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RESUMO 

 

O ser humano anatomicamente moderno, Homo sapiens, é uma espécie recente no 

planeta e várias linhas de evidência genética indicam sua origem única e recente, há 

menos de 200 mil anos atrás, na África. A expansão da população humana a partir 

deste continente sofreu o efeito fundador, que ocorre quando um pequeno grupo não 

representativo deixa a população original estabelecida para fundar uma nova 

população, levando à redução da variabilidade genética do novo grupo. Com isso, 

uma das principais evidências da origem humana é a observação de uma maior 

diversidade genética na África do que em qualquer outro continente.  

Contudo, recentes estudos populacionais com o microssatélite tetralocal DYS503 do 

cromossomo Y revelaram uma inesperada maior diversidade haplotípica em brancos 

americanos em relação aos negros americanos. Considerando a natureza haplóide e 

a ausência de recombinação do cromossomo Y, foi averiguada a possibilidade de 

haver no continente africano indivíduos com múltiplas cópias para o microssatélite 

DYS503, e a que a população fundadora saiu do grupo inicial para colonizar o resto 

do mundo continha apenas parte dessa variabilidade, o que causaria a depressão da 

variabilidade quanto tipada pelos alelos presentes. Para isso, foi utilizado neste 

estudo um método de PCR quantitativa, na qual um único par de iniciadores é capaz 

de amplificar simultaneamente, produtos da região conservada próxima ao 

microssatélite e de um loco de referência de cópia única, com tamanhos distintos 

para posterior análise em sequenciador automático. 

Um total de 101 amostras de homens africanos do painel do CEPH/HGDP foram 

quantificadas. Os resultados indicam que a grande maioria dos indivíduos possui 

quatro cópias para o bloco genômico onde se encontra o microssatélite DYS503, 
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não havendo, portanto, evidências que apontem a existência de indivíduos com mais 

ou menos de quatro alelos naquele continente. A construção do mapa físico indica 

assimetria entre as quatro cópias do microssatélite, levantando a suspeita de 

ocorrência de eventos desiguais de duplicação e deleção cromossômica. Sendo 

assim, é possível que outros fatores loco-específicos como a alta taxa de mutação 

desse microssatélite ou desvios de amostragem possam estar agindo sobre essa 

região e gerando a incomum queda da variabilidade. 
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ABSTRACT 

 

The anatomically modern human being, Homo sapiens, is a recent species on the 

planet and several lines of genetic evidence indicate its unique and recent origin, less 

than 200,000 years ago in Africa. The expansion of human populations from this 

continent suffered the founder effect, which occurs when a small group not 

representative leaves the original population to found a new one, leading to reduced 

genetic variability of the new group. Thus, a major evidence of human origins is the 

observation of greater genetic diversity in Africa than in any other continent. 

However, recent population studies with the tetralocal microsatellite DYS503 

revealed a higher Y-chromosome haplotype diversity among white Americans toward 

blacks Americans. Given the haploid nature and lack of recombination of the Y 

chromosome, it was investigated the possibility of the individuals from Africa have 

multiple copies of the microsatellite DYS503, and that the founding population, which 

left the original group to colonize the rest of the world, had only part of this 

variability, causing depression of variability as typed by the present alleles. 

Therefore, a quantitative PCR method was carried out in this study, in which a single 

pair of primers could simultaneously amplify both products of conserved region near 

the microsatellite locus and a single copy reference in another chromosome, with 

different sizes for subsequent analysis automated sequencer.  

A group of 101 samples of African men from CEPH/HGDP panel was quantified. The 

results indicate that most individuals have four copies of the genomic block where the 

microsatellite DYS503 is, and there is no evidence to suggest the existence of 

individuals with more or less than four alleles in that continent. The construction of 

the physical map indicates asymmetry between the four copies of the microsatellite, 
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triggering the suspicion of disparate events of chromosomal duplication and deletion. 

It is therefore possible that other site-specific factors such as high microsatellite 

mutation rate or deviations of sampling may be acting on this region and generating 

the unusual drop in variability.  
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A. INTRODUÇÃO 

 

A.1 O continente africano e a origem da humanidade 

 

A África é uma região de considerável diversidade genética, linguística, cultural e 

fenotípica. Além disso, as populações africanas praticam uma ampla variedade de 

técnicas de subsistência, incluindo vários modos de agricultura, pastoralismo e caça. 

Os africanos também vivem em climas que abrangem desde o maior deserto do 

mundo e a segunda maior floresta tropical até as savanas, pântanos e grandes 

cordilheiras montanhosas (Reed e Tishkoff, 2006).  

O padrão de variação genética nas populações africanas modernas é influenciado 

por sua história demográfica (por exemplo, mudanças no tamanho da população, 

eventos migratórios de curto e longo alcance e miscigenação), bem como forças 

loco-específicas como seleção natural, recombinação e mutação (Campbell e 

Tishkoff, 2008). Entender essas e demais situações que modificaram durante 

milhares de anos a estrutura populacional do continente africano é crucial para o 

entendimento de tamanha diversidade e para a compreensão do surgimento da 

humanidade no mundo. 

Entre os vários debates existentes sobre a origem da humanidade, há consenso de 

que o gênero Homo surgiu na África e que o Homo erectus se espalhou por todo o 

há cerca de um milhão de anos (Templeton, 1997). A partir deste ponto, a origem e 

a história demográfica do ser humano são tópicos de frequente discussão. No final 

dos anos 80, os primeiros estudos sobre a diversidade molecular humana sugeriram 
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que todas as populações não-africanas da nossa espécie, Homo sapiens*, 

evoluíram de um ancestral comum na África aproximadamente 100 a 200 mil anos 

atrás, e então expandiu para o resto do mundo, substituindo as populações arcaicas 

de hominídeos. Essa hipótese, conhecida como “Origem Africana Recente” ou 

“Modelo ex Africa” é a mais aceita atualmente, sendo muito defendida e 

argumentada (Goldstein et al., 1995; Li et al., 2008; Stringer, 2000; Tishkoff e 

Williams, 2002). 

Acredita-se que a migração dos humanos modernos para fora da África tenha sido 

acompanhada de um gargalo (“bottleneck”) populacional. Baseado na avaliação de 

783 microssatélites autossômicos genotipados para o Painel de Diversidade do 

Genoma Humano do Centro de Estudos de Polimorfismos Humanos (CEPH/HGDP) 

e por uma análise combinada de dados de diversidade nucleotídica de DNA 

mitocondrial e dos cromossomos X e Y, o tamanho desta população migratória foi 

estimado em cerca de 1000 indivíduos fundadores efetivos (Liu et al., 2006). A partir 

dessa população, duas rotas migratórias principais foram responsáveis pelo 

povoamento do resto do planeta (Figura 1). A primeira delas, que ocorreu na região 

sul da Península Arábica, garantiu a presença do ser humano ao longo da costa sul 

e sudeste da Ásia, bifurcando-se para a Oceania (entre 60 e 40 mil anos atrás) e 

para o norte, tomando a China, o Japão e eventualmente, as Américas, pelo estreito 

de Bering. A segunda rota, ao Norte, definiu a povoação do Oriente Médio, Arábia, 

Ásia Central, alcançando a Europa, o norte da Ásia e a América há cerca de 40 mil 

anos (Campbell e Tishkoff, 2008 Cavalli-Sforza e Feldman, 2003; Stringer, 2000). 

 

*Homo sapiens: descendente do Homo erectus, é o ser humano anatomicamente moderno, cujos 

registros fósseis datam de 150 a 200 mil anos atrás (Tishkoff e Williams, 2002). 
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A.2 Diversidade genética na África 

 

A diferença entre a variabilidade genética encontrada para as populações mundiais 

é capaz de nos fornecer preciosas informações sobre sua história. Vários estudos 

mostram que as populações da África subsaariana possuem maior diversidade 

genética (heterozigosidade e diversidade nucleotídica) que as não-africanas. Estes 

estudos são baseados principalmente em sequências de DNA mitocondrial (Cann et 

al., 1987; Vigilant et al., 1991), sequências Alu e microssatélites do cromossomo X 

(Santos-Lopes et al., 2007), microssatélites do cromossomo Y (Hammer et al., 2001; 

Seielstad et al., 1999), SNPs (polimorfismos de nucleotídeo único) do cromossomo Y 

(Thomson et al., 2000; Underhill et al., 2000), além de sequências, microssatélites e 

SNPs encontrados em autossomos (Calafell et al., 1998; Jorde et al., 1997; Yu et al., 

2002). 

A hipótese da Origem Africana Recente também é baseada em outros aspectos da 

diversidade molecular. Primeiro, a maior parte da diversidade alélica encontrada fora 

da África é um subconjunto daquela encontrada no continente africano. Segundo, 

estudos com microssatélites mostram uma gradual redução da diversidade à medida 

que aumenta a distância da África. Terceiro, quando foi possível reconstruir o estado 

ancestral de alelos polimórficos comparando sequências humanas com aquelas de 

primatas superiores, a linhagem mais antiga era comumente encontrada entre 

africanos ou o alelo ancestral tinha maior frequência nessa população (Excoffier, 

2002). 
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Figura 1: A migração do Homo sapiens. O esquema acima começa com a saída do ser humano a partir do Leste da África em direção ao resto do continente 
cerca de 100 mil anos atrás. Em seguida, a expansão para a Ásia, provavelmente em duas rotas, ao sul e ao norte, entre 60 e 40 mil anos atrás. A Oceania, 
a Europa e as Américas foram colonizadas, nesta ordem, a partir do continente asiático (Cavalli-Sforza e Feldman, 2003). 



