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I - INTRODUGAO
I.1. A VARIABILIDADE CARIOTIPICA HUMANA

Na Conferencia de Paris (1971), foi recomendado o termo
variante, para descrever situagoes em que ha uma alteracao do nor-
mal na morfologia cromossomica.LUBS & RUDLE (1970) chamaram de
maiores as variantes cromossomicas estruturais ou numéricas, res-
ponsaveis pela produgao de fenotipos anormais ou que, quando pre-
sentes em estado balanceado, aumentam o risco de produgao de pro-
les anormais. Variantes que aparentemente nao resultam em nenhuma
implicagao clinica, sao denominadas de menores.

Mesmo sem o emprego das tecnicas de identificacao cromos-
somica, pode-se demonstrar que as variantes menores ocorrem em
individuos fenotipicamente normais, sendo que sua incidéncia popu-
lacional e maior do que se poderia esperar como resultado de muta-
goes recorrentes, o que as definiu como um novo tipo de polimor-
fismo cromossomico. COHEN e cols. (1966), estudando o comprimento
do cromossomo Y humano, demonstraram a sua variabilidade, nao so
entre individuos, mas tambem, entre diferentes grupos raciais.

LUBS & RUDLE (1970), estudando 2.444 recem-nascidos nor-
mais, apresentaram importantes informagoes sobre a variabilidade
cariotipica humana. Estes autores definiram vinte e sete catego-
rias de variantes menores e estabeleceram criterios para o reco-
nhecimento das mesmas.

Embora as variantes menores tenham sido observadas em to-
dos os grupos cromossomicos, foram mais frequentes as detectadas
nos bragos curtos e nos satelites dos cromossomos dos grupos D e
G (16,97 e 6,27) respectivamente, e no brago longo do cromossomo
Y (5,67).



As comparagoes feitas por LUBS & RUDLE (1970), entre amos-—
tras de individuos caucasoides e negroides, demonstraram que de-
terminadas variantes dos cromossomos dos grupos D, E e G sao es-
tatisticamente mais frequentes nos negros do que nos caucasoides.
Estas variantes referem-se a: aumento de tamanho dos bragos cur-
tos dos cromossomos dos grupos D e G, presenga de satelites gigan-
tes nos cromossomos do grupo D, e presencga de um cromossomo longo
no grupo E. Informacgoes semelhantes foram fornecidas por STARKMAN
& SHAW (1967), no que se refere aos satelites e bragos curtos dos
cromossomos do grupo D e G.

Diferencas nas frequencias de variantes menores entre se-
x0s, tem sido tambem descritas. COURT-BROWN (1967), WALZER e cols.
(1969), encontraram um numero maior de variantes menores em cro-
mossomos autossomos de homens, do que de mulheres. ZANKL & ZANG
(1971) tambem observaram que variantes do tamanho do braco curto
dos acrocentricos, eram mais frequentes em recem-nascidos do sexo
masculino, do que em recem-nascidos do sexo feminino. MATTEVI &
SALZANO (1975), e SCHWARZACHER (1976), observaram a existencia
de diferenga sexual quanto ao numero de satelites, sendo os mesmos
mais frequentes em homens do que em mulheres.

As tecnicas convencionais, forneceram informagoes em con-
digcoes em que, as de bandeamento, nao foram, ou nao puderam ser
utilizadas e, apesar de limitantes, foram capazes de revelar uma
consideravel variabilidade entre homologos, dentro e entre indi-
viduos. No entanto,a extensa variabilidade que ocorre no carioti-
po humano normal, sd pode ser mais perfeitamente avaliada, com o

desenvolvimento das tecnicas de identificacao cromossomica.

I.2. DIFERENCIAGAO LONGITUDINAL DOS CROMOSSOMOS HUMANOS

I.2,1. Tipos de bandas

O primeiro metodo de bandeamento, foi desenvolvido a par-
tir de 1968, por CASPERSON e cols. (1968, 1969a, b), atraves do

uso de derivados da acridina como fluorocromo, quinacrina mos-

tarda, em cromossomos de celulas vegetais.
ZECH (1969) e CASPERSON e cols. (1970a, b, ¢, d, e), apli-
cando a mesma metodologia, demonstraram a existencia de bandas

fluorescentes nos cromossomos humanos. As bandas formadas pelo



emprego dos corantes citados, foram denominadas de bandas-Q, e
podem ser observadas em diferentes intensidades de fluorescéncia,
classificadas em cinco niveis estabelecidos pela Conferéncia de
Paris (1971).

