em causa.

Contudo, os resultados da genética formal de PEPC,
ao evidenciarem a existéncia de um alelo nulo, levaram-nos a
reanalisar a wutilidade deste marcador em investigaéées de
paternidade.

Alelos nulos sédo factor de perturba¢8do da elucidacgéo
das relagBes genealdgicas em geral, podendo conduzir a
refutacdes erradas da paternidade ao mimetizarem,

falaciosamente, exclus®es de 22 ordem.

Actualmente, estdo descritos alelos silenciosos para

um grande numero de sistemas genéticos utilizados por rotina
em investigagdo da paternidade (Polesky et al, 1983;
Mohrenweiser, 1987). O caso de PEPCx0 destaca-se, porém, por
apresentar uma frequéncia génica relativamente elevada para a
categoria de genes em que se .insere.

Em tais condigdes, o contetdo informativo deste
sistema genético fica nitidamente diminuido, facto que se
procurou ilustrar ao reavaliar a sua eficiéncia de excluséo
entrando em linha de conta com o alelo PEPCXx0. O valor obtido
foi de apenas 8,61%, ainda que integrando, exclusivamente,
exclusBes de 1a ordem.

Por outro 1lado, exclusBes de 22 ordem no sistema
PEPC perdem ainda mais credibilidade do que habitualmente as
caracteriza, na medida em que a proporgdo de exclusdes
aparentes aumenta, consideravelmente, no conjunto total de

exclusdes. -
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Assim, o transtorno introduzido pelo alelo nulo néo
pode ser apenas apreciado em termos de perda de conteudo
informativo, mas também face & atitude de indefinig¢&o que gera
perante constelagdes fenotipicas de trios presumivel
pai/mée/filho, sugerindo refutacéo de paternidade por excluséo
de 2a ordem na circunstancia desse veredicto né&o ser
corroborado por mais nenhum sistema genético da bateria de
analise.

Como Valentin (1977), entre outros, salienta, a
disponibilidade de uma base alargada de informagdo genética
contrapde-se o aumento do risco de estabelecer exclusdes
incorrectas. Como tal, uma medida de seguranga constantemante
preconizada, mas que na pratica poucos laboratérios
concretizam, éE a prospecgdo de alelos silenciosos numa dada
populag8io antes da introdugfo de um sistema genético numa
bateria de anidlise (Henningsen, 1981).

Sistemas genéticos com alelos nulos de frequéncia
elevada deveriam ser, senfdo evitados, pelo menos manuseados
com particular restrigéo.

Pelo que foi exposto, PEPC deve considerar-se nessas
condig¢des.

Um outro aspecto a ter em atengdo antes da
introdugdo de novos sistemas genéticos numa bateria de
andlise, ¢é o dos requisitos em tecnologia laboratorial que a

sua fenotipagem exige, associado ao custo intrinseco do prego

da fenotipagem.
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Com efeito, se susceptibilidades a falhas técnicas
poém em causa a seguranga de utilizagdo dum sistema genético
em investigagdo de paternidade, encargos globais muito
elevados constituem factor proibitivo do recurso sistematico &
andlise genética no diagnéstico de paternidade.

Em referéncia ao primeiro ponto, estes seis
marcadores leucocitdarios apresentam um grau de dificuldade de
manipulagdo laboratorial da mesma ordem de grandeza da maioria
dos outros marcadores utilizados para o efeito, e que se pode
considerar baixo.

Quanto ao custo por fenotipagem, sé& PEPC se afasta
dos valores médios por sistema genético, pelo facto, como
dissémos oportunamente, de a sua fenotipagem exigir o uso de
uma espécie molecular bastante onerosa.

O aumento relativo ‘do custo de fenotipagem de PEPC,
ndo se pode considerar, todavia, excessivo.

Em resumo, da andlise global das condi¢des de
aplicabilidade e 1informagcdo dos marcadores Teucocitdrios
estudados na investigagdo de paternidade, podera concluir-se,

desde ja, o seguinte:

12 F13A, FUCA1, GOT2, ME2, PEPC e PGM3 s&o sistemas
genéticos que obecem aos padrdes normalizados para a
integragdo numa bateria de analise, podendo dar um

contributo importante ao esclarecimento do problema.

20 GOT2 e PEPC sao, dos seis sistemas estudados,

142




aqueles cujas condic¢des de utilizagdo s@o menos
favoraveis.

GOT2, porque, para além de apresentar um
conteudo informativo relativamente reduzido, possui
frequéncias génicas muito assimétricas, pelo que a
sua caracterizagdo genética, populacional e formal,
se vé extremamente dificultada, em especial quanto
a4 possibilidade de se detectarem alelos nulos.

PEPC, porque pela frequéncia bastante elevada
de PEPCx0O, transtorna, substancialmente, a condugéo
do tratamento classico de situagdes de exclusdo de
paternidade, obrigando a que sejam sempre
processadas biocestatisticamente em termos de
probabilidade de n&o-paternidade.

Embora GOT2 e PEPC nao devam ser, liminarmente,
excluidos de uma bateria de andlise, poderiam
éonsiderar—se dispensédveis se a bateria integrasse
marcadores genéticos em excesso, fase em que nfo se
encontra a presentemente disponivel no Instituto de

Antropologia da Faculdade de Ciéncias.

Antes de finalizar este capitulio ha que abordar uma
Gltima questéo.

A manipulacdo de um nUmero progressivamente alargado
de marcadores genéticos em testes de paternidade, é fonte
também de novos problemas. Assim, na estratégia bioestatistica

vulgarizada, perfeitamente razodavel para um numero limitado de
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sistemas genéticos, € assumido que cada Jocus segrega
independentemente dos outros, o que legitima a inferigdo de
verosimilhangas de paternidade por combinacgio multiplicativa
dos valores parciais obtidos em cada sistema.

Com o numero progressivo de loci adicionados a
bateria, torna-se necesséario reavaliar aquela pressuposto Jjé
que, aumentando a possibilidade de alguns estarem fortemente
ligados, aumenta, implicitamente a probabilidade de ocorrerem
associacgdes néo aleatérias entre alelos de 1g§i diferentes,
associagbes essas que podem, de igual modo, ocorrer entre loci
ndo ligados factorialmente (Chakravarti e Li, 1983).