5 
 

Por que uma região geográfica específica mostra níveis de diversidade genética 

maiores? Uma possibilidade é o tempo que uma determinada população vive em um 

determinado local. Quanto maior a existência dessa população, maior também o 

número de mutações que ocorrem e se acumulam. Além disso, o tamanho da 

população tem sua importância, visto que é proporcionalmente relacionado à 

diversidade esperada, ou seja, populações menores sofrem maiores efeitos da 

deriva genética e, portanto, tendem a ter sua diversidade reduzida (Relethford, 

2008). 

Outro importante fator a ser considerado ao comentar a diferença de diversidade 

entre africanos e não-africanos é o efeito fundador, que ocorre quando um grupo de 

indivíduos, não representativo da população original, migra para outro local e ali se 

fixa, gerando uma nova população com reduzida variabilidade. Dessa forma, alelos 

comuns na população parental da qual o novo grupo se originou podem ter a 

frequência reduzida ou até serem perdidos. Da mesma forma, alelos raros no grupo 

inicial podem ter sua frequência aumentada na população recém-fundada (Tishkoff e 

Verrelli, 2003). Estudando a relação existente entre distância geográfica e a 

diversidade genética das populações do painel CEPH/HGDP (Cann et al., 2002), 

Ramachandran e colaboradores (2005) verificaram que a heterozigosidade média de 

um grande conjunto de microssatélites diminuía linearmente conforme aumentava a 

distância do Leste da África, onde a variabilidade era máxima. Desse modo, ao 

traçar a expansão mundial da população humana a partir da África, foi possível 

concluir que tais eventos aconteceram em passos, cada um envolvendo um 

pequeno grupo de indivíduos fundadores, levando a um gradual aumento do efeito 

da deriva genética e à correspondente redução da diversidade (DeGiorgio et al., 

2009; Deshpande et al., 2009; Hellenthal et al., 2008). 
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A.3 O cromossomo Y humano 

 

O cromossomo Y é o menor dos cromossomos humanos, possuindo cerca de 59 

megabases (Mb) de material genético. Consiste de um braço curto (Yp) e um 

braço longo (Yq). O braço curto e a porção proximal do braço longo consistem de 

eucromatina, enquanto a parte distal de Yq é constituída de heterocromatina 

(Hurles e Jobling, 2001). Nas pontas de cada um deles permanecem as regiões 

pseudoautossômicas (PAR, do inglês, pseudoautosomic regions), onde X e Y 

pareiam e formam o complexo sinaptonêmico durante a meiose. A PAR1, no 

braço curto do Y (2.6 Mb) é significantemente maior que a PAR2 no braço longo 

(0.4 Mb). Fora das regiões pseudoautossômicas está a região não-recombinante, 

que consiste em diversos segmentos descontínuos de homologia X-Y 

entrelaçadas com regiões Y-específicas (Figura 2), sugerindo a ocorrência de 

muitas inversões e rearranjos durante a evolução (Yen, 1999). 

 

A.3.1 Origem evolutiva 

 

Entender os mecanismos responsáveis pela estrutura do cromossomo Y é 

fundamental para compreender sua variabilidade, visto que a ausência da 

recombinação constitui um dos eventos mais importantes para a determinação da 

história das linhagens masculinas. Entretanto, como os cromossomos X e Y 

evoluíram e se tornaram tão diferentes? O cromossomo Y é pequeno e praticamente 

não tem genes, enquanto o cromossomo X, seu parceiro meiótico, tem centenas 
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deles. Dada a existência de regiões de alta homologia entre os dois cromossomos, 

acredita-se que o cromossomo Y tenha evoluído de um ancestral comum junto com 

o cromossomo X (Graves, 2010; Hurles e Jobling, 2003; Lahn et al., 2001; Waters et 

al., 2007). Estudos comparativos sugerem que um autossomo tenha adquirido a 

função de cromossomo sexual e a supressão da recombinação entre ele e seu 

homólogo tenha permitido que evoluíssem independentemente (Figura 3) (Lahn e 

Page, 1999). A falta de recombinação em quase toda a extensão do cromossomo Y 

faz com que a seleção seja menos efetiva na prevenção do acúmulo de mutações 

deletérias e na fixação daquelas benéficas (Bachtrog e Charlesworth, 2001). 
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Figura 2: Representação gráfica do cromossomo Y 
humano. Da esquerda para a direita: características 
citogenéticas e suas posições aproximadas, 
numeradas a partir do telômero Yp. As regiões 
satélites do centrômero (cen) e DYZ19 apontadas 
em cinza. Segmentos de identidade entre os 
cromossomos X e Y (PAR1 e PAR2, marrom 
escuro) e de alta similaridade (marrom claro). 
Sequências repetitivas dentro do cromossomo Y (Y-
Y) de grande homologia, designadas “IR” para 
repetição invertida e “P” para palíndromo (Adaptado 

de Jobling e Tyler-Smith, 2003). 
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Figura 3: Caminho proposto para a evolução dos cromossomos sexuais humanos, com a redução do 
cromossomo Y e a expansão de seu bloco não-recombinante (MSY). Tais eventos foram 
provavelmente mediados pelas inversões de larga escala propostas por Lahn e Page (1999). As 
regiões azuis mantêm recombinação, as amarelas são X-específicas e as vermelhas, Y-específicas. A 
pequena porção verde aponta a sequência que contém o gene da protocaderina X/Y (PCDHY), 
translocada do cromossomo X para MSY (Adaptado de Lahn et al., 2001). 
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A.3.2 Região não-recombinante do cromossomo Y 

 

A região não-recombinante do cromossomo Y, também conhecida como região 

masculina específica (male specific region, MSY) contém um grande registro dos 

eventos mutacionais que ocorreram ao longo das linhagens masculinas durante a 

evolução, visto que é passada como estrutura haplóide de pai para filho e não está 

sujeita à recombinação (Jobling et al., 1996; Mitchell e Hammer, 1996). Além disso, 

há em MSY um alto padrão geográfico de variabilidade: sua diversidade dentro das 

populações é menor do que encontrado para outros marcadores e a variação entre 

as populações é maior (Seielstad et al., 1998; Wells et al., 2001). 

A porção eucromática de MSY possui cerca de 23 Mb (megabases), incluindo 8 Mb 

no braço curto e 14.5 Mb no braço longo. Está organizada em três níveis: região 

transposta do X, região degenerada do X e a região amplicônica (Skaletsky et al., 

2003). As sequências da região transposta do X são 99% idênticas às sequências 

de DNA da banda Xq21 no braço longo do cromossomo X. São assim nomeadas 

pois sua presença em MSY é o resultado de uma massiva transposição X-para-Y 

que ocorreu cerca de 3-4 milhões de anos atrás, após a divergência das linhagens 

do ser humano e do chimpanzé. As sequências degeneradas do X não participam do 

crossing over durante a meiose, distinguindo-as das regiões pseudoautossômicas 

nas extremidades do cromossomo. Nessa região, há poucos genes e alta densidade 

de elementos repetitivos intercalados, tal qual encontrado para o bloco homólogo em 

Xq21. 

A região amplicônica consiste em longos segmentos repetitivos, com conjuntos de 

repetições invertidas e oito sequências em palíndromos, exibindo longos intervalos 
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de alta similaridade de nucleotídeos (> 99.9%) (Skaletsky et al., 2003). Os 

palíndromos são grandes e seus braços alcançam de 9 kb a 1.45 Mb. Entre os 

braços, ao centro, há um espaçador, não duplicado, de 2-170 kb em tamanho. 

Juntos, atingem 5.7 Mb, abrangendo quase um quarto de toda MSY (Figura 4). 

Acredita-se que essas estruturas repetitivas sejam o substrato de constantes 

eventos de recombinação não-homóloga e conversão gênica, responsáveis por 

parte da variabilidade encontrada nessa região (Jobling, 2008; Lange et al., 2009; 

Rozen et al., 2003). 

Além das discussões evolutivas e populacionais, há um especial interesse nessa 

região, justificado pela sua importância para a fertilidade masculina. A descrição 

citogenética de deleções no braço longo do cromossomo Y relacionadas à 

infertilidade (Tiepolo e Zuffardi, 1976) deu origem à hipótese da existência de fatores 

de azoospermia (AZF), onde estariam os genes indispensáveis à espermatogênese. 

Devido à complexidade estrutural, uma identificação precisa desses fatores levou 

cerca de 30 anos, quando microdeleções relacionadas à falha espermatogênica 

foram descritas e localizadas em três regiões definidas, denominadas AZFa, AZFb e 

AZFc (Vogt et al., 1996), sendo a última a mais estudada.  

Deleções recorrentes em AZFc são relativamente comuns, afetando um a cada 4000 

homens. Essa região contém 21 genes, incluindo quatro cópias do gene deletado 

em azoospermia (DAZ), envolvido na regulação da tradução de RNA mensageiro. 

(Ravel et al., 2009) A ausência de toda a região AZFc é causada principalmente por 

recombinação homóloga entre os elementos repetitivos b2 e b4 (Figura 4). Perdas 

de menor tamanho dentro dessa região podem ocorrer por recombinação 

intracromossômica, seja na mesma cromátide ou em cromátides irmãs (Repping et 
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al., 2003). A elucidação da sequência e estrutura do braço longo do cromossomo Y 

(Skaletsky et al., 2003) e a descrição de vários haplótipos em diferentes linhagens 

humanas (The Y Chromosome Consortium, 2002) permitiram o reconhecimento de 

muitos tipos de deleções parciais em AZFc. De fato, essa região mostra significante 

variação em termos de arquitetura genômica dentro da população masculina. 