PARDUE & GALL (1970), empregando a tecnica de "hibridiza-
¢ao in situ", com ARN radioativo complementar ao ADN satélite,
observaram que as regioes centromericas dos cromossomos de ca-
mundongos, eram as mais intensamente marcadas. Demonstraram, por-
tanto, que o ADN satelite estava restrito as regioes centromericas
consideradas como regioes compostas por heterocromatina constitu-

tiva,

ARRIGHI & HSU (1971), introduzindo modificagoes na meto-
dologia acima, transformando-a de autorradiografica para citoqui-
mica, observaram nos cromossomos humanos, blocos heterocromaticos
fortemente corados nas regioes centromericas de todos os cromos-—
somos, sendo que o cromossomo Y apresentava estes locos, tambem
na regiao distal do braco longo. As bandas obtidas por este pro-
cedimento (bandeamento C) foram denominadas de bandas-C.

A tecnica de coloracao por Giemsa sofreu, em seguida, uma
serie de modificagoes que resultaram em novos mctodos de bandea-
mento.

0 bandeamento G que revela as bandas-G, foi desenvolvido
atraves de tecnicas que empregam pre-tratamentos com calor, solu-
goes alcalinas (SUMNER e cols., 1971, SCHNEDL, 1971, DRETS & SHAW,
1971), e enzimas proteoliticas (SEABRIGHT, 1971, KATO & YOSIDA
(1972). As bandas obtidas por este metodo sao, em-geral, as mes-
mas que aparecem intensamente fluorescentes quando tratadas pelo
metodo para obtencao de bandas-Q.

As bandas-R (DUTRILLAUX e cols., 1971), sao evidenciadas
quando a preparagao cromossomica e incubada inicialmente em uma
solugio salina, de baixa concentracao, a 87°C. Estas bandas reve-
lam o padrao reverso das bandas-G.

Uma pequena modificacao na tecnica de obtengao das ban-
das-R, basicamente por mudangas do pH, de 6,5 para 6,7, resultou
em padroes de bandeamento restritos, principalmente, as regioes
telomericas; as chamadas bandas-T (DUTRILLAUX, 1973), que podem
ser obtidas tanto pelo emprego de Giemsa, como pelo de fluorocro-
mos.

Outros metodos de coloragao, sao tambem empregados para a
identificagao cromossomica. O metodo Giemsa-11, por exemplo, usa
solucdo de Giemsa a pH 11,0-11,6, e cora com maior intensidade a

regiao heterocromatica do par cromossomico 9.



As regioes organizadoras do nucl@olo (NOR) sao mais pro-
priamente identificadas pelas bandas-N (MATSUI & SASAKI, 1973),
ou pelo emprego do metodo da prata amoniacal (HOWELL e cols.,
1975 e GOODPASTURE & BLOOM, 1975). Informagoes sobre o bandeamen-
to cromossomico, trocas cromatidicas, reconhecimento de segmentos
heterocromaticos e replicagao cromossomica sao fornecidas pelo em-
prego da 5-bromodeoxyuridina (BrdU), pela primeira vez utilizada

em cromossomos humanos por KABECK e cols. (1964).

1.2.2, Bandas polimorficas

A estabilidade de determinadas bandas cromossomicas, in-
terpretada evolutivamente, e uma forte demonstracao da propria
estabilidade cromossomica. Por outro lado, determinadas regioes
do genoma humano, apresentando uma grande variabilidade, manifes-
tam polimorfismos detectados principalmente pelo emprego das tec-
nicas de bandeamento Q e C. O polimorfismo revelado pelas bandas-
-Q, envolve regioes cromossomicas que podem diferir em tamanho, e/
ou intensidade de fluorescencia entre os homologos ou individual-
mente.

Polimorfismos das regioes pericentromericas e dos sateli-
tes dos 5 pares de acrocentricos, das regioes pericentromericas
dos cromossomos 3 e 4, e, da regiao distal do braco longo do cro-
mossomo Y, tem sido frequentemente descritos (BORGAONKAR & HOL-
LANDER, 1971, FISHER e cols., 1972; MIKELSAAR e cols., 1973, 1978
BUCKTON e cols., 1976; LUBS e cols., 1977a, b; PHILLIPS, 1977;
SOUDEK & SROKA, 1978; VERMA e cols., 1978). No que se refere ao

cromossomo Y, o intenso grau de fluorescencia encontrado no brago

longo, permitiu, inclusive, a detecgao da cromatina sexual deste
cromossomo, em celulas interfasicas (Conferencia de Paris, 1971).

As bandas-C,tambeéem permitem a identificagao, nos cromos-
somos humanos, de regioes com variagoes morfologicas.

As regioes centroméricas de todos os cromossomos, oS sate-
lites dos cromossomos acrocentricos, as constrigoes secundarias
dos cromossomos 1, 9 e 16, e a porgao distal do brago longo do
cromossomo Y, sao intensamente coradas pelo metodo do bandeamento-
-C.