Verificando-se tal situagéo, a insisténcia no
pressuposto de independéncia induziria a verosimilhancas de
paternidade forgosamente falseadas. o tratamento
bioestatistico devera ser réajustado fazendo intervir alguns
parametros adicionais, nomeadamente frequéncias haplotipicas,
fracgdes de recombinagdo e valores de desequilibrio gamético
(Chakraborty e Hedrick, 1983). M

Para além do mais, e como Smouse e Adams (1983)
salientam, sendo a informa¢do fornecida pelo segundo de um par

de loci ligados parcialmente perdida, ha que avaliar

criticamente a pertinéncia da prépria introdugdo do segundo

locus nha bateria de analise.

Assim, compreende-se que se tenha dispersado a
analise conjunta de pares de loci, por pares envolvendo, de

cada vez, um locus de um marcador leucocitdrio e de outros

utilizados por rotina em investigagBes de paternidade,
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incluindo loci com proximidade cromossémica reconhecida.

como se viu no ponto 4.2.1.2, associagdes
breferenciais entre ndo alelos em gametas nédo foram
detectadas, nem sequer entre FUCA1 e RH, loci de todos,os de‘
mais estreita vizinhanga cromossémica.

Ainda que n#o se esgotasse a andlise de todas as
associagles 2 a 2 possiveis, estes‘ primeiros resultados
parecem vir reforcar a pertinéncia da utilizagéo dos
marcadores leucocitdrios em investigagdes de paternidade, uma
vez que foram eliminados como factores de enviesamento
eventuais associagdes gaméticas declaradas.

Porém, ndo devemos ignhorar os indicios de
associag®es genotipicas que encontréamos envolvendo alguns
pares de loci estudados. |

Embora de momento n#o se possa excluir'a hipbtese de
deficiéncia amostral, tais associagdes, a confirmarem-se,
deveriam ser tidas em considerag8o aguando da sua utilizagéo,
em simuitédneo, em testes de paternidade.

Nesse caso, e dada a natureza das associagdes,
frequéncias haplotipicas seriam irrelevantes, sendo necesséario

jogar com frequéncias de classes genotipicas de pares de Jloci

que manifestassem associagdes comprovadas.
sé deste modo, valores de verosimilhangas de
paternidade reflectiriam a organizagdo da variabilidade

genética na populagdo portuguesa.
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4.3 Analise de ligag8o factorial

A andlise de ligagdo foi apenas conduzida para loci

que, de momento, ndo possuissem Tlocalizacgéo cromossémica -

definitiva, caso de ME2, ou quando tal pudesse contribuir para
um reforgo de resultados previamente pouco consolidados,
especificamente o estudo das relagdes de ligagdo entre PEPC,
F13B, HF e FY.

Os resultados obtidos proporcionaram a seguinte

discusséo:

4.3.1 ME2

Até a data, ME2 tem resistido as escassas tentativas
de 1oca1izagéoﬁcromossém1ca a gque foi sujeito.

Estudos de hibridagdo celular somatica restringiram-
-se aos efectuados por Povey et al (1975) e, por sinal,
revelaram-se pouco conclusivos. De facto, a detecgdo de uma

aparente nédo sintenia com ME1 ( locus localizado em 6g12, Chen

et _al, 1973) e de uma certa consisténcia quanto a
possibilidade de ME2 se 1localizar no cromossoma 1, néo
conseguiram ser posteriormente confirmadas.

Investiga¢des subsequentes Timitaram-se a andlise de
ligagdo em familias nucleares, e a obteng8o de valores de "lod
scores” superiores a 3 (K&mpf et _al, 1985) entre ME2 e F13A

(locus 1localizado entre 6p25-->p24, Olaisen et al, 1985),

induziram & 1localizagdo proviséria de ME2 no cromossoma 6.
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No sentido de elucidar a situagdo, centralizou-se,

de inicio, a andlise de ligagdo apenas entre ME2 e F13A. No
entanto, a relativa inconsisténcia entre os resultados obtidos

e os publicados por K&mpf et al, levaram a estender a analise

das relagdes de ligagdo entre ME2 e um total de 27 outros
sistemas genéticos (tabela 3.16).

Dada a aditividade de valores de "lod scores”
obtidos em estudos independentes, na tabela 4.28, sumaria-se a
conjugagido dos resultados agora obtidos com outros previamente
reportados. |

O sexo da informagdo de segregagdo s6é se especifica
para ME2/F13A e ME2/HF, por serem o0s Unicos pares em que a
discriminag8io é feita nas respectivas publicagdes.

Relativamente & possivel ligagido entre ME2 e F13A, &
manifesta uma certa contradigdo entre os resultados agora
obtidos e os apurados por Kbmpf et al.

Estes Gltimos favorecem, com bastante clareza,
1igagéo estreita entre ME2 e F13A, uma vez que hum total de 18
familias nucleares com 54 descendentes, s6 obtiveram "lod
scores” positivos. O valor méximo que encontraram foi de
4,33 para ©=0,10 (ambos os sexos combinados).

Em contrapartida, os presentes resultados apontam,
pelo menos para a mesma fracgdo de recombinagdo, para excluséo
inequivoca de 1ligagdo entre os dois loci: z= -5,32 no total e,
por sexo, valores individuais inferiores a -2, num conjunto de
33 familias com 12 descendentes.

Considerados em simultaneo, os dois conjuntos de
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TABELA 4.28 .

vValores de "lod scores"” entre ME2 e outros loci de sistemas
genéticos compilados de:

1) Kbmpf et_al, 1985; 2) esta investigagio

3) K&mpf et _al, 1988; 4) Kompf et al, 1982.