Entretanto, as consequências fenotípicas para a espermatogênese para muitas 

dessas variantes não são claras, sendo necessários mais estudos com uma 

diversidade maior de amostras, a fim de determinar seu papel na fertilidade 

masculina. 
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Figura 4: Principais amplicons (nomeados com letras minúsculas e números) e palíndromos (P1, P2 e P3) de uma região de cerca de 4.5 Mb no braço longo 
do cromossomo Y, que contém a região AZFc (b2/b4) (Adaptado de Kuroda-Kawaguchi, 2001). 
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A.3.3 Estudos moleculares 

 

A história da pesquisa sobre o cromossomo Y pode ser traçada a partir de três 

partes bem distintas (Skaletsky et al., 2003). Na primeira delas, estudos 

citogenéticos da década de 50 baseados em microscopia ótica sugeriram a 

existência de um cromossomo masculino específico e vários traços fenotípicos 

erroneamente ligados à sua presença, pela simples observação da transmissão 

destes caracteres de pai para filho. Mais tarde, na segunda era, investigações 

realizadas com portadores das síndromes de Klinefelter e Turner demonstraram que 

o cromossomo Y carregava um importante gene determinante de sexo. Ainda nessa 

época, surgiu a proposta da evolução dos cromossomos sexuais de mamíferos a 

partir de um par de autossomos e o subsequente “encolhimento” do cromossomo Y, 

restando-lhe apenas a fama de “lixeira genética” que durou até pouco tempo atrás. 

Um segundo papel – o controle da espermatogênese – só foi reconhecido em 

meados dos anos 70, quando importantes deleções no braço longo do 

cromossomo Y foram diagnosticadas em seis homens inférteis (Tiepolo e 

Zuffardi, 1976). Devido à ausência de recombinação e ao desconhecimento de 

funções além da determinação do sexo, havia poucos marcadores moleculares 

desenvolvidos (Goodfellow et al., 1985). A aplicação das modernas tecnologias 

genômicas e de DNA recombinante à pesquisa do cromossomo Y marcam a terceira 

e atual parte da história. O avanço constante das metodologias de abordagem 

molecular permite a compreensão de suas funções biológicas e ajudam a esclarecer 

seus padrões de diversidade. Com isso, houve nos últimos 15 anos um enorme 

crescimento na busca por novos marcadores e estratégias de tipagem que permitam 

a distinção de indivíduos e populações. 
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A.3.4 Variabilidade no cromossomo Y 

 

Sabe-se que dois cromossomos Y escolhidos ao acaso diferem em um nucleotídeo 

para cada 3 a 4 mil bases. Dessa forma, o cromossomo Y representa uma grande 

fonte de mutações descritas como polimorfismos de eventos únicos, refletindo sua 

baixa taxa de ocorrência. Estes polimorfismos incluem marcadores binários de 

evolução lenta como SNPs e variações de inserção/deleção (indels). Por possuírem 

uma única origem mutacional em amostras de tamanho realístico, são utilizados 

para definir grupos relacionados de cromossomos, denominados haplogrupos. 

(Stumpf e Goldstein, 2001). Com a ausência de recombinação, é possível aumentar 

a capacidade informativa desse sistema haplotípico combinando a robusta filogenia 

alcançada pelos SNPs com a sensibilidade da tipagem de marcadores multialélicos 

de rápida mutação, como os microssatélites (Balaresque et al., 2008). 

Os microssatélites são sequências de unidades aleatoriamente repetitivas de 1 a 6 

pares de bases, abundantes e altamente polimórficos em genomas eucarióticos. 

Acredita-se que os mecanismos responsáveis por tamanha variedade estejam 

ligados principalmente ao deslizamento da fita de DNA durante a replicação ou 

relacionados à conversão gênica e recombinação intracromossômica. De uma forma 

geral, a dinâmica populacional dos microssatélites se encaixa bem nos modelos de 

mutações de passo a passo (Li et al., 2002). No cromossomo Y, mais de 200 

microssatélites já foram identificados por vários grupos e depositados em bancos de 

dados públicos como o GDB Human Genome Database (Kayser et al., 2004). 

Baseado nestas informações, um abrangente mapa físico foi construído, definindo o 
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número e a posição relativa dos microssatélites de importância forense e sua 

relação com genes estruturais (Hanson e Ballantyne, 2006). 

Como as mutações constituem a única força que atua na diversificação dos 

haplótipos do cromossomo Y, entender a dinâmica mutacional é importante para a 

compreensão das origens de diversidade haplotípica (Jobling e Tyler-Smith, 2003). 

Uma taxa de mutação de 2 x 10-3 por geração foi estimada para microssatélites do 

cromossomo Y através de contagem direta em genealogias bem estabelecidas 

(Heyer et al., 1997). Valores similares (3 x 10-3/loco/geração) foram encontrados 

durante estudos com pares de pais e filhos de paternidade confirmada, embora os 

valores loco-específicos encontrados variem entre 0 - 8 x 10-3 (Kayser et al., 2000).  

Todas essas propriedades fazem com que os microssatélites do cromossomo Y 

sejam utilizados como excelentes marcadores para análises forenses – evidências 

na cena do crime e casos de estupro, por exemplo (Wolf et al., 2005; Roewer, 2009), 

investigações de pessoas desaparecidas (Coble et al., 2009), testes de paternidade 

(Jobling et al., 1997; Rolf et al., 2001), pesquisas de diversidade populacional e 

migração (Gomes et al., 2010), além de vários estudos evolutivos (Underhill et al., 

2000; Hammer et al., 2001). 

 

A.3.5 O microssatélite DYS503 

 

O microssatélite DYS503 foi identificado durante a construção de um mapa físico de 

microssatélites do cromossomo Y (Hanson e Ballantyne, 2006), estando presente 

em 4 cópias (DYS503 a, b, c e d) no braço longo. Na mesma região cromossômica, 
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outro microssatélite tetralocal – DYS464 – apresentou alto poder discriminatório 

(Butler e Schoske, 2005). Logo, para verificar se o DYS503 possuía igual 

diversidade, um novo estudo foi desenvolvido com este marcador, utilizando 

amostras de indivíduos americanos africanos e caucasianos (Hanson e Ballantyne, 

2007). A unidade repetitiva – [TTA]n – apresentou alelos possuindo de 7 a 17 

repetições, após calibração com a amostra referência sequenciada. Os resultados 

das frequências genotípicas revelaram maior diversidade nos caucasianos (0.92) em 

relação aos africanos (0.75) (Hanson e Ballantyne, 2007). 

Além disso, esses curiosos dados apontam que a diversidade para o DYS503 em 

caucasianos é a maior já encontrada quando comparada com qualquer outro 

microssatélite de cópia única do cromossomo Y conhecido. Utilizando o painel do 

CEPH/HGDP, Kehdy e colaboradores (2008) realizaram a genotipagem do DYS503 

para as populações parentais da África e Europa, encontrando as diversidades 

genotípicas de 0.63 para os africanos e 0.85 para os europeus, confirmando os 

dados previamente apresentados. 

 

A.4 Variações do número de cópias (CNV) 

 

Uma notável característica do genoma humano é a abundância de grandes 

duplicações caracterizadas pelo alto grau de identidade. É estimado que cerca de 

5% do genoma é composto de sequências que são duplicadas no mesmo 

cromossomo ou em cromossomos diferentes (She et al., 2004; Zhang et al., 2005). 

Essas variações do número de cópias (CNV, do inglês, copy number variation) são 
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blocos de DNA com identidade de cerca de 90%, com tamanho maior que 1 kb 

(kilobase – 1000 pares de bases) e presente em múltiplas regiões em comparação 

com o genoma de referência (Redon et al., 2006).  

A presença de CNVs está fortemente associada a duplicações segmentais em 

regiões repetitivas do genoma, incluindo elementos Alu e elementos nucleares 

longos intercalados (LINEs). Isto provavelmente se deve às altas taxas de 

recombinação entre sequências flanqueadoras sujeitas a rearranjos genômicos 

através de recombinação homóloga não-alélica, resultando em deleções, 

duplicações ou inversões (Eichler, 2001; Sharp et al., 2005; Trombetta et al., 2010). 

A probabilidade de alinhamento incorreto entre regiões homólogas não-alélicas no 

genoma parece ser fortemente influenciada por vários fatores, como a homologia 

total e tamanho da sequência, bem como sua orientação (Redon et al., 2006). 

CNVs detectadas em estudos forenses e populacionais também podem ser 

avaliadas através da observação da variedade de microssatélites e do aparecimento 

de haplótipos anômalos (Figura 5) (Balaresque et al., 2008; Butler et al., 2005). 

Quando um microssatélite de cópia única está ausente em um determinado 

haplótipo e não há mutação no sítio de anelamento do iniciador, há indícios de 

deleção. Para a mesma situação, a presença de dois picos no eletroferograma pode 

indicar uma variante de duplicação, desde que não haja mosaicismo dos alelos do 

microssatélite, principalmente quando a origem do DNA é uma linhagem celular 

(Balaresque et al., 2009; Jobling, 2008). 