Os polimorfismos revelados pelas bandas-C, caracterizam-se
por alteragoes tanto de tamanho, como de posigao. No primeiro ca-

so, tém sido estudadas principalmente as constrigoes secundarias



dos cromossomos 1, 9 e 16 ¢ a regiao distal do braco longo do
cromossomo Y (CRAIG-HOLMES & SHAW, 1971; AULA & SAKSELA, 1972;
KIM, 1973; SCHNEDL, 1973; CRAIG-HOLMES e cols., 1973; McKENZIE &
LUBS, 1975; GHOSH & SINGH, 1976; CRAIG-HOLMES, 1977; BALICEK e
cols., 1978; PODUGOLINIKOVA e cols., 1979; ERDTMANN e cols., 1981;
CAVALLI e cols., 1981).

Os de posigao, compreendem a presenga total ou parcial de
heterocromatina no brago curto, e, tem sido em geral, descritos
somente nos cromossomos 1 e 9 (HOWARD e cols., 1973; CRAIG-HOLMES
e cols., 1973; DE LA CHAPELLE, 1974; BOUE e cols., 1975; McKENZIE
& LUBS, 1975; BUCKTON e cols., 1976; PHILLIPS, 1977; SOUDEK & SRO-
KA, 1977; VAN DYKE e cols., 1977; ERDTMANN e cols., 1981).

As bandas-C, manifestam a heterocromatina constitutiva lo-
calizada em regioces cromossomicas, que se caracterizam pelo alto

conteudo de ADN satelite, altamente repetitivo.

I.3. HETEROCROMATINA CONSTITUTIVA-NATUREZA

HEITZ em 1928, utilizou o termo heterocromatina para defi-
nir cromossomos ou segmentos cromossomicos que nao se desespirali-
zam na telofase mitotica, mantendo-se condensados, ou em estado
heteropicnotico, atraves da interfase ate a profase da divisao
subseqiente (segundo PASSARGE, 1974).

BROWN (1966), classificou a heterocromatina em constituti-
va e facultativa. Heterocromatina facultativa e a cromatina que
pode ou nao estar condensada durante a interfase, podendo variar
de estado nos diferentes tipos de celulas, ou diferentes fases de
desenvolvimento, ou mesmo, entre diferentes homologos na mesma ce-
lula. Um exemplo classico e a inativagao de um dos cromossomos X
durante um estagio precoce de desenvolvimento embrionario em mami-
feros. Nas femeas de mamiferos, os corpusculos resultantes desta
inativag¢ao sao denominados corpusculos de Barr e sao visualizados
em interfase (BARR & BERTRAN, 1949; OHNO e cols., 1959, 1961;
LYON, 1968).

Heterocromatina constitutiva e a forma usual, permanente-
mente condensada, encontrada nas mesmas regioes dos cromossomos
homologos formando um elemento estrutural permanente no par cro-

mossomico.



ARRIGHI & SAUNDERS (1973), demonstraram, atraves de estu-
dos de reassociagao, que 30 a 40% do genoma humano & constituido
por sequencias repetitivas, sendo que, as altamente repetitivas,
ADN-satelites, correspondem a 6% do total de ADN do genoma humano,

O ADN humano pode ser fracionado em gradiente de densida-
de de Ag+—CSZSO4 e Hg2+—C52304, e a fraggo obtida pode ser em se-
guida analisada em cloreto de cesio neutro (CsCl), apos extensiva
dialise para eliminar Hg2+ e Ag+ (CORNEO, 1970). Quando as fragoes
de ADN, obtidas pelo metodo primeiramente citado, sao submetidas
a centrifugagao em cloreto de césio, observa-se a formacao de um
pico principal, e outros picos de densidades variaveis. Os peque-
nos picos, apresentam sequencias de bases idénticas, repetidas, o
que os diferem do pico principal. Estas fragoes de ADN, que for-
mam os pequenos picos, sao denominadas de ADN satélites
(SCHWARZACHER, 1976).

No homem, foram descritos oito tipos de ADN satelites.
Quatro deles sao denominados I, IT, IIT e IV, e os outros quatro
sao denominados A, B, C e D (CORNEO e cols., 1967, 1970, 1971,
1972; SAUNDERS, 1974).