K
SISTEMA REFER. INFOR. FRACGAO DE RECOMBINAGAO
GENETICO SEGR.
0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
FI8A — — — — — — — e e -
1 P 1,48 1,65 1,35 0,79 0,24
M 2,41 2,68 ,28 1,45 0,54
2 P -5,48 -2,59  -0,49 0,08 0,09
M -5,36 -2,73 -0,80 -0,19  -0,03
TOTAL P -4,00 -0,94 0,86 0,87 0,33
M ~2,95  -0,05 1,48 1,26 0,51
A -6,95  -0,99 2,34 2,13 0,84
HF — m m e e e e e e
3 P -4,01 -2,24 -0,82 -0,28 -0,06
M -2,95  -1,32  -0,19 0,07 0,04
2 = -1,76  -0,64 0,07 0,16 0,06
M -0,30 0,28 0,52 0,37 0,12
TOTAL P -5,77 -2,88 -0,75  -0,12 0,00
M -3,25  -1,04 0,33 0,44 0,16
A -9,02  -3,92  -0,42 0,32 0,16
ABO — — — — — e e
4 A -5,2 -3,0 -1,0 -0,3
2 A -20,89 -12,16 -4,76  -1,65
TOTAL -26,09 -15,16 -5,76  -1,95
ACPl — — e e e
4 A -1,1 0,2 0,8 0,6
2 A -10,04 -6,01 -2,51  -0,94
TOTAL -11,14  -5,81  -1,71  -0,34
BF — —— e e e e e e e -
4 A -1,6 -0,7 -0,1 -0,1
2 A -8,06 -4,66 -1,80 -0,62
, TOTAL -9,66 5,3  -1,90 -0,72
ESD — = — — — — e e -
4 A -1,6 -0,7 -0, 1 0,1
2 A -2,89  -1,11  -0,04 0,21
TOTAL -4,49  -1,81  -0,14 0,31
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TABELA 4.28 - continuagéo.

b 4
SISTEMA REFER. INFOR. FRACGAO DE RECOMBINAGAO
GENETIOO SEGR.
0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
FY = o o e e o o e o o e e o e -~ ———— — —— - —
4 A -3,6 ~2,0 -0,8 -0,3
2 A -11,30 -5,77 -1,47 -0,06
TOTAL -14,90 -7,77 -2,21  -0,36
GALT = = — e —
4 A -5,5 -3,3 -1,4 -0,5
2 A -6,96 -4,23 -1,81  -0,69
TOTAL -12,46  -7,53  -3,21  -1,19
B m e e e e
4 A -4,3 ~2,7 -1,2 -0,5
2 A -8,37  -4,37  -1,27  -0,22
TOTAL -12,67  -7,07 -2,41  -0,72
GOl —— = e e
1 A -12,26 -6,15 -1,59  -0,21 0,03
2 A -89 -4,95 -1,77 -0,56 -0,11
TOTAL -21,21  -11,10 -3,36 -0,77  -0,08
e B i kT ——
4 A 0,2 0,5 0,6 0,4
2 A -9,61 5,15 -1,70  -0,49
TOTAL -9,41 -4,65 -1,10  -0,09
HP — e e e e e e -
4 A -2,4 -1,3 -0,5 0,1
2 A -4,02 -2,24 -0,82 -0,28
TOTAL -6,42  -3,54 -1,32  -0,38
PAMl = = = —
4 A 1,4 -0,2 0,5 0,4
2 A -15,93 -8,64 -2,86 -0,78
TOTAL -17,33  -8,84 -2,36 -0,38
PAM3 — = — m m e e
1 A -16,57 -9,51 -3,60 ~-1,20 -0,24
2 A -15,64 -8,35 -2,64 -0,64 0,07
TOTAL -32,21  -17,86 -6,24 -1,84  -0,17
= [
4 A -4,7 -2,5 -0,8  -0,2
2 A -20,35 -11,57 -4,35  ~1,46
TOTAL -25,05 -24,07 -5,15  -1,66

* INFORMAGAO DE SEGREGAQAO: P - paterna; M - materna; A - ambos.
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dados neutralizam-se parcialmente, resultando num valor global
que permite excluir ligagdo paa 6= 0,05, enquanto que para
fracgBes de recombinacgéo superiores, os valores de "lod
scores”, ainda que positivos, n#o atingem o valor critico
(Zz=38) a partir do qual a hipétese de 1igagdo pode ser
seguramente aceite.

Apesar de, de momento, n#o se poder aceitar a
assergdo de ligacdo entre ME2 e F13A, h& que reconhecer que
continua a ser o Unico caso em que a hipétese de ligacgéo
apresenta alguma plausibilidade.

Com efeito, e analisando conjuntamente as tabelas
3.16 e 4.28, que constituem uma compilag8o quase exaustiva de
todos os dados de ligag8do envolvendo ME2, ndo ha nenhuns
outros valores que estimulem uma indicacio de ligagdo tédo

imediata.

Mesmo em relagdo a AMY e HF (loci situados no

cromossoma 1), a positividade dos "lod scores" é demasiado
ténue para que uma eventual consisténcia com 0s resultados de

Povey et al possa ser inferida.

Ao certo, o que a andlise das. mesmas tabelas
permite, ¢é excluir 1ligagdo de ME2 em relagdo aos seguintes
sistemas genéticos: -

Para 8 < 0,20 - ABO, FY, GALT, GC, GLO1, PGMt1, PGM3,

RH, PEPC e PLG.
Para 6 < 0,10 - ACP1, BF, GPT, HF, HP, ALAD, F13A,

FUCA1, GOT2, ORM1, PGP e UMPK.
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Para 8 < 0,05 - ESD, C3 e F13A.

Para 8 < 0,01 - AMY e TF.

Perante esta situagdo, tera que permanecer
transitéria a localizagdo de ME2 no brago curto do cromossoma
6, enquanto resultados mais convincentes néo vierem clarificar
o problema.

Parece que esse propoésito dificilmente seréa
realizado por recurso a polimorfismos convencionais. Isto na

presungdo, tal como como KOmpf et al sugerem, de que a

localizar-se no cromossoma 6, ME2 se situara numa posigéo
distal em relagdo a F13A.

Na realidade, entre a regido telomérica de 6p e o
Jocus do F13A desconhece-se a existéncia de quaisquer outros

loci de polimorfismos convencionais. Estéo, contudo,

cartografados para essa'mesma regiéo diversos polimorfismos de

DNA.

Talvez as relagdes de ME2 com esse tipo de
marcadores possam ser mais bem sucedidas do que as andlises

até agora efectuadas.