A inclusão do cromossomo Y nas buscas genômicas por CNVs e a disponibilidade 

dos dados do ressequenciamento do cromossomo Y forneceram um olhar mais 

objetivo sobre tais variantes. Como resultado, o Database of Genomic Variants 
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(Iafrate et al., 2004; http:/projects.tcag.ca/variation) contém mais de 50 variantes, 

das quais 40 estão na região não-recombinante. Estas abrangem desde dezenas de 

pares de bases até centenas de kilobases, tendo sido detectadas em diferentes 

amostras, utilizando múltiplos métodos, com distintas sensibilidades (Jobling, 2008). 
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Figura 5: Descoberta de CNVs através de haplótipos anômalos de microssatélites. Neste esquema 
hipotético, a recombinação homóloga não-alélica (RHNA) é responsável pelos eventos iniciais de 
deleção e duplicação dos locos de microssatélites (STR, short tandem repeats). A deleção leva ao 
desaparecimento de um dos microssatélites, ao passo que a duplicação pode elevar a altura do 
respectivo pico no eletroferograma. O tempo e a variação comum das unidades repetitivas do 
microssatélite promovem a diferenciação dos picos original e duplicado (Adaptado de Jobling, 2008). 
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 

 

Para o Homo sapiens, a variabilidade genética para populações de origem africana é 

reconhecidamente maior do que para as outras ao redor do mundo. Isso se deve ao 

maior acúmulo de mutações, gerado pelo tempo em que o ser humano moderno 

permaneceu naquele continente e principalmente ao efeito fundador das migrações 

para fora da África, gerando consecutivas reduções da variabilidade. Contudo, o 

microssatélite tetralocal DYS503, localizado no braço longo do cromossomo Y, 

apresentou menor diversidade genotípica para um grupo de afro-americanos em 

relação a americanos caucasianos. Esse padrão diferenciado despertou nossa 

curiosidade. 

Devido ao caráter haplóide do cromossomo Y e por este não sofrer recombinação na 

maior parte de sua extensão, descartamos a possibilidade de fatores seletivos, visto 

que a seleção atuaria sobre todo o bloco genômico. Logo, construímos a hipótese de 

que há variação do número de cópias desse microssatélite na população africana e 

que a população fundadora, responsável pelo povoamento do resto do mundo, 

carregue apenas o genótipo com quatro cópias. 

 

Para responder a essa pergunta, traçamos os seguintes objetivos: 

Objetivo geral 

 Testar a hipótese de existência de variação do número de cópias do loco 

DYS503 na população africana. 
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Objetivos específicos 

 Construir o mapa físico do DYS503, determinando os blocos repetitivos e suas 

posições cromossômicas; 

 Desenvolver estratégia de tipagem quantitativa de número de cópias do 

marcador DYS503 utilizando a técnica de QF-PCR (Quantitative Fluorescent 

PCR).
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B. MATERIAL E MÉTODOS 

 

B.1 Construção do mapa físico do DYS503 

 

A estrutura palindrômica da região existente no braço longo do cromossomo Y, 

especialmente na região AZFc se deve a inversões, duplicações e deleções de 

grandes fragmentos de DNA. Por isso, a região onde se encontra o microssatélite 

DYS503 pertence a um bloco maior, constituído da região variável – onde está o 

microssatélite propriamente dito – e uma região constante e conservada, que 

flanqueia a região variável (Figura 6). Entretanto, pouco se sabe sobre o tamanho 

desse bloco e como ele surgiu em várias cópias. 

Com o objetivo de compreender a natureza múltipla do bloco no qual se encontra o 

microssatélite DYS503 e traçar os possíveis eventos cromossômicos que possam ter 

gerado a variação em seu número de cópias, foi construído um mapa físico a partir 

das sequências genômicas existentes e da localização dos palíndromos da região 

AZFc (Kuroda-Kawaguchi et al., 2001). Com isso também foi possível desenhar 

iniciadores que amplifiquem e localizem as cópias dessa região. 

A partir da montagem de referência primária do genoma humano (human build 

GRCh37), disponível no banco de dados do National Center for Biotechnology 

Information (NCBI, www.ncbi.nih.gov), a sequência total do cromossomo Y humano 

foi isolada e as quatro cópias do microssatélite DYS503 foram localizadas com o 

auxílio dos iniciadores responsáveis por sua amplificação (Hanson e Ballantyne, 

2007). Com o auxílio dos programas PCR in silico (http://genome.ucsc.edu) e BLAST  
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(Basic Local Alignment Search Tool, Zhang et al., 2000; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), 

sequências de tamanhos crescentes (tendo o microssatélite como ponto central) 

foram comparadas à sequência do banco de dados, até onde fosse possível obter 

homologia máxima entre todas as quatro cópias.  

O PCR in silico simula o anelamento dos iniciadores direto e reverso desenvolvidos 

pelo usuário quando comparados ao genoma de interesse. Caso haja ligação 

estável, o programa fornece a posição cromossômica e tamanho do(s) fragmento(s) 

gerado(s) pelos iniciadores, bem como o valor de Tm (temperatura para a qual 50% 

do iniciador está corretamente anelado ao DNA molde) dos mesmos. Utilizando essa 

plataforma, foram desenhados iniciadores para as extremidades das sequências 

constantes vicinais ao microssatélite DYS503. Em seguida era verificado se havia 

amplificação de quatro cópias: em caso positivo, o alvo dos iniciadores era afastado 

do ponto inicial, até que o resultado indicasse ausência das quatro cópias. Nessa 

região, portanto, há uma das extremidades do bloco. O mesmo procedimento foi 

feito no sentido oposto da sequência. Com a conhecida ferramenta BLAST, 

comparamos os fragmentos gerados pelo programa PCR in silico com a montagem 

atual do genoma humano, para confirmar a existência das quatro cópias. Com isso, 

são construídos grandes blocos gênomicos, homólogos entre si e contendo o 

microssatélite.  

Depois de concluída a correta montagem do mapa e confirmada a posição 

cromossômica dos blocos, também foi possível pesquisar a existência de CNVs 

descritos para nossa região de interesse. Para isso, utilizamos o Database of 

Genomic Variants (Iafrate et al., 2004; http://projects.tcag.ca/variation), que 

reconhece os fragmentos de PCR fornecidos pelo usuário e os compara com seu 
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banco de dados de variações de número de cópias. Caso haja informação 

correspondentes, o programa detalha a localização, tamanho da sequência variante 

e frequência na população estudada. 
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Figura 6: Fragmento do bloco genômico contendo a região variável (em amarelo) e um pequeno 
pedaço da porção constante (em azul) onde está o microssatélite DYS503. A região de anelamento 

dos iniciadores está marcada em vermelho. 
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B.2 Estudo da variação do número de cópias 

 

B.2.1 Amostras de DNA 

 

Para a execução deste projeto foram utilizadas amostras de DNA pertencentes ao 

painel do CEPH/HGDP - Centre d'Etude du Polymorphisme Humain/Human Genome 

Diversity Project (Cann et al., 2002). Este painel foi construído a fim de padronizar os 

estudos genéticos, populacionais e biomédicos, tornando a comparação dos dados 

mais confiável e estatisticamente válida (Cavalli-Sforza, 2005). Neste painel, O DNA 

é extraído de linhagens de células linfoblastóides, liofilizado, acondicionado em 

placas de 96 poços e enviado aos centros de pesquisa. Para a execução deste 

projeto foram selecionados 101 indivíduos do sexo masculino (Tabela 1), de 6 

populações, presentes em 7 regiões geográficas do continente africano (Figura 7).  

Além disso, também foram genotipadas outras 32 amostras de homens do mesmo 

painel, para os quais a tipagem prévia do microssatélite DYS503 apontou quatro 

alelos diferentes (Tabela 2). O objetivo dessa prática foi averiguar se há diferenças 

significativas do número de cópias entre esses indivíduos e as amostras africanas. 

Uma amostra padrão (denominada SP) também foi amplificada em todas as placas 

de reações, servindo como referência normalizadora da tipagem tetralocal, ou seja, 

possui quatro alelos distintos para o microssatélite DYS503, permitindo a 

comparação com as amostras e sua posterior equivalência nos cálculos de número 

de cópias. 
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Tabela 1 – Identificação, população e origem geográfica dos indivíduos estudados. 

Identificação CEPH População Origem Geográfica 

HGDP00448 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00461 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00464 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00465 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00466 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00469 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00470 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00472 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00473 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00475 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00477 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00479 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00451 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00452 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00453 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00454 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00455 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00457 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00458 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00459 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00460 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00981 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00985 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00986 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP01086 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP01087 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP01088 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP01089 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP01090 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP01091 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP01092 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP01093 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP01094 Pigmeus Biaka República da África Central 

HGDP00449 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP00450 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP00456 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP00462 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP00463 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP00467 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP00468 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP00474 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP00478 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP00982 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP00983 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP00984 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP01081 Pigmeus Mbuti República Democrática do Congo 

HGDP00904 Mandenka Senegal 

HGDP00905 Mandenka Senegal 

HGDP00906 Mandenka Senegal 

HGDP00907 Mandenka Senegal 

HGDP00908 Mandenka Senegal 
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HGDP00911 Mandenka Senegal 