Nos cromossomos humanos, os ADN satelites estao localiza-
dos em sua maioria, em regiocoes que sao formadas por heterocroma-
tina constitutiva. Atraves da utilizagao das tecnicas de hibridi-
zacao "in situ", demonstrou-se que, 0s cromossomos autossomos de
numeros 2, 4, 6, 8 e 11, tem bandas C que apresentam ausencia dos
quatro ADN satelites convencionais (I, II, III e IV). Ja os cro-
mossomos 1, 9, 13, 14, 15, 20, 21, 22 e Y, apresentam alta con-
centraggo de um ou mais ADN-satelites em suas bandas C; enquanto
que os demais cromossomos, apresentam quantidades intermediarias
(MACAYA e cols., 1977; MIKLOS & JOHN, 1979).

O ADN satelite, pela primeira vez, isolado por CORNEO e
cols. em 1967, recebeu a denominacao de ADN satelite I. Este ADN,
apresenta uma densidade de 1,687 g/cm3 em cloreto de cesio neutro.
Em cloreto de cesio alcalino, apresenta faixas de separagao com
uma diferenga de densidade entre as duas faixas de cerca de 33
mg/cm3. O ADN satelite I, corresponde a 0,15% do genoma humano
(MACAYA e cols., 1977). Valores como 0,57 e 0,27 foram encontra-
dos, respectivamente por CORNEO e cols. (1971) e SCHILDKRAUNT &

MAIO em 1969, JONES e cols. em 1974, e MOAR e cols. em 1975 se-
gundo MACAYA e cols., 1977), atraves de experimentos de hibridi-

zagao, calcularam um valor de 0,15-0,175%, como sendo a quantida-



dade de ADN satelite I presente no genoma humano. O ADN satelite

I, apresenta um conteudo de 267 de G-C (EVANS, 1977).

STEFFENSEN (1977) encontrou ADN satelite I na regiao he-
terocromatica do cromossomo 3, e no brago curto dos acrocentricos.
Esta ultima localizacao foi tambem descrita por GOSDEN e cols.
(1975), embora estes autores tivessem detectado, principalmente,
na constrigao secundaria do cromossomo 9 e na regiao distal do
brago longo do cromossomo Y.

O ADN satelite II, primeiramente descrito por CORNEO e
cols. (1970), apresenta uma densidade de 1,693 g/cm3 em cloreto
de césio neutro e uma diferenca de densidade de 10 mg/cm3 entre
as faixas obtidas em cloreto de cesio alcalino (MACAYA e cols.,
1977). SAUNDERS e cols. (1975), encontraram uma densidade de
1,695 g/cm3 em cloreto de cesio neutro; densidade esta muito pro-

xima da encontrada por CORNEO e cols. (1971) para o ADN satelite

MACAYA e cols. (1977), embora nao tivessem afastado a pos-
sibilidade dos ADN satelite II e III representarem tipos de ADN
satelite pouco diferenciados, e evolutivamente muito proximos, su-
geriram que estes ADN satelite seriam, na realidade, um unico ADN
satelite, mas, que, devido aos metodos de obtencao, aparecem como
dois tipos muito semelhantes,

De acordo com CORNEO e cols..(1970) e EVANS (1977), o ADN
satelite II corresponde a 2% do genoma humano, enquanto que, para
MOAR e cols. (1975) apenas 0,7% do genoma humano seria constitul-
do por este tipo de ADN, que apresenta um conteudo de G-C que va-
ria de 33,7 a 43,27, dependendo do metodo de obtengao (MACAYA e

cols., 1977).
O ADN satelite II, e encontrado nas regioes centromericas

dos cromossomos 1 e 16, numa quantidade ligeiramente menor no 9,
e, na regiao distal do brago longo do Y, estando, tambem, presen-
te nos cromossomos do grupo D e G (STEFFENSEN, 1977). GOSDEN e
cols. (1975), descreveram que o mesmo localiza-se principalmente,
na constrigao secundaria do cromossomo 9 e na parte distal do bra-
¢o longo do cromossomo Y, alem de estar presente nos pares 1, 15,
16, 17, 21 e 23.

O ADN satelite III foi descrito por CORNEO e cols. (1971).
Este ADN satelite apresenta uma densidade de 1,696 g/cm3 em clo-
reto de césio neutro, e uma diferenca de densidade de 14 mg/cm3
entre as faixas separadas em cloreto de cesio alcalino (MACAYA e
cols., 1977)., SAUNDERS e cols. (1975) encontraram uma densidade

de 1,699 g/cm3 em cloreto de cesio neutro, e uma diferenga de den-



sidade de 13 mg/cm3, nas faixas separadas em cloreto de cesio al-
calino. Estes dados sao muito semelhantes aos encontrados para o
ADN satelite IV, Autores como EVANS (1977), consideram muito si-
milares os ADN satelite III e IV,