4.3.2 PEPC, F13B, HF e FY

Estudos de hibridag8o celular somatica permitiram
‘situar o locus de PEPC no brago curto do cromossoma 1 (Ruddile
et al, 1972).

Por sua vez, Cook e Hamerton (1979) conseguem

1imitar a localizac8o cromossémica do mesmo locus & regido
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1925 ou 1qg42.

| Muito recentemente, Rocha et al (1989), por recurso
a analise familiar, integram PEPC num grupo de 1ligacgéo
‘envolvendo F13B e HF.

E precisamente a existéncia desse grupo de 1ligacéo
que os presentes resultados procuraram consolidar.

Quer a detecgdo de ligac¢do estreita entre PEPC e
F13A (Zméx= 11,38 para 6= 0,00 em machos e fémeas), quer as
relagdes entre PEPC e HF (Zméax=5,72 com 6= 0,11 nas fémeas e
8= 0,03 nos machos) ou entre F13B e HF (Zmax= 7,52 para 6=0,05
em fémeas e 6= 0,00 em machos), reforgcam os resultados
anteriormente publicados.

Na tabela 4.29, o0s "lod scores"” obtidos nesta
investigagdo foram conjugados com os de Rocha et _al. Quanto a
F13B/HF, incluiram-se também os dados apurados por Eiberg
et al (1987) quando detectaram pela primeira vez prova formal
de 1ligagdo entre aqueles loci, o que lhes permitiu assinalar
F13B numa regido do cromossoma 1 proxima da de HF (mais
precisamente 132, Human Gene Mapping 10, 1989),

A conjugagdo dos resultados disponiveis torna as
relagcdes de ligaglo entre os trés loci substancialmente mais
clarificadas, induzindo uma tentativa de ordenagéo
cromossémica.

Com efeijto, constatou-se que PEPC e F13B se
comportam quase como uma unidade de transmiss8o, o que poderé&

traduzir uma vizinhanga cromossémica bastante estreita. Esta
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TABELA 4.29
Valores de "lod scores” entre PEPC-F13B, PEPC-HF e F13B-HF compilados a partir de:
1) Rocha et al, 1989; 2) Eiberg et_al, 1987 e 3) esta investigacdo.

X

PAR DE REFER. INFOR. FRACGAO DE RECOMBINAGAO
LOCI SEGRE. -
0,000 0,01 0,05 0,10 0,20 0,30 0,40
PEPC-F13B
1 P 2,70 2,66 2,44 2,16 1,55 0,90 0,29
3 6,91 6,78 6,21 5,48 4,00 2,40 0,88
9,61 9,44 8,65 7,64 5,55 2,90 1,17
1 M 4,80 4,71 4,31 3,78 2,67 1,53 0,49
3 4,50 4,40 3,96 3,40 2,27 1.19  0.34
9,30 9,11 8,27 7,18 4,94 2,72 0,83
1 A 7,50 7,37 6,75 5,94 4,22 2,43 0,78
3 11,41 11,18 10,17 8,88 6,27 3,59 1,22
18,91 18,56 16,92 14,82 10,49 7,02 2,00
PEPC-HF
1 P 0,61 1,54 1,96 1,89 1,42 0,82 0,25
3 3,00 3,89 4,08 3,73 2,69 1,54 0,51
3,62 5,43 6,04 5,62 4,11 2,3 0,76
1 M 1,21 2,14 2,51 2,40 1,83 1,09 0,36
3 -2,99 -0,09 1,54 1,86 1,58 0,94 0,30
-1,78 1,06 4,06 4,26 3,41 2,03 0,66
1 A 1,82 3,68 4,47 4,29 3,25 1,91 0,61
3 0,02 3,80 5,62 5,59 4,27 2,48 0,81
1,82 7,48 10,08 9,88 7,52 4,39 1,42
F13B-HF
1 P 2,42 2,75 2,57 1,88 1,06 0,32
2 5,70 5,71 5,11 3,57 1,95 0,58
3 5,90 5,40 . 3,42 2,02 0,69
14,02 13,86 12,44 8,87 5,02 1,59
1 M 3,54 3,23 2,84 2,02 1,17 0,38
2 3,47 5,37 5,44 4,31 2,04 0,93
3 1,3 1,89 1,78 1,24 0.65 0,18
8,54 10,49 10,06 7,57 3,86 1,49
1 A 5,96 5,98 5,41 3,90 2,22 0,70
2 7,93 10,67 10,45 7,93 4,60 1,51
3 7,43 7,29 6,54 4,66 2,67 0,87
21,32 23,94 22,40 16,49 9,49 3,08

*INFORMAGAO DE SEGREGAGAO: P - paterna; M - materna; A — ambos.
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situagéo é corroborada pelo facto de, pelo menos em termos de
fracg¢do de recombinagdo, PEPC ou HF estarem sensivelmente
equidistantes de HF.

Por outro lado, e apesar de ndo ter sido possivel
calcular valores maximos de Z ou 8 com os dados globais,
existem indicios de que a fracgdo de recombinagdo entre PEPC e
HF é ligeiramente superior a de F13B e HF.

Logo, as hipbéteses mais verosimeis para o}
ordenamento possivel dos trés loci parecem restringir-se a:
HF - F13B - PEPC ou PEPC - F13B - HF.

Ou seja, tudo 1indica que HF se 1localizard numa
posigdo préximal ou distal relativamente ao bloco F13B-PEPC,
ocupando F13B a posigédo central.

Procurando uma mais completa e]ucidégﬁo do probiema,
estudaram-se as relagdes de figagéo entre F13B, PEPC e HF com
FY, 1locus cuja localizagdo cromossémica estd assinalada em
1g21-925 (HGM10), havendo suspeita que a regifo mais provavel

seja 1g22-g23 (McAlpine et_al, 1989).

Os resultados obtidos (tabela 3.17), ainda que pouco
substanciais, permitem excluir ligagdo, a menos de 20%, entre
PEPC e FY ou F13B e FY e, a menos de 10%, entre HF e FY.

Para outras frac¢des de recombinagéo, os "lod
scores” s&do, em geral, negativos, pelo que proximidade
cromossémica declarada pode ser, aparentemente, rejeitada.