HGDP00912 Mandenka Senegal 

HGDP00913 Mandenka Senegal 

HGDP00919 Mandenka Senegal 

HGDP01199 Mandenka Senegal 

HGDP01200 Mandenka Senegal 

HGDP01202 Mandenka Senegal 

HGDP01283 Mandenka Senegal 

HGDP01284 Mandenka Senegal 

HGDP01285 Mandenka Senegal 

HGDP01286 Mandenka Senegal 

HGDP00923 Yoruba Nigéria 

HGDP00927 Yoruba Nigéria 

HGDP00929 Yoruba Nigéria 

HGDP00930 Yoruba Nigéria 

HGDP00931 Yoruba Nigéria 

HGDP00932 Yoruba Nigéria 

HGDP00936 Yoruba Nigéria 

HGDP00937 Yoruba Nigéria 

HGDP00940 Yoruba Nigéria 

HGDP00941 Yoruba Nigéria 

HGDP00942 Yoruba Nigéria 

HGDP00943 Yoruba Nigéria 

HGDP00944 Yoruba Nigéria 

HGDP01405 Bantu NE* Quênia 

HGDP01406 Bantu NE Quênia 

HGDP01408 Bantu NE Quênia 

HGDP01411 Bantu NE Quênia 

HGDP01412 Bantu NE Quênia 

HGDP01413 Bantu NE Quênia 

HGDP01415 Bantu NE Quênia 

HGDP01416 Bantu NE Quênia 

HGDP01417 Bantu NE Quênia 

HGDP01418 Bantu NE Quênia 

HGDP01419 Bantu NE Quênia 

HGDP00987 San Namíbia 

HGDP00988 San Namíbia 

HGDP00991 San Namíbia 

HGDP00992 San Namíbia 

HGDP01092 San Namíbia 

HGDP01032 San Namíbia 

HGDP01036 San Namíbia 

HGDP00993 Bantu SE* Pedi África do Sul 

HGDP00994 Bantu SE S. Sohto África do Sul 

HGDP01030 Bantu SE Tswana África do Sul 

HGDP01034 Bantu SE Tswana África do Sul 

HGDP01033 Bantu SE Zulu África do Sul 

HGDP01028 Bantu SO* Herero África do Sul 

HGDP01035 Bantu SO Herero África do Sul 

HGDP01031 Bantu SO Ovambo África do Sul 

 

* NE, SE e SO referem-se aos pontos cardeais nordeste, sudeste e sudoeste, respectivamente. 
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Figura 7: Mapa do continente africano, com indicação numérica da localização geográfica das 

populações estudadas. 
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Tabela 2 – 32 indivíduos selecionados para controle, com 4 alelos distintos na 
genotipagem do microssatélite DYS503. 

 

Identificação CEPH População Origem Geográfica Alelos DYS503 

HGDP00603 Druze Israel (Carmel) 10 13 14 17 

HGDP00678 Palestina Israel (Central) 12 13 14 15 

HGDP00058 Balochi Paquistão 12 13 14 15 

HGDP00068 Balochi Paquistão 12 13 14 15 

HGDP00143 Makrani Paquistão 11 14 14 15 

HGDP00181 Sindhi Paquistão 12 13 14 15 

HGDP01214 Daur China 11 13 14 15 

HGDP01227 Mongola China 12 13 14 15 

HGDP01233 Hezhen China 12 13 14 15 

HGDP01247 Xibo China 12 13 14 15 

HGDP01311 Dai China 12 13 14 15 

HGDP00755 Japonesa Japão 11 12 13 14 

HGDP00762 Japonesa Japão 11 12 13 14 

HGDP00763 Japonesa Japão 11 12 13 14 

HGDP00768 Japonesa Japão 11 13 14 15 

HGDP00711 Cambojana Camboja 12 13 14 15 

HGDP00512 Francesa França 11 12 14 15 

HGDP00533 Francesa França 12 13 14 15 

HGDP01371 Basca França 11 12 14 15 

HGDP00665 Sardenha Itália 12 13 14 15 

HGDP01155 Norte da Itália Itália (Bergamo) 11 13 14 15 

HGDP00896 Russa Rússia 9 12 13 14 

HGDP00897 Russa Rússia 13 14 15 16 

HGDP01037 Pima México 12 13 14 15 

HGDP01039 Pima México 12 13 14 15 

HGDP01040 Pima México 12 13 14 15 

HGDP01042 Pima México 12 12 14 15 

HGDP01043 Pima México 11 12 13 14 

HGDP01045 Pima México 12 13 14 15 

HGDP01057 Pima México 12 13 14 15 

HGDP01060 Pima México 12 13 14 15 

HGDP01061 Pima México 12 13 14 15 
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B.2.2 Reação em Cadeia da Polimerase Quantitativa Fluorescente (QF-PCR) 

 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é um método altamente sensível e 

específico para a detecção e amplificação de fragmentos de DNA, mas não é 

primariamente uma técnica quantitativa, pois pequenas variações nas condições 

iniciais podem afetar profundamente a quantidade de produto obtido (Pena, 1998) 

Desde que foi criada, na década de 80, a PCR é continuamente aprimorada, tanto 

em seus fundamentos como em seus métodos de análise. Tais melhorias têm como 

objetivo aumentar a sensibilidade e especificidade da análise, bem como proteger o 

operador de possíveis danos relacionados à biossegurança. Um claro exemplo é a 

utilização de marcadores fluorescentes para genotipagem e sequenciamento de 

amostras, técnica criada também nos anos 80 e que abandona o laborioso método 

de coloração por nitrato de prata e o uso de brometo de etídio, além de proporcionar 

maior sensibilidade, automatização e menor risco. 

O desenvolvimento de técnicas fluorescentes na análise do DNA se iniciou em 

meados da mesma década, sob a direção de Lloyd M. Smith. Através da adição de 

grupos químicos fluorescentes aos iniciadores para a PCR e da automatização dos 

processos de eletroforese, foi construído o alicerce dos atuais procedimentos de 

sequenciamento e genotipagem (Smith et al., 1986). Rapidamente, os diversos 

procedimentos da biologia molecular foram acoplados ao novo método de análise. 

Utilizando plasmídeos marcados com fluorescência e enzimas de restrição, Carrano 

e colaboradores (1989) aprimoraram a metodologia, aumentando a resolução de 

base única para até 400 pares de bases e permitindo a quantificação de fragmentos 

de até 2000 pares de bases. 
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Em busca de um procedimento que detectasse a mutação pontual 1226 no gene da 

glicocerebrosidase, Zimran e colaboradores (1989) desenvolveram uma técnica 

baseada na introdução de iniciadores com diferentes fluoróforos em sua PCR: para 

a sequência normal, fluoresceína; para a sequência mutada, rodamina. Com a 

análise da altura dos picos para as diferentes fluorescências, foram capazes de 

quantificar o material amplificado diferencialmente e discernir indivíduos normais 

daqueles afetados pela mutação, tanto homozigotos quanto heterozigotos. 

A partir de então, com o advento da alta tecnologia e a melhoria dos sistemas 

automatizados de eletroforese e sequenciamento de DNA, a utilização desta técnica 

foi sensivelmente ampliada, permitindo seu imediato uso no estudo de anomalias 

como aneuploidias dos cromossomos 13 (Toth et al., 1998), 18 (Pertl et al., 1996), 

21 (Lee et al., 2004; Mansfield, 1993; Valero et al., 1999), X (Mutter e Pomponio, 

1991) e Y (Adinolfi et al., 1995; Pertl et al., 1996), bem como defeitos de genes 

únicos (Blake et al., 1999). 

A principal vantagem da QF-PCR sobre o método convencional é a possibilidade da 

amplificação simultânea da sequência-alvo e da sequência de referência, que 

compartilham os sítios de ligação dos mesmos iniciadores, gerando uma cinética 

competitiva (Pena, 1998). Além disso, outras características são de igual relevância: 

aumento da sensibilidade em quase 1000 vezes; menor quantidade de ciclos para 

obtenção de produto viável à análise; sinais fracos (imperceptíveis quando 

observados em gel) são facilmente observados e redução do uso de produtos 

tóxicos (Findlay e Quirke, 1996). Um bom exemplo das melhorias proporcionadas 

pela QF-PCR é, por exemplo, a tipagem de microssatélites, já que a análise de géis 
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de agarose e poliacrilamida é também laboriosa e confusa, já que pode haver 

formação de heteroduplex e sobreposição de fragmentos de tamanhos próximos.  

Assim sendo, a QF-PCR é a opção mais confiável e precisa, pois sua alta resolução 

permite a distinção de alelos consecutivos mesmo para unidades repetitivas curtas, 

bem como a utilização de vários marcadores (multiplex) numa mesma reação, pela 

quantificação do produto amplificado pela análise da área ou altura dos picos 

gerados. Este último parâmetro – área e altura dos picos referentes aos fragmentos 

– constitui a base da quantificação proposta pela QF-PCR. A partir dos valores 

obtidos para um material genético de referência, é possível comparar as medidas 

encontradas para a amostra em questão e estabelecer relações matemáticas 

simples que permitam mensurar a quantidade do produto amplificado em relação ao 

padrão. Devido a sua rapidez e eficiência, a adição de marcadores fluoróforos aos 

iniciadores é rotina dos laboratórios, onde é largamente aplicada em testes de 

paternidade, casos forenses, diagnósticos de anomalias genéticas e estudos de 

diversidade populacional.  

 

B.2.3 Desenvolvimento dos iniciadores 

 

Utilizando a sequência do genoma do cromossomo Y, o microssatélite foi localizado, 

com suas porções variável e constante. Com a ferramenta BLAST, o bloco inteiro foi 

confrontado contra todo o genoma humano. Entre os vários hits encontrados, foram 

procuradas posições fora do cromossomo Y que, em comparação com a sequência 

original, apresentassem alguma inserção ou deleção. Com isso, é possível definir 
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tamanhos diferentes para os fragmentos múltiplos do cromossomo Y e o fragmento 

referência de cópia única no sequenciador automático. 

Tão logo fossem encontradas, essas regiões eram avaliadas a fim de averiguar a 

possibilidade de desenho dos iniciadores. Para tanto, era necessário encontrar 

sequências vicinais à região diferenciada com cerca de 15 a 20 nucleotídeos, ricas 

em guanina e citosina (para obtenção de um Tm ótimo). 