O ADN satelite III representa 1,57 do total do ADN do ge-
noma humano (CORNEO e cols., 1971) ou 1,27 segundo MACAYA e cols.,
1977. Apresenta um conteudo de G+C de 35,9-36,7%, dependendo do
metodo utilizado. Este ADN satelite localiza-se preferencialmente
na constrigao secundaria do cromossomo 9 e nas contrigoes secun-
darias dos cromossomos do grupo D e G (STEFFENSEN, 1977), estando
tambem presente nos cromossomos 20 e Y. Segundo GOSDEN e cols.
(1975), ele se encontra nos cromossomos 9, 15 e Y, e nos pares
13, 14, 20, 21 e 22,

O ADN satelite IV, isolado por CORNEO e cols. (1972),
apresenta uma densidade em cloreto de cesio neutro de 1,700 g/cm3.
Com uma diferenga de densidade de 12 mg/cm3 entre as faixas de

separacao em cloreto de césio alcalino.
Este ADN satelite representa 27 da quantidade total de

ADN do genoma humano (CORNEO e cols., 1972; EVANS, 1977). Apre-
senta um conteudo de G-C relativamente rico, ou seja 41% e locali-
za-se preferencialmente no cromossomo Y e nos pares 13, 14, 15,
20, 21 e 22 (STEFFENSEN, 1977). Segundo GOSDEN e cols. (1975) ele
estaria tambem presente nos cromossomos 9 e 17.

O ADN satelite A, apresenta uma densidade de 1,712 g/cm3
em cloreto de cesio neutro. Com aquecimento e rapido resfriamento,
este ADN satelite apresenta duas bandas com densidade de 1,727 e
1,716 g/cm3 respectivamente (EVANS, 1977). Apresenta uma composi-
cao de bases G-C de 53,8% (MACAYA e cols., 1977. CHUANG & SAUNDERS
(1974) encontraram, em gradiente de cloreto de cesio neutro, uma
densidade de 1,710 g/cm3 e em cloreto de cesio alcalino, uma den-
sidade de 1,775 g/cma, mas sem separacao de faixas. Em cloreto de
cesio neutro, apos desnaturagao-renaturagao, ao contrario do acha-
do por EVANS (1977), CHUANG & SAUNDERS (1974) encontraram uma ban-
da simples, com 1,715 g/cm3 de densidade.

S5 sera possivel determinar se o ADN satelite A, represen-
ta uma ou duas formas de ADN satelite, apos o conhecimento de uma
serie maior de resultados. De acordo com MACAYA e cols. (1977), o
ADN satélite A, apresenta-se homogeneamente distribuido por todos
os cromossomos, representando 0,5 a 17 da quantidade total de ADN.

CHUANG & SAUNDERS (1974), descreveram o ADN satelite B,

Ld . Ld 3
cuja densidade em cloreto de cesio neutro e de 1,726 g/cm™, Este



ADN satélite esta associado com genes ribossomicos, e liga-se
preferencialmente ao nucleolo. Apresenta uma composigao de base
G-C equivalente a 67Z, e, representa menos de 0,57 do ADN total
(MACAYA e cols., 1977).

Os ADN satelites C e D foram isolados por SAUNDERS e cols.
(1972, 1975), nao estando ainda muito bem caracterizados.

O ADN satelite C apresenta uma densidade, em cloreto de
cesio neutro, de 1,703 g/cm3, 1,760 g/cm3 em cloreto de cesio al-
calino e 1,712 g/cm3 apos renaturagao em cloreto de cesio neutro.
Possui uma composigao de base G-C calculada em 44%.

Ja o ADN satelite D apresenta densidade de 1,720 g/cm3 em
cloreto de cesio neutro e 1,782 g/cm3 em cloreto de cesio alcali-
no; composicao de base G-C calculada em 61%.

Ambos localizam-se, preferencialmente, na banda-C do par
cromossomico n? 9.

Alem dos oito tipos de ADN satelite acima descritos, uma
significativa quantidade de ADN altamente repetitivo deve estar
presente como satelites ocultos.

Recentemente, KUNKEL e cols. (1976) identificaram um tipo
de ADN moderadamente repetitivo restrito ao cromossomo Y humano.
COOKE (1976) encontrou fragoes de ADN de rapida associagao no cro-
mossomo Y.

McKAY e cols. (1978), referindo-se as fragaes descritas
por COCKE (1976), acreditam que devam existir dois tipos de ADN
satelite especificos do cromossomo Y, que seguiram linhas evoluti-
vas independentes. O tipo 1, pode variar em quantidade, de acordo
com os diferentes tamanhos do cromossomo Y; e o tipo 2, cuja quan-
tidade se manteria constante, ou mesmo, estaria ausente, indepen-

dente das variagoes de tamanho do cromossomo Y.