Sendo assim, os presentes resultados compatibilizam-

~se, razoavelmente, com a hipdétese de PEPC ocupar a posic¢éo
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mais distal do grupo de ligagdo em que se insere, situac¢do que
conciliada com o que se conhece sobre a localizagdo fisica dos
loci, remeteria PEPC para a regido 1q42.

Embora tal dedugdo necessite de uma mais s6lida
comprovagédo, nhéo deixa de ser sugestiva a concordancia com os

resultados de Brook et al (1987), 0os quais usando uma

translocagdo, maparam PEPC em posigdo distal a 1g32.1, néo
obstante esse resultado ndo vir ainda homologado ho Gltimo

Human Gene Mapping (HGM10).
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5. CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSOES

Procurou-se, hneste trabalho, aproveitar a fracgéo

leucocitéria do sangue para a investigacdo de loci de
polimorfismos bioguimicos, na tentativa de rentabilizar a
utilizac8o de um material biolégico de facil acesso e simples
manipulac8o e que, simultaneamente, ndo condiciona a condugéo
da andlise genética convencional, ao contrdario de materiais
biolégicos alternativos frequentemente utilizados para a .
investigagdo de alguns desses loci.

Tal contributo viu-se dificultado, entre outros
factores, pela reduzida quantidade de material bioldgico
disponivel e pelos baixos niveis de actividade que a maioria
das fungbdes enzimaticas, em geral, ai apresentam.

Apesar de tudo, foi possivel proceder a fenotipagem
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simulténea, e em boas condigdes técnicas, de seis sistemas
genéticos, F13A, FUCA1, GOT2, ME2, PEPC e PGM3, em que a
investigag8o, por recurso a fracg¢8o leucocitaria, nos parece

surgir em nitida vantagem por:

1. Permitir a realizagdo de amplas amostragens
populacionais, ao contrdrio de tecidos como placenta, cérebro
ou coragéo, materiais biolégicos habitualmente utilizados para
o estudo de ME2, PGM3 ou GOT2;

2. Ser perfeitamente compativel com a realizagfo de

estudos classicos de genética formal, nomeadamente analise de

segregagcdo em pares mde/filho ou descendentes de familias

nucleares, raz8o pela qual se apresentam, agora, os primeiros
resultados desse tipo relativamente a alguns dos sistemas
genéticos investigados;

3. Viabilizar, no caso especifico do F13A, d recurso
a um método de detecgdo por via funcional, em oposig8o a via
imunolégica que acompanha sistematicamente a fenotipagem em
amostras de plasma e que, como oportunamente se discutiu,
nos parece menos favoravel;

4. Minimizar problemas de termoestabilidade elevada,
associados a alguns produtos génicos de PEPC e que se fazem
sentir, em especial, quando este polimorfismo é investigado em
eritrécitos; |

5. Dispensar, relativamente a FUCA1, va separacéo

diferencial e especifica de linfécitos.
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Se nos remetermos & potencial aplicagéo em

'1nvestiga96es de paternidade biolégica, a valorizagdo desse

aproveitamento torna-se mais evidente.

Nessa Area, os padrdes exigidos, materializaveis na
possibilidade de formular deliberagfes finais inequivocas, séo
cada vez mais elevados, verificando-se que continua a ser de
grande actualidade o recurso a marcadores convencionhais.

De facto, e ndo obstante o potencial das
metodologias genéticas mais modernas ser virtualmente
ilimitado na elucidagio da identidade bioldgica e das relagles
de parentesco, a sua progressiva generalizagédo tem-se
acompanhado do aparecimento de alguns problemas praticos, cuja
clarificagédo é considerada critica para uma adequada
operacionalidade nesses dominios (King, 1989).

" Sobretudo paré a avaliac¢8o da paternidade biolégica,
surge como essencial a normalizagéo das metodologias de
analise e; até, da prépria interpretagdo dos resultados
(Chimera et_al, 1989). |

De qualquer modo, a introdugdo de novas técnicas, em
particular durante a fase inicial, deve efectuar-se
gradualmente e, sempre, de forma compiementar em relagéo a
técnicas j& convencionais mas, seguramente, mais bem
consolidadas. |

Neste contexto, torna-se nitido o 1interesse da
integragdo dos marcadores leucocitarios agora investigados

numa bateria de analise.
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A avaliacdo das condigdes de aplicabilidade e grau
de informagéo no diagnéstico da paternidade passou,
inevitavelmente, por uma prévia documentagdo da genética
populacional e formal dos marcadores em estudo.

‘Para1e1amente, e numa perspectiva mais
antropolégica, 'procurou—se efectuar uma caracterizagdo do
perfil genético-demografico de Portugal continental.

Em especial, no referente a GUltima abordagem, fomos
confrontados com um obstdculo sistematico: a magnitude dos
tamanhos amostrais que tal via de pesquisa exige, associada a
dificuldade em definir o padr8o de estratificagio geografica a
adoptar.

Na realidade, num pais com area territorial reduzida
e com uma tendéncia migratéria interna muito acentuada,
heterogeneidades genéticas de indole geogréafica, a
subsistirem, s6 poder8o ser evidenciadas se a metodologia
amostral se modular em fungdo da histéria recente da sua
demografia. |

A dimensdo antropolégica da caracterizagdo genética
ganha mais sentido se perspectivada no confronto com outros
grupos populacionais , em especial com aqueles com os quais,
historicamente, nos relacionamos. No entanto, a quase
inexisténcia de estudos sobre regides ibéricas ou africo-
-americanas de expressdo portuguesa, dificultou a inferéncia
das tendéncias genéticas que mais nos individualizam.

Assim, o esbogco de uma certa identidade genética com

o Norte de Espanhha, ou a aparente auséncia de influéncia de
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elementos genéticos ndo-europeus, podem ser ilagdes meramente
provisérias. |

A sua confirmagco passaria pelo alargamento
acentuado do espago amostral as regibdes referidas e, de
preferéncia, pela extensdo da andlise a um numero mais vasto
de marcadores genéticos.

Claro que um projecto deste tipo ultrapassaria,
largamente, os recursos materiais e humanos de uma Unica
instituigéo, s6 sendo exequivel, a médio prazo, pela
conjugaclo de esforgos de institui¢des congéneres.