A viabilidade para amplificação foi testada com o programa online PCR in silico, que 

compara a sequência dos iniciadores com todo o genoma humano e verifica a 

possibilidade de anelamento estável. Em caso positivo, o programa indica a posição 

cromossômica e tamanho do(s) fragmento(s) gerado(s). Acoplado ao PCR in silico, o 

programa Primer3 (Rozen e Skaletsky, 2000; http://frodo.wi.mit.edu/primer3) calcula 

o Tm do par de iniciadores. Finalizando, foi utilizada a plataforma OligoAnalyzer 

(Integrated DNA Technologies, http://www.idtdna.com/analyzer) para garantir a 

ausência de formação de heterodímeros ou grampos (“hairpins”) para os iniciadores. 

Ao final, foi obtido um único par de iniciadores (Tabela 3), capaz de amplificar 

simultaneamente a região de referência de cópia única e as porções conservadas do 

DYS503, gerando fragmentos de tamanhos diferentes (Figura 8) e proporcionais à 

quantidade de cópias. 
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Tabela 3 – Sequências dos iniciadores utilizados na genotipagem 

 

Iniciador Sequência Tm 
 Tamanho dos 

fragmentos 

Y503-22F 5’-GTTTTCCCAGTCACGACTGGTGATTAATGTCAAAAGCA-3’ 56.8 0C  CromY: 322 pb 

Crom22: 308 pb Y503-22R 5’-AATATTTCAGTGTGATTATTCCTAGG-3’ 56.3 0C  

* Em negrito, a sequência M13-40, adicionada à extremidade 5’ do iniciador direto original. 
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Figura 8: Alinhamento gerado pelo programa online MultAlin, com os 5 fragmentos gerados pelo único par de iniciadores: quatro para o cromossomo Y 
(CromY) e o fragmento referência de cópia única do cromossomo 22 (Crom22). Notar as variações de nucleotídeos nas posições 117-120 (nos fragmentos 
do cromossomo Y), 141 e 243-259 (no fragmento do cromossomo 22) que geram a diferença de tamanho necessária para a visualização no sequenciador 
automático.  
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B.2.4 Amplificação 

 

O uso de fluorescência para a marcação dos produtos da PCR é a base de nossa 

técnica. Entretanto, devido ao alto custo de iniciadores marcados diretamente com 

fluorescência, adaptamos uma técnica mais barata e de igual eficiência (Schuelke, 

2000): adicionamos à extremidade 5’ do iniciador direto a sequência M13-40 (5’-

GTTTTCCCAGTCACGAC-3’). Foi incluído na reação um novo iniciador, com a 

mesma sequência do M13-40, conjugado a uma molécula de amidato de 

fluoresceína (FAM). Após a desnaturação inicial, no primeiro ciclo, o iniciador direto 

se anela à fita molde, deixando a “cauda” com a sequência M13-40 sem qualquer 

ligação. No segundo ciclo, o iniciador reverso se anela à fita recém-sintetizada que 

contém M13-40, gerando sua sequência complementar, à qual se liga o iniciador 

com o componente fluoróforo, permitindo que a próxima fita a ser sintetizada possua 

a marcação com FAM (Figura 9). 

Para a reação de PCR, 1.5 µl de DNA molde foram amplificados em um volume final 

de 10.0 µl de reação. Cada reação continha 200 µM de cada um dos dNTPs (dATP, 

dCTP, dGTP, dTTP), 0.05 µM do iniciador direto Y503-22F, 0.5 µM do iniciador 

reverso Y503-22R e 0.5 µM da sequência direta M13-40 marcada com o fluoróforo 

FAM na posição 5’, 1.0 unidade de Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen) em 

tampão de reação com 20 mM de Tris-HCl (pH 8.4), 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl2. O 

ciclo de reação foi elaborado em termociclador Bio-Rad My CyclerTM e consiste em 

uma desnaturação inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de 

desnaturação a 94°C por 45 segundos, anelamento a 60°C** por 45 segundos e 

extensão a 72°C por 60 segundos. A extensão final foi dada a 72°C por 45 minutos. 
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Para todas as reações de PCR foi feito um controle negativo de amplificação, onde 

água estéril foi acrescentada no lugar do DNA, bem como um controle interno, com 

uma amostra padrão do painel CEPH/HGDP do sexo masculino e uma amostra de 

origem feminina. O mesmo procedimento foi repetido para a tipagem dos 32 

indivíduos com 4 alelos distintos para o microssatélite DYS503. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

** Para verificar a temperatura ótima de anelamento dos iniciadores conforme demonstrado na Tabela 

3, foi realizada uma PCR com gradiente de temperatura, para a qual a temperatura de 60 
0
C mostrou 

o melhor resultado. 
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Figura 9: Esquema de amplificação utilizando a sequência M13-40 marcada com FAM. (A) No 
primeiro ciclo da PCR, o iniciador direto com M13-40 é incorporado aos produtos da PCR; (B) Esses 
produtos serão o alvo do iniciador M13-40 marcado com FAM, que é incorporado durante os ciclos 
subsequentes; (C) O produto final marcado, para posterior análise em sequenciadores automáticos 
(Adaptado de Schuelke, 2000). 
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B.2.5 Genotipagem 

 

Para a genotipagem das amostras, 2.0 µL do produto da PCR foram distribuídos em 

placas de 96 poços de fundo cônico (GreinerBio). A cada poço também foram 

adicionados 8.0 µL do marcador de peso molecular ET-550R Size Standard (GE 

Healthcare), diluído a 1:32 em Tween 20 0.1%. As amostras foram desnaturadas a 

95 °C por 3 minutos e rapidamente resfriadas a 4 °C. Em seguida, as placas foram 

injetadas no sequenciador automático MegaBACE 1000 DNA Analyzer (GE 

Healthcare) a 3 kV por 80 segundos. A eletroforese capilar dos fragmentos ocorreu 

em matriz LPA sob 10 kV de voltagem durante 75 minutos. 

O aparelho MegaBACE 1000 dispõe de um laser que emite luz à intensidade de 488 

nm. Em certo ponto, durante a eletroforese, o raio laser incide sobre o capilar onde 

estão as amostras. O amidato de fluoresceína (FAM) presente no fragmento de PCR 

absorve a luz neste comprimento de onda, liberando a energia na forma de emissão 

de luz a 514 nm. Essa luz é captada por um tubo fotomultiplicador que amplifica o 

sinal, transmitindo-o ao computador, que processa os dados e os armazena. Graças 

à tecnologia de transferência de energia (Ju et al., 1995), a luz emitida pelo FAM é 

capaz de excitar as moléculas de ROX adicionadas ao marcador de peso molecular, 

que liberam energia a um comprimento de onda de 610 nm, também captada pelo 

aparelho. Dessa forma, os sinais gerados pelo fragmento de PCR e pelo marcador 

são capturados ao mesmo tempo. 
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B.2.5.1 Análise da eletroforese 

 

Após a eletroforese dos fragmentos, são gerados 96 arquivos *.rsd correspondentes 

a cada poço da placa. Com o programa MegaBACE Genetic Profiler (versão 2.2, 

Amersham Biosciences, 2003), cada arquivo é transformado em eletroferogramas 

baseados no tempo de retenção e na detecção distinta da fluorescência dos 

fragmentos e do marcador de peso molecular. O tamanho do produto da PCR 

determina sua posição no gráfico, ao passo que a quantidade de material 

amplificado determina a altura, largura e área de cada pico, dados automaticamente 

calculados pelo programa. Os valores de área dos picos referentes aos fragmentos 

de interesse foram transferidos para uma planilha. Em seguida, calculamos a razão 

do valor da área do pico referente ao cromossomo Y pelo valor encontrado para a 

cópia de referência do cromossomo 22. 

 

B.2.5.2 Normalização e número de cópias 

 

Para normalizar os dados, foi amplificada em todas as placas uma amostra padrão 

que apresentou 4 picos distintos pela genotipagem prévia do marcador DYS503. As 

razões obtidas para cada amostra foram matematicamente comparadas à esta 

amostra normalizadora. 

Razão da amostra normalizadora  4 cópias 

Razão da amostra CEPH/HGDP  x  

onde x indica o valor normalizado de cópias em relação à amostra padrão. 
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B.2.6 Análise estatística 

  

Todos os testes foram realizados em triplicata. A reprodutibilidade dos valores 

normalizados de área para o marcador Y503-22 entre os três testes foi validada 

através do teste de Correlação de Pearson (plataforma Vassar Stats, 

http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.html), cujo resultado – valor r – foi 

avaliado de acordo com a distribuição relativa ao número de amostras amplificadas 

(n). O resultado final é expresso na forma de probabilidade de significância (valor p), 

que considera estatisticamente válidas as correlações com valor menor que 0.05.  