I.3.1. Heterocromatina constitutiva-funcao

E muito dificil se estabelecer a fungao ou fungoes da he-
terocromatina constitutiva. Esta dificuldade talvez esteja rela-
cionada com sua propria natureza, ja que, encontrando-se permanen-
temente em repressao, nao oferece condigoes para se provar que ela
nao contem genes estruturais.

EVANS (1977) acredita nao existir nenhuma evidencia real
que demonstre a atividade do ADN satelite. BOSTOCK & SUMNER (1978)

acham que existem poucas informagoes para que se possa concluir
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se o ADN satélite transcreve ou, nao, "in vivo'". O ADN satelite
poderia ser responsavel pela produgao de uma proteina com pou-
quissima variedade de aminoacidos, ou ter uma fungao nuclear es-
pecifica.

Ja, autores como GAGNE e cols. (1972), descreveram que a
heterocromatina constitutiva do cromossomo n? 9, forma pequenos
granulos no paquiteno, em machos. Granulos similares foram obser-
vados por HUNGERFORD (1971), e HUNGERFORD e cols. (1972), A for-
magao de pequenos nucléolos por todas as regioces de heterocromati-
na constitutiva, durante a primeira profase meiotica em oocitos
humanos, foi observada por STHAL e cols. (1975). Estas descober-
tas feitas por GAGNE e cols. (1972) e STHAL e cols. em 1975, sao
evidencias de que, na profase meiotica a heterocromatina consti-
tutiva deve, de alguma forma, ser geneticamente ativa. A hetero-
cromatina constitutiva deve servir como regiao organizadora nu-
cleolar adicional, ou como regiao produtora de ARN durante um
certo estagio da gametogenese (segundo SCHWARZACHER, 1976).

Autores como WALKER em 1972; YUNIS & YASMINCH em 1970;
BOSTOCK em 1971 e FLAMM em 1972 (segundo SAUNDERS, 1974),atribu-
em um papel estrutural aos ADNs satelites localizados em regioces
centromericas. A heterocromatina conteria classes de ADN distin-
tas,que atuariam, em areas vitais, como no centromero, por exem-
plo, no sentido de protege-lo.

MIKLOS e cols. (1979), admitem um envolvimento da hetero-
cromatina com o mecanismo de permuta meiotica, pois, a posicgao
dos eventos de crossing over podem ser marcadamente alterados na
presenca de heterocromatina rica em ADN satelite., Se isto e ver-
dadeiro, deve ser considerado possivel um efeito somatico da he-
terocromatina e ADN satelite. DAVIDSON & BRITTEN (1979), propoem
que seqiiencias repetitivas de ADN sejam unidades de regulagao em

eucariontes,

I.4, POLIMORFISMO DO CROMOSSOMO Y HUMANO

Na Conferencia de Denver (1960), ficou evidenciado que, o
cromossomo Y varia mais significativamente em tamanho, do que
qualquer outro cromossomo do cariotipo humano.

A variabilidade do tamanho do cromossomo Y humano tem si-
do descrita nao so, entre individuos de um mesmo grupo racial,
mas tambem entre individuos pertencentes a diferentes grupos ra-

ciais.
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I.4.1. Estudo em individuos de diferentes grupos raciais

COHEN e cols. (1966), realizando um estudo com amostras
de individuos Indianos, Japoneses, Negros, Judeus e Brancos nao
Judeus de origem anglo-saxonica, observaram diferengas signifi-
cativas no comprimento do cromossomo Y, entre os grupos investi-
gados. O comprimento medio deste cromossomo foi significativamen-
te maior nos Japoneses, sendo que os dos Judeus, Negros, Indianos
e Anglo-Saxoes, apareciam subsequentemente em ordem de tamanho.

STARKMAN & SHAW (1967), nao encontraram diferencas signi-
ficativas no comprimento do cromossomo Y de 20 Negros e 20 Cauca-
soides. Mas, observaram similarmente a COHEN e cols. (1966) numa
amostra de 20 Japoneses que o comprimento medio do cromossomo Y,
era significativamente maior do que o dos outros grupos estudados.

Estudos de GHOSH & SINGH (1975), feitos em dois grupos da
India, os Rajputs, e Punjabis, demonstraram diferencas significa-
tivas no comprimento do cromossomo Y. Os autores observaram tam-
bem, que os tamanhos dos cromossomos Y destes dois grupos, dife-
riam significativamente, quando comparados com os de diferentes
populagges,

MONSALVE e cols. (1980) utilizando o Indice Y/F, estuda-
ram o comprimento do cromossomo Y de Japoneses, Italianos e In-
dios. Em cada um destes grupos raciais, duas diferentes amostras,
cada uma constituida por 20 individuos, foram analisadas, De-

monstraram que o comprimento médio do cromossomo Y dos Japone-
ses e maior do que dos Indios e Italianos, sendo que o destes ul-

timos e menor do que dos Indios. Todas as diferencas foram esta-
tisticamente significativas. Observaram tambem variacoes entre
diferentes amostras de um mesmo grupo racial. O cromossomo Y da
amostra de Italianos de Sao Paulo era, em media, maior do que a
das amostras de Bogota, o mesmo acontecendo com referéncia aos
Japoneses de Bogota e de Sao Paulo.