Pelo menos, a expansfo da caracterizaglo genética a
paises afro-americanos de expresséo portuguesa, afigura-se-nos
do maximo interesse, na medida em que, se a inversa néo é
verdadeira, acreditamos gue 'seriam, seguramente, af
encontrados vestigios généticos da permanéncia dos portugueses
nessas regibes.

0 alargamento do espa¢o amostral surge, igualmente,
como premente para o) esclarecimento de algumas
irregularidades de segregacdo detectadas na analise de
genética formal e a clarificagdo do tipo de associagdes

observadas na andlise conjunta de alguns pares de Jloci.

Enfim, apesar dos condicionalismos referidos, e de
outros que o presente trabalho, concerteza, enferma, julgamos
ter dado algum contributo para o aprofundamento da genética de

F13A, FUCA1, GOT2, ME2, PEPC e PGM3, e, de uma forma global

mas sintética, poder formular as seguintes
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S

CONCLUSOES

1. Genética bioquimica

1.1 A fracgéo ndo eritrocitdaria ou plasmatica do
sangue constitui um bom material biolégico para a
investigagdo dos polimorfismos genéticos determinados pelos
loci F13A, FUCA1, GOT2, ME2, PEPC e PGM3.

O seu uso em detrimento de materiais biolégicos

alternativos frequentemente utilizados, parece indiscutivel-

mente vantajoso.

1.2 O sucesso da fenotipagem destes polimorfismos
€, em grande parte, determinado pelo estado de conservagéo das
amostras e pela execugdo de um tratamento diferencial do
leucolisado para formas enziméaticas citoplasmaticas ou
mitocondriais e lisossémicas.

Para FUCA1, uma dessializacgédo prévia com
neuraminidase deve considerar-se essencial.

Por sua vez, para PEPC e PGM3, um tratamento com DTT
elimina, substancialmente, algumas deficiéncias de

reprodutubilidade dos padrdes electroforécticos que lhes estéo

associadas.

1.3 Para cada marcador, foram aperfeigoadas
técnicas electroforéticas ou de focagem isoeléctrica que se
caracterizam, no global, por uma execugdo laboratorial
relativamente simples, por um bom poder resolvente e, a

excepgdo de PEPC, por um custo financeiro reduzido. O aumento
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do prego por fenotipagem registado quanto a PEPC, n&o se pode

considerar, mesmo assim, excessivo.

2. Genética formal

2.1 Os resultados obtidos nesta investigagdo séo
concordantes com os modelos genéticos, previamente postulados,
explicativos das variagBes fenotipicas observadas para F13A,
FUCA1, GOT2 e PGM3. |

As respectivas genéticas formais, até agora pouco
documentadas, podem considerar-se, de momento, bem

consolidadas.

2.2 Quanto a PEPC, a detecgéao de provas
circunstanciais da existéncia de um alelo nulo, Tlevou ao
ajustamento do seu modelo genético formal, fazendo intervir
para além dos alelos cédominantes PEPC*x1, PEPCx2 e PEPCx6,

anteriormente ja considerados, o alelo PEPC*O.

2.3 Em relagdo a ME2, observaram-se, na analise de
segregacdo em descendentes de familias nucleares, 1ligeiros
desajustes relativamente a um padrdo regular de transmisséo
mendeliana.

As irregulariedades de segregagdo ndo apontam,
contudo, para a rejei¢do do modelo genético formal, até agora

considerado (locus autossémico com alelos codominantes, ME2x1

e ME2%2).

Inexisténcia de neutralidade selectiva quanto a

alguns genétipos ou deficiéncia amostral, s8o hipoéteses
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explicativas dos resulitados observados, cuja discriminacdo sé

o alargamento do espago amostral poderd proporcionar.

3. Genética populacional
3.1 Ndo se detectaram indicios significativos de
diferenciagdo genética entre a regido Norte, Centro ou Sul do

pais, quanto a qualquer um dos marcadores investigados.

5.2 Pbrém:

3.2.1 a existéncia, na fracg¢lo masculina da
populagdo, de desvios significativos em relagdo as
proporgcdes esperadas em panmixia, quanto a PEPC e
PGM3;

3.2.2 e a distorgéo, estatisticamente
significativa, da distribuig8o populacional de tipos
de cruzamentos em ME2 e PEPC,

fazem suspeitar da existéncia na populagdo portuguesa, de
factores de desvio ao estabelecimento do equilibrio de Hardy-
-Weinberg, dos quais o que se afigura mais verosimil, ¢é a
existéncia de heterogeneidade genética de indole geografica,
ideia sugestivamente corroborada pela:

3.2.3 observacéo, guanto a FUCA1, de

dissemelhancga genética entre a zona de Tréas-os-

~-Montes e as outras subdivistes populacionias

consideradas, & excep¢8o da regido Minho.

3.3 A ndo observag¢ido de quaisquer outros contrastes
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genéticos declarados, aconselha a reformulacdo do padrédo de

. estratificac8o geografico a adoptar em futuras investigagdes,

fazendo intervir o eixo litoral/interior como condutor das

subdivisdes geogréaficas.

3.4 As frequéncias génicas estimadas quanto aos
seis marcadores enquadram-se, razoavelmente, na gama de
valores observados em populag®es europeias, néo tendo sido,
aparentemente, encontrada influéncia de elementos genéticos

africanos na popula¢io de Portugal continental.

3.5 A anilise conjunta de pares de Jloci, néo

revelou a,existéncia de desequilibrios gamétiqos na populagéo
portuguesa. B

Contudo, entre ME2/ACP1, ME2/GOT2 e FUCA1/RHC,
observaram-se associagéés de tipo exclusivamente genotipico.

A deducdo da natureza de tais associagdes requer um

aprofundamento e diversificagéo das andlises a efectuar.

3.6 A avaliacfo das condigdes de aplicabilidade e
grau de informagdo dos seis marcadores Tleucocitdrios em
investigacdes de paternidade biolégica, permite consideréa-los
de grande utilidade no dominio.

F13A, FUCA1, ME2 e PGM3 s80 o0s que possuem
caracteristicas mais favoréaveis.