Também foi realizada a comparação entre as médias do número normalizado de 

cópias da população africana e o grupo de 32 indivíduos com quatro alelos distintos 

para o DYS503 através do teste t de Student, com o Microsoft Excel 2007. Além 

disso, foi realizado o teste de “goodness of fit” para ambos os grupos acima com o 

programa GraphPad Prism 5. Esse teste é utilizado para descrever a discrepância 

entre os valores observados e os valores esperados para a distribuição normal dos 

dados. O “goodness of fit” foi quantificado através do coeficiente de determinação 

(R2). Quanto mais próximo de R2=1, mais ajustado à curva está o conjunto dos 

dados. A avaliação estatística entre os agrupamentos de número de cópias (figuras 

14 e 15) foi feita através do teste de one-way ANOVA, com correção de Newman-

Kuels para múltipla comparação pós-teste. 
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C. RESULTADOS 

 

C.1 Mapa físico do microssatélite DYS503 

 

A montagem do mapa físico do DYS503 foi realizada através da composição de 

grandes blocos no qual o microssatélite está inserido. Para isso, buscamos toda a 

região conservada que flanqueia o microssatélite e se repete com o máximo de 

homologia nas quatro cópias. Todo o processo foi baseado na montagem de 

referência primária GRCh37 do genoma humano, disponibilizada no banco de dados 

do NCBI. Dessa forma, foi possível determinar o tamanho e a localização 

cromossômica dos blocos.  

Todos os quatro blocos têm cerca de 167 mil pares de bases (pb), com mais de 99% 

de homologia média entre eles (Tabela 4). Estão dispostos de forma assimétrica: A 

distância entre os blocos A e B é de 400596 pb; entre B e C, 875011 pb; entre C e 

D, 2264725 pb. O sentido das cópias é o mesmo entre A e C e tem sentido oposto 

para B e D, conforme indica a Figura 10. 

 



47 
 

 

Figura 10: Posição cromossômica dos quatro blocos para o microssatélite DYS503. No topo da imagem, em vermelho, as regiões pseudoautossômicas 1 e 2 
(PAR1/PAR2). Em amarelo, o centrômero (Cen). Em cinza, a heterocromatina (Het) foi condensada para melhor visualização gráfica. Yp, braço curto do 
cromossomo Y; Yq, braço longo do cromossomo Y. 
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Tabela 4 – Posição cromossômica dos blocos para o microssatélite DYS503 no cromossomo Y 

 

Bloco 
Posição cromossômica 

Tamanho 
Banda Início Fim 

A q11.223 24,071,549 24,239,059 167510 pb 

B q11.223 24,639,655 24,806,678 167023 pb 

C q11.223 25,681,689 25,848,918 167229 pb 

D q11.23 28,113,643 28,281,107 167464 pb 
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C. 2 Mapa de variantes 

 

O banco de dados do Database of Genomic Variants fornece informações sobre 

variações (perdas ou ganhos) de frações do genoma através de uma busca a partir 

do fragmento de PCR onde se encontra a região de interesse. Como resultado da 

busca, o software apresenta como resultado as variantes já descritas na literatura, 

com a posição cromossômica da variante e sua frequência na população estudada. 

Com isso, podemos averiguar se há alguma variação capaz de alterar 

significativamente a tipagem de nosso marcador. 

A Figura 11 representa um mapa das variações construído a partir das informações 

do Database of Genomic Variants. As regiões onde estão os blocos A, B, C e D do 

microssatélite DYS503 (setas) estão representadas respectivamente pelas cores 

vermelha, amarela, verde e azul. As variações encontradas acompanham as cores 

usadas para cada bloco. A variação apresentada na cor roxa engloba os blocos B, C 

e D. 

De um modo geral, foram encontradas alterações pontuais e únicas para cada 

variação. As frequências para quase todas as variantes encontradas foram muito 

baixas (entre 0.37 – 2.22%). Entretanto duas delas – variações 4184 e 4185 – 

tiveram frequência relativamente elevada. Ambas foram avaliadas em um grupo de 

270 indivíduos pertencentes ao painel HapMap (Redon, 2006). Para a primeira delas 

foi identificado 23.33% de perda ou ganho da região, enquanto para a segunda 

houve 15.18% de variação. 
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Figura 11: Mapa de unidades variantes encontradas dentro dos blocos de DYS503, segundo o banco de dados Database of Genomic Variants. A cada 
variante está associada a nomenclatura de acordo com o banco de dados, o tipo de variação (gain = ganho, loss = perda), a localização cromossômica e a 

sua frequência para a população estudada (entre parênteses). 
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C.3 Genotipagem das amostras africanas do painel do CEPH/HGDP 

 

A tipagem das amostras dos homens africanos presentes no painel do CEPH/HGDP 

foi realizada através da análise das curvas geradas após a eletroforese dos 

fragmentos de PCR fluorescentes (Figura 12). Comparando os picos 

diferencialmente apresentados referentes aos cromossomos Y e 22, foi possível 

calcular a razão entre suas áreas. Devido à pouca quantidade de DNA para algumas 

amostras, 94 dos 101 indivíduos puderam ser apurados. Através da comparação da 

razão entre áreas com a razão entre alturas, obtivemos um aspecto 

aproximadamente linear, que confirma que qualquer uma das variáveis pode ser 

usada, conforme observado na Figura 13. 

Os resultados expressos pela razão das áreas estão indicados na Figura 14. Os 

valores foram agrupados em intervalos de 0.5 para melhor visualização e 

agrupamento da frequência do número de cópias. Analisando o conjunto 

normalizado de dados, há significante concentração de valores entre 3.0 e 4.0 e a 

curva de tendência não apresenta aspecto polimodal, ou seja, os dados se 

aglomeram em um ponto único no gráfico, afastando a possibilidade da existência 

significativa de variação de número de cópias na população estudada.  

Para averiguar a reprodutibilidade entre os experimentos para a população africana, 

foram calculados os valores da correlação de Pearson (r) e a significância (p) entre 

as triplicatas. Em todas as comparações feitas, o valor de r foi sempre maior que 0.3 

e o valor p permaneceu menor que 0.05, ou seja, todos os testes foram significativos 

em nível de 95% do intervalo de confiança. A média dos valores para os três testes 

foi, respectivamente, de 4.06, 3.56 e 3.45, ao passo que a variância foi de 5.34, 0.97 
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e 0.92. A quantificação do “goodness of fit” apontou R2 = 0.96, indicando pouca 

discrepância dos valores apresentados em relação à curva normal. 

Também foi realizada a quantificação do número de cópias de 32 indivíduos cuja 

tipagem para o DYS503 resultou em quatro alelos diferentes, servindo-nos como 

controle. Para isso, a média dos valores normalizados de cópias para a população 

africana foi comparada à média dos valores normalizados de cópias desses 32 

indivíduos através do teste t de Student. O valor calculado para esse teste (0.47) 

sugere que não há diferença significativa entre as duas populações. 

O histograma da Figura 15 demonstra que a distribuição do número de cópias segue 

o mesmo padrão, com robusta concentração dos dados entre 3.0 e 4.0, confirmando 

a homogeneidade da contagem de quatro cópias para os indivíduos africanos. A 

média encontrada para esses valores foi de 3.55, 3.29 e 3.35, com variância de 

0.61, 0.13 e 0.31, respectivamente. O cálculo de R2 para o “goodness of fit” também 

foi calculado e resultou no valor de 0.98, apontando uma boa relação entre a 

distribuição esperada e observada dos dados. 
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Figura 12: Eletroferogramas indicando amplificação de (a) uma amostra feminina e (b) uma amostra 

masculina. 
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Figura 13: Gráficos de pontos representando a relação entre o valor normalizado das áreas (eixo x) e 
o valor normalizado das alturas (eixo y) dos picos encontrados para os fragmentos do cromossomo Y 
e 22. 
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Figura 14: Histograma da frequência dos valores normalizados de número de cópias para a 
população africana, em relação à amostra padrão SP, baseados na razão das áreas entre os picos do 
cromossomo Y e 22. Os dados acima apontam a média dos três experimentos, com o erro padrão (* 
indica p < 0,05). 
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Figura 15: Histograma da frequência dos valores normalizados de número de cópias para os 32 
indivíduos com quatro alelos diferentes para DYS503, em relação à amostra padrão SP, baseados na 
razão das áreas entre os picos do cromossomo Y e 22. 
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D. DISCUSSÃO 

 

A África possui não somente uma incrível pluralidade linguística, ambiental e cultural 

mas também tem os níveis mais altos de variabilidade genética do mundo. Dados 

paleontológicos e moleculares apontam que o Homo sapiens evoluiu na África cerca 

de 200 mil anos atrás e permaneceu nesse continente por mais tempo do que em 

qualquer outra região geográfica, levando ao acúmulo de mutações e ao aumento da 

diversidade genética. Com a migração do ser humano para o resto do mundo, 

ocorreram sucessivos efeitos fundadores e com isso, redução da variabilidade em 

relação à população africana original (Tishkoff et al., 2002). 

 

Por possuir herança uniparental, haploidia e por não sofrer recombinação na maior 

parte de sua extensão, o cromossomo Y é um ótimo objeto de estudo em pesquisas 

de evolução humana, pois guarda um registro dos eventos mutacionais que 

ocorreram ao longo das linhagens masculinas. O modelo de Origem Africana 

Recente (“ex Africa”) prediz que o ancestral de todos os cromossomos Y modernos 

residiu na África. A partir desta premissa, é possível desenvolver relações evolutivas 

entre os cromossomos Y, identificando suas origens e pontos de dispersão. Além 

disso, é possível definir que populações próximas têm grande chance de dividir 

frequências similares de um determinado padrão genético. Desta forma, a migração 

de um grupo pode levar ao estabelecimento de uma nova população que possuirá 

um subconjunto dos cromossomos Y originais. O fluxo genético proporcionado pelo 

deslocamento e demais eventos como a miscigenação entre as diferentes 

populações definem a distribuição das linhagens modernas (Jobling e Tyler-Smith, 

1995). 
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Uma das ferramentas de investigação do cromossomo Y é a análise de 

microssatélites, marcadores amplamente utilizados em pesquisas forenses, 

evolutivas e genealógicas, pelo caráter de evolução rápida. Dentre os vários 

existentes, o microssatélite tetralocal DYS503 tornou-se de especial interesse ao 

nosso grupo de pesquisa por apresentar uma diversidade genotípica inferior para 

afro-americanos em relação a caucasianos americanos. 