RIBEIRO e cols. (1981), utilizando a mesma metodologia do
trabalho acima descrito, analisaram amostras constituidas de 25
individuos Japoneses e Italianos de Curitiba, e Indigenas da re-
giao Sul do Brasil., Verificaram que o cromossomo Y dos Japoneses
era, em media, maior do que o dos Italianos e Indios, sendo des-
tes ultimos menor que o dos Italianos.

Considerando-se os trabalhos de MONSALVE e cols. (1980),
e RIBEIRO e cols. (1981), observa-se qugjﬂgwgamanho do cromossomo
Y em diferentes amostras de um mesmo grupo racial, nao e restrita
a Japoneses e Caucasoides, mas tambem, ocorre entre os Indigenas

como ja havia sido descrito por ERDTMANN (1979). Este autor, es-
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tudando cinco tribos Indigenas do Brasil, observou que o tamanho
das bandas-C terminais do brago longo do cromossomo Y, variava

consideravelmente entre as tribos analisadas.

RIBEIRO e cols. (1981), estudando uma amostra constitul-
da, de 25 Negros da populagao de Salvador, quanto ao comprimento
do cromossomo Y, e comparando os resultados destes estudos com os
obtidos anteriormente, observaram que, em media, o cromossomo Y
dos Negros, era menor do que dos Japoneses e Italianos, mas simi-
lar ao dos Indigenas.

Algumas hipoteses e teorias tem sido apresentadas para
explicar a variabilidade do tamanho do cromossomo Y em individuos
de diferentes origens raciais, e, mesmo, entre diferentes amos-
tras de um mesmo grupo racial.

FROTA-PESSOA & ARATANGY (1968) admitem a teoria da degene-
ragio do cromossomo Y. Segundo estes autores, o cromossomo Y, an-
tes homologo do X, teria atraves da filogenia degenerado, por
maior acumulo de genes letais recessivos.

0 cromossomo Y pode ter passado tambem, por fenomenos co-
mo duplicagoes e translocagoes que tendem a reconstituir seu tama-
nho.

COHEN (1966), ja propunha que, em geral, a variacao no
comprimento total do cromossomo Y, deveria refletir diferengas na
quantidade de material cromatidico, atraves de varios mecanismos,
tais como: duplicagoes, delegoes ou translocagoes. E que, as di-
ferengcas entre os grupos raciais, deve representar um verdadeiro
polimorfismo cromossomico, cujos fatores que o mantem na popula-

¢ao, sao ainda desconhecidos.

I.4.2. Variabilidade das regices heterocromaticag e eucromaticag

do cromossomo Y humano

Com o desenvolvimento das tecnicas de bandeamento e espe-
cialmente com o emprego das bandas C e Q, tem sido possivel uma
melhor avaliagao da variagao do comprimento do cromossomo Y. Esta
variacao foi, em principio, relacionada com o segmento fluorescen-
te, enquanto que o segmento nao fluorescente se manteria relativa-
mente estavel,

ROBISON & BUCKTON (1971), observaram que o comprimento do

cromossomo Y variava de acordo com o segmento fluorescente. Rela-
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taram tambem, nao terem observado diminuigido de intensidade de
fluorescencia com o aumento de comprimento, e, nem aumento de in-
tensidade de fluorescencia com o decrescimo de comprimento deste
segmento,

BOBROW e cols. (1971) medindo as regioes fluorescentes e
nao fluorescentes do cromossomo Y de 12 individuos, demonstraram
que a variagao no comprimento total do cromossomo Y era devida
somente a variagao da regiao fluorescente,

Resultados semelhantes foram encontrados por LABERGE &
GAGNE (1971), KNUNTILA & GRIPPENBERG (1972); NIELSEN & FRIEDRICH
(1972).

Outros autores porem, detectaram que o segmento nao fluo-
rescente tambem contribui para variacao do comprimento do cromos-
somo Y, se bem que menos significativamente do que o segmento me-
nos fluorescente,

SCHNEDL (1971), encontrou uma pequena variacao no segmento
nao-fluorescente proporcional ao tamanho total deste cromossomo.

TISHLER e cols. (1972), encontraram uma diferenga de tama-

nho no segmento nao-fluorescente, em 1, dos 16 individuos por eles
examinados.