GOT2 é o marcador genético menos informativo.
Contudo, atendendo a gue a sua fenotipagem praticamente néo.

acarreta aumento de encargos técnicos ( o sistema electroforé-
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tico é utilizado em simulténeo para a investigacdo de ME2), ou
financeiros, ndo deve ser liminarmente excluido de uma
bateria de andlise.

A presenga de um alelo nulo no sistema PEPC, obriga
a um reajustamento do tratamento formal mais generalizado em
situages de exclusdo aparente de paternidade, exigindo que
passem a ser sempre processadas estatisticamente em termos de

probabilidade de n&o-paternidade.

4. Ligagdo factorial e cartografia genética

4.1. ME2

N&do resultaram desta investigac8o provas forhais de
ligagdo entre ME2 e um total de vinte e sete sistemas
genéticos estudados.

Especificamente quanto as relac¢Bes entre ME2 e F13A,
a obtengdo de valores de "lod scores" negativos ou francamente
baixos, parece opor-se & possibilidade de ligagdo entre os
dois loci.

No entanto, analisando os resultados agora apurados
em combinagdo com outros previamente publicados, as Uunicas
relagdes que favorecem, com alguma plausibilidade, a hip6tese
de ligagdo, sdo, precisamente, as observadas entre ME2 e F13A,
situagdo que n&o é discordante com a considerada no Human
Gene Mapping 10, onde se localiza, provisoriamente, o locus de
ME2 no brago curto do cromossoma 6. A condic8o de "proviséria”

ndo pbde ser desmentida.
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4.2. PEPC-HF-F13B

A existéncia, no bragé longo do cromossoma 1, de um
grupo de ligag¢do envolvendo os loci PEPC, HF e F13B, ficou,
substancialmente, mais consolidada.

A andlise dos valores de "lod score” entre PEPC, HF,
F13B e ainda FY, permitiram formular uma primeira tentativa de
ordehamento cromossémico: HF-F13B-PEPC, ocupando PEPC a

posigdo mais distal no cromossoma.
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6. SUMMARY AND CONCLUSIONS

In the “1ast decades large scale application of
electrophoretic techniques for protein discrimination resulted
on the detection of a great number of genetic polymorphisms
and on the description of large samplies from the human genetic
diversity.

However, reseaféh effort 1in human biochemical
genetics has been concentrated on plasmatic proteins or
erythrocytic enzyme 1loci. 1In this way, and except when
specifically oriented for HLA typing, the informative
potencial of the blood fraction constituted by leucocytes and
platelets mixed cell popu]étions, is wasted.

One of the main goals of this work falls, precisely,
upon investigation of biochemical functions detectable in that
fraction, as long as: a) they were not present in red blood
cells or plasma, or b) provided that 7leucocyte material
constitute a technical or economical improvement of
phenotyping procedures.

sSuch approach settled on the capacity for
simultaneously phenotyping, in good technical conditions, of
six genetic markers - F13A, FUCA1, GOT2, ME2, PEPC and PGM3 -
about which Tleucocyte demonstration appears to be clearly

advantageous, considering that:
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- it makes possible to carry out Tlarge populational
surveys, 1in opposition to tissues such as heart, brain or
placenta, usually used for ME2, PGM3 or GOT2 investigations;

- it 1is absolutely suitable for classic studies on
formal genetics , namely, segregation analysis on mother/child
pairs or offspring from nuclear families;

- it allows, specifically for F13A, a functional
detection method 1instead of the imunological one, that is
required if plasma samples are used;

- it minimizes stability problems associated with some
gené products of PEPC, particularly strong when red .blood
cells are used;

- it avoids, concerning FUCA1, differential and specific

lymphocyte separation.

That improvement becomes more clear if we keep in
mind the potencial application of those genetic polymorphisms
on kinship research, in special, on biological paternity.

The evaluation of the potencial value of those
leucocyte markers 1n paternity testing, ordered a previous
investigation on their populational and formal genetics.

At the same time, under an anthropological point of
view, a characterization of the genetic-demographic profile
from continental Portugal was conducted.

Specially concerning the last approach, some main
difficulties turned up. First, the magnitude of the sample

size needed associated to the difficulty on defining a correct
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geographic stratification pattern. Second, the nearly non
existence of the same kind of studies concerning 1Iberic or
Portuguese speaking Afro-american regions.

In those conditions it is extremely arduous to make
evident the genetic-demographic variation pattern and
simultaneously inferring those genetic trends which

individualize our country.

Besides single 1locus genetic analysis, a Jjoint
populational distribution study of loci pairs was performed.

Twenty seven loci pairs were analysed, involving,
each time, a leucocyte marker loci and others routinely
assayed in paternity expertises.

As a matter of fact, the inclusion of a great number
of loci in a paternity typing battery 1is implicitly followed
by an increasing probability of nonrandom associations
occurrence between alleles at different 1loci, which, if
confirmed, would require a reevaluation of the common
biostatistical strategy 1in which paternity 1likelihood is
calculated by combining in a multiplicative way individual

values obtained for each genetic system.

Finally, another aim of the present work, was the
study of 1linkage relationships of ME2, Tocus without
definitive chromosomal localization, and in relation to the
recently discovered linkage group involving PEPC, HF and F13B,
reinforce its existence and to try the establishement of the

corresponding gene order.
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Based on the results obtained , we think to be

possible to draw, in a synthetic manner, the following

CONCLUSIONS

1. Biocheﬁica] Genetics

1.1 The non erythrocytic or plasmatic blood
fraction, 1is a good biological material for research of the
genetic systems determined by the loci F13A, FUCA1, GOT2, MEZ2,
PEPC and PGM3.

Its use instead of alternative biological materials

commonly employed, seems undoubtedly profitable.

1.2 The phenotyping success of those polymorphisms,
greatly depends upon sample conservation state and upon the
execution of a differential treatment of the leucolisate to
lysosomal and mithocondrial or cytoplasmatic enzymatic forms.

Concerning FUCA1, a previous desialization treatment
it is essential.

On the other hand, for PEPC and PGM3, a DTT reducing
treatment substantially removes some reproducity problems of

the electrophoretic patterns frequently observed.