 

Logo, elaboramos a hipótese de que, antes do êxodo do Homo sapiens para o resto 

do mundo, possivelmente havia no continente africano indivíduos com múltiplas 

cópias para o microssatélite DYS503 e a população fundadora que saiu do grupo 

inicial para colonizar o resto do mundo continha apenas parte dessa variabilidade, 

ou seja, a nova população abrigaria apenas genótipos com os quatro alelos. Este 

fato justificaria a menor variabilidade na população africana em relação à 

caucasiana. Para investigar esse ideia, foi construído um mapa físico do DYS503, a 

partir do qual foi possível a aplicação de uma técnica de quantificação do número de 

cópias através de PCR quantitativa fluorescente.  

 

Utilizando amostras de homens africanos do painel do CEPH-HGDP, a quantificação 

revelou a existência de uma população homogênea, sem variações significativas do 

número de cópias para DYS503 (Figura 14, página 55), fato confirmado pela 

tipagem de 32 indivíduos com 4 alelos confirmados para o marcador (Figura 15, 

página 56), com a qual foi verificada a prevalência de indivíduos com as quatro 

cópias do microssatélite, não havendo indícios da existência de uma quantidade 

diferentes de cópias. 
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D.1 Mapa físico do microssatélite DYS503 

 

A construção do mapa físico do microssatélite DYS503 revelou quatro grandes 

blocos de cerca de 167 kb, alinhados em pares de sentido oposto e organizados no 

braço longo do cromossomo Y de forma assimétrica (Figura 10, página 47). Essa 

disposição incomum pode apontar efeitos cromossômicos de duplicação, deleção e 

inversão, comuns nessa região do genoma devido à alta densidade de sequências 

parálogas suscetíveis à recombinação homóloga não-alélica e conversão gênica 

(Rozen et al., 2003). 

 

D.2 Amostragem na África 

 

Avaliando as possíveis causas para a existência de uma população uniforme e sem 

variação do número de cópias para o DYS503, consideramos o grupo de amostras 

utilizadas neste estudo. As populações africanas possuem altos níveis de 

diversidade genética e fenotípica, e vivem em ambientes bem distintos. É provável, 

portanto, que populações étnica e geograficamente diferentes tenham sofrido 

adaptações locais que podem ter levado a divergências em estudos moleculares. 

Devido a isso, acredita-se que as poucas populações do painel do CEPH-HGDP não 

sejam representativas de toda a variedade existente na África, sendo necessária 

uma amostragem mais ampla e que compreenda toda essa multiplicidade étnica e 

geográfica. Eventualmente, a criação de novos painéis disponíveis à comunidade 

científica deveria ser levada em consideração, para que, em complemento com os 

bancos de dados já existentes, as novas amostras tornem as análises mais 
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informativas e capazes de ilustrar a diversidade genética humana em todo o mundo 

(Campbell e Tishkoff, 2010; Reed, 2006). 

 

D.3 Genótipos estendidos 

 

Outra possível razão para a existência de uma população homogênea quanto ao 

número de cópias para o microssatélite DYS503 são os genótipos estendidos, 

promovidos por esse tipo de marcador de evolução rápida. Devido à ausência de 

recombinação com um outro homólogo, o cromossomo Y contém um registro dos 

eventos mutacionais passados de compreensão relativamente simples. Entretanto, 

essa aparente simplicidade está comprometida pela existência de grandes regiões 

duplicadas, principalmente em seu braço longo (Skaletsky et al., 2003). No caso 

específico do estudo de microssatélites, enquanto a informação contida em um 

marcador de cópia única é clara e inequívoca, a variação presente em 

microssatélites de múltiplas cópias são muito mais complexas para analisar e 

interpretar (Butler et al., 2005). Contudo, esses microssatélites com várias cópias 

representam uma importante parte do cromossomo Y pois além de estarem sujeitos 

aos mecanismos evolutivos dos quais também participam os microssatélites de 

cópia única, também integram os eventos específicos da região amplicônica. 

 

A maioria dos microssatélites duplicados como o DYS503 e o DYS464 estão 

localizados nessa região repleta de palíndromos e repetições invertidas (Figura 4, 

página 13). Em um total de 166 locos, Kayser e colaboradores (2004) identificaram 

38 microssatélites com potencial para a geração de múltiplos fragmentos no 

cromossomo, cujos iniciadores mostraram 100% de identidade para mais de uma 
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posição no cromossomo Y. Desse grupo, 25 locos efetivamente indicaram múltiplos 

alelos. Do ponto de vista prático, o alto grau de similaridade encontrado entre essas 

porções cromossômicas torna quase impossível o desenho de iniciadores capazes 

de amplificar as diferentes cópias independentemente. 

 

Dessa forma, a origem exata dos fragmentos gerados por iniciadores viáveis 

permanece sem distinção. A principal consequência desta amplificação simultânea é 

a impossibilidade de promover haplótipos corretamente ordenados, ou seja, há 

apenas a descrição dos alelos envolvidos ou o agrupamento dos mesmos em 

“genótipos estendidos”, baseados na razão da altura dos picos relativos aos 

fragmentos (Butler e Schoske, 2005; Hanson e Ballantyne, 2007), para os quais um 

mesmo “genótipo” pode corresponder a vários haplótipos diferentes. Logo, o uso de 

microssatélites de múltiplas cópias em estudos populacionais requer atenção 

especial, visto que não é possível relacionar cada fragmento gerado ao seu 

respectivo loco.  

 

Estudos apontam que, devido à alta taxa de mutação, os microssatélites 

frequentemente promovem situações onde dois alelos com o mesmo número de 

repetições são idênticos por estado e não idênticos por descendência (Heyer et al., 

1997; Kayser et al., 2000). Logo, não são marcadores de escolha para a construção 

de árvores filogenéticas ou para a inferência de relações entre populações 

divergentes. Sua utilidade é evidenciada nos estudos forenses, análise de 

paternidade e avaliações de afinidades entre populações mais intimamente 

relacionadas (Kayser et al., 2001; Schlecht et al., 2008). Além disso, a 

susceptibilidade dos microssatélites do cromossomo Y à conversão gênica e outros 
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mecanismos moleculares pode variar de acordo com as sequências repetitivas 

presentes. Pesquisar a formação e história evolutiva dessa região pode ser crucial 

para o entendimento destes processos. Dessa forma, poderia ser interessante 

associar a forte diferenciação geográfica proporcionada pelos haplogrupos do Y com 

os diferentes arranjos dos palíndromos, a fim de identificar eventos cromossômicos 

específicos em cada população (Balaresque et al., 2007). 

 

D.4 Deriva genética 

 

Um importante ponto a ser considerado é a participação da deriva genética sobre a 

variabilidade entre as populações. Assumindo a razão entre os gêneros de 1:1, a 

população humana pode ser representada por um homem e uma mulher. Este casal 

carrega quatro cópias de cada autossomo e três cromossomos X, mas apenas um 

cromossomo Y. Logo, o tamanho efetivo da população do cromossomo Y é 

proporcional a um quarto da população de qualquer autossomo, um terço em 

relação ao cromossomo X e similar ao DNA haplóide mitocondrial. Assumindo que 

os mesmos processos mutacionais atuem em todos os cromossomos, é esperada 

uma menor diversidade no cromossomo Y do que em qualquer outro lugar do 

genoma nuclear, o que de fato é observado (Thomson et al., 2000). Devido ao 

menor número efetivo, também se supõe que o cromossomo Y seja mais suscetível 

à deriva genética, que envolve mudanças aleatórias na frequência dos haplótipos 

devido à amostragem de uma geração para a seguinte. A deriva acelera a 

diferenciação entre os grupos de cromossomos Y nas diferentes populações, 
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constituindo uma útil propriedade para a investigação de eventos passados (Jobling 

e Tyler-Smith, 2003; Kayser et al., 2001). 
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E. CONCLUSÕES 

 

 O mapa físico para DYS503 foi construído, evidenciando a posição cromossômica 

das extremidades dos quatro blocos que constituem a região repetitiva na qual 

está o microssatélite tetralocal. Esses blocos têm aproximadamente o mesmo 

tamanho (cerca de 167 mil pares de bases) e estão dispostos de forma 

assimétrica no braço longo do cromossomo Y, indicando que os eventos 

responsáveis pela duplicação dos locos ocorreram de forma desigual. 

 A partir da construção do mapa físico, a técnica de PCR quantitativa fluorescente 

(QF-PCR) foi aplicada com sucesso, cumprindo o propósito da geração de 

fragmentos de tamanhos diferentes a partir da amplificação de distintas regiões 

genômicas, com o mesmo par de iniciadores. 

 Essa técnica foi utilizada na quantificação relativa em indivíduos africanos, a fim 

de averiguar a possibilidade de variação do número de cópias em DYS503. Os 

resultados apontam a existência de uma população basicamente uniforme, 

contendo indivíduos com os quatro alelos. Dessa forma, não há evidência alguma 

que comprove a existência de indivíduos com um número diferente de cópias na 

África. 

 Não há diferença significativa entre os valores normalizados da tipagem para a 

população africana em relação à realizada para indivíduos portadores de quatro 

cópias para o DYS503, o que reforça a inexistência de múltiplas cópias para o 

grupo estudado. 
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