1.3 For each marker, electrophoretic or
isoelectrofocusing techniques were improved. Globally they are
characterized by an easy 1laboratorial execution, a good

resolving power and, excepting PEPC, by a low financial cost.
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The rise 1in phenotyping costs observed for PEPC can not be

considered, nevertheless, excessive.

2. Formal genetics

2.1 The results obtained in this work are in
agreement with genetic models previously formulated to explain
phenotypic variation observed in F13A, FUCA1, GOT2 and PGM3.

Their formal genetics , poorly studied up to now,

can be considered, at the moment, well established.

- 2.2 Concerning PEPC, the former proposed genetic
mode of inheritance - an autossomal 1locus with three
codominant genes, PEPCx1, PEPCx2 and PEPC*6 - was readjusted

by adding a null allele, PEPC*0, detected on family analysis.

2.3 In relation to ME2, minor distortions relatively
to a regular pattern of mendelian inheritance were observed on
segregation analysis of descendents from nuclear families.

However, the segregation irregularities do not
point to the rejection of the formal genetic model accepted
until now ( autossomal locus with two codominant genes ME2x%1
and ME2x2).

Sample size enlargement appears absolutely necessary

to clarify the segregation distortions observed.

3. Populational genetics

3.1 No evidence of genetic differentiation between
North, Center and South regions of the country, were detected

regarding any of the genetic systems studied.
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3.2 However

3.2.1 the occurrence in the male populational
fraction of significant deviations on PEPC and PGM3
relatively to expected panmitic proportions;

3.2.2 and the statistically significant
distortion of mating txpes popuiational distribution
observed on ME2 and PEPC;

suggests the occurrence of disturbing factors to the
establishment of the Hardy-Weinberg equilibrium on the
portuguese population. Geographic genetic heterogeneity, seems

quite admissible, as long as:

3.2.3 was observed, concerning FUCA1, genetic
dissimilarity between Tras—-os—-Montes and the other

populational subdivisions considered, excepting Minho region.

3.3 In future studies, the littoral/interior
geographic pattern is advised for sample stratification, in
order to reflect the migratory flow registered within Portugal

during the last decades.

3.4 Gene frequencies estimates relatively to the six
markers studied, fit well in the range of values observed for
european populations, and no influence of african genetic

elements on portuguese continental population has been

detected.

3.5 Pairwise loci joint analysis, has not revealed

any gametic desiquilibria within the portuguese population.
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Notwithstanding, between ME2/ACP1, ME2/GOT2 and

FUCA1/RHC, genotipic associations were recorded.

Explanation for that kind of associations demands

for an analysis deepening and diversification.

3.6 A1l the six leucocyte markers studied can be
considered reliable and helpfull tools in routine paternity
expertises. m

F13A, FUCA1, ME2 and PGM3 are the most favourable
features owners for that purpose.

GOT2 is the 1less informative genetic marker.
However, since its typing does not require any rise in
technical wofk ( the electrophoretic system is simultaneously
used for ME2 phenotyping) or financial charges, it must not be
excluded from a battery.

The null gene on PEPC system, demands that alil

apparent paternity "exclusion"” cases should be statistically

evaluated.

4. Linkege and gene mapping

4.1 ME2

Nuclear family analysis did not reveal formal proofs
of 1linkage between ME2 and twenty seven genetic systems
studied.

Specifically concerning ME2 and F13A Tinkage
relationships, the attainment of negative or clearly low lod
score values, odds against linkage between the two loci.

Nevertheless, analysing the present results in
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combination with others previously reported, the only
relations that plausibly favour linkage, are those observed
precisely between ME2 and Fi3A, situation that doesn’t
contradict that considered on the Human Gene Mapping 10,
where, provisionally, ME2 locus is assigned to the short arm
of chromosome 6. The condition "provisional"” could not be

rejected.

4.2 PEPC-HF-F13B

The existence on the long arm of chromosome 1 of a
linkage group involving PEPC, HF and F13B loci, rendered with
this work substancially more consolidated.

Analysis of lod score values between PEPC, HF, F13B
and FY, made possible a first attempt of gene chromosomal

ordering: HF-F13B-PEPC, PEPC holding the most distal position

on the chromosome.
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APENDICE 1

Simbolos utilizados para referir loci e
respectivos nomes, traduzidos em portugués, segundo
recomendagdes do "Human Gene Mapping 10", 1989.




ABO

ACP1
ADA
AK1
ALAD
AMY2
BF

C3

ESD

F13A

F13B

FUCA1

FY
GALT
GC
GLO1
GOT2
GPT
HF
HP
ME1
ME2
ORM1
PEPA
PEPC

PGD

Grupo sanguineo ABO

Fosfatase 4cida, soluvel

Desaminase da adenosina

Cinase adenilica 1

Desidratage de1ta—amin61evu1inica
Alfa-amilase 2, pancreatica

Factor B da properdina

Componente 3 do complemento

Esterase D

Polipeptideo A1 do factor de coagulagdo XIII
Polipeptideo B do factor de coagulagdo XIII
Alfa-L-fucosidase

Grupo sanguineo Duffy

Uridiltransferase da ga]actose—i—fosfato
Componente especifico de grupo

Glioxalase I

Transaminase gluté&mico-oxaloacética 2, mitocondrial
Transaminase gluté&mico-piruvica

Componente H do complemento

Haptoglobina

Enzima malica 1, sollvel

Enzima malica 2, mitocondrial

Orosomucéide 1

Peptidase A

Peptidase C

Desidrogenase do fosfogluconato



PGM1
PGM3
PGP
PLG
RH
TF

UMPK

Fosfoglucomutase 1
Fosfoglucomutase 3
Fosfatase do fosfoglicolato
Plasminogéneo

Grupo sanguineo Rhesus
Transferrina

Cinase do monofosfato de uridina
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Documentagdo fotografica
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FIGURA 2: fendtipos comuns de FUCA1
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FIGURA 3: GOT2- fendtipo raro 2 comparado
com os fendétipos comuns.
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FIGURA 4: fendtipos comuns de ME2
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FIGURA 5: PEPC- fenétipos raros 2 e 2-1
comparados com os fendétipos comuns.
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FIGURA 6: fendtipos comuns de PGM3
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