Estudos realizados por SOUDEK e cols. (1973) em 56 paci-
entes com deficiencia mental, 30 dos quais portadores de um cro-
mossomo Y longo e 26 apresentandoum cromossomo Y de tamanho con-
siderado normal, demonstraram tambem, que, a regiao nao fluores-
cente do cromossomo Y aumenta proporcionalmente com o comprimento
de todo o cromossomo.

JALAL e cols. (1974),admitiram que a regiao que nao a
banda-C terminal do cromossomo Y, seria invariavel. Atribuiram as
diferengas da regiao eucromatica encontradas por outros autores,
como devidas as diferengas do estagio de contragao dos cromossomos
estudados.

BROGGER e cols. (1977)- referiram que a variagio em tama-
nho do cromossomo Y, nio e causada por diferengas de contracao, mas,
sim, devida principalmente a variagao da regiao fluorescente, e
com menor extensao a regiao nao-fluorescente.

YAMADA & HASEGAWA (1978), analisando um total de 157 in-
dividuos Japoneses, quanto ao comprimento do cromossomo Y, deter-
minaram que, a variagao no comprimento do brago longo deste cro-
mossomo era resultante, principalmente, da variagao do segmento
fluorescente. Contudo, demonstraram existir uma ligeira tendéncia

para o comprimento da regiao nao fluorescente aumentar proporcio-
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nalmente ao comprimento total do brago longo do cromossomo Y.

VERMA e cols. (1978) analisando o cromossomo Y de 60 in-
dividuos caucasoides, normais, observaram que as variagoes do
comprimento deste cromossomo & dependente da variacao da regiao
fluorescente, como da nao-fluorescente. Observaram tambem que as
regioes fluorescentes e nao-fluorescentes variam independentemen-
te,

BELTRAN e cols. (1979) usando bandeamento C, em duas
amostras de pais-filhos, das quais 27 pares eram normais, e 18
pares apresentavam o filho com malformagaes congenitas, mostraram
que existe uma variagao substancial no comprimento das regioes he-
terocromaticas e eucromaticas do cromossomo Y.

Com referencia ao tamanho relativo do cromossomo Y, as
bandas-C e tambem as Q, correspondem a cerca de 70% do comprimen-
to total deste cromossomo, em amostras de populagSes de individuos
que se caracterizam por possuir um cromossomo Y longo, tais como
os Japoneses (EVANS, 1977).

Em individuos ou populagoes com um cromossomo Y pequeno,
como os Aborigenes Australianos (ANGEL em 1973 segundo EVANS,
1977), a regiao de heterocromatina constitutiva & muito diminuta
em tamanho, e pode chegar a estar ausente. Esta ausencia represen-

ta a maior variagao em termos de estrutura cromossomica.

1.4,3., Analise familial

Desde que foi descrita a ocorrencia de variantes do tama-
nho do cromossomo Y, demonstrou-se que as mesmas eram herdaveis
(BISHOP e cols., 1962; DE LA CHAPELLE e cols., 1963; MAKINO e

cols., 1963; MAKINO & TAKAGI, 1965; UNNERUS e cols., 1967).

McKAY e cols. (1972) analisaram em 21 familias constitui-
das pelo pai e um filho, o comprimento total do cromossomo Y, do
braco longo, do brago curto e do indice centromérico. O c3dlculo
do coeficiente de correlagao, para cada um destes parametros, in-
dicou os seguintes valores: 0,92, 0,92, 0,82 e 0,87 respectivamen-
te, Da mesma forma, a estimativa da herdabilidade (calculada atra-
v@s odo coeficiente de regressio) apresentou os seguintes valores:
0,77, 0,82, 0,91 e 0,89 respectivamente, demonstrando a alta her-
dabilidade das variagoes do tamanho do cromossomo Y humano.

BELTRAN e cols. (1979) analisaram 45 pares de pais-filhos.

Em 18 destas familias, o filho apresentava malformagoes congeni-
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tas. Os coeficientes de correlagao e de regressao calculados en-
tre os tamanhos das regioes heterocromatica e eucromatica dos
cromossomos Y de pais e filhos, apresentaram para a regiao hete-
rocromatica valores altos, estatisticamente significativos em am-
bas as amostras (r = 0,73 para amostra de individuos normais e
0,74 para a amostra em que o filho apresentava anomalias, e b =
0,46 e 0,70 respectivamente). Com referencia a regiao eucromati-
ca, os valores dos coeficientes de correlagao e de regressao fo-

ram menores, sendo estatisticamente significativos para a segunda

amostra (r = 0,50 e b = 0,44), enquanto que na primeira amostra
os referidos coeficientes foram nao significativos (r = 0,21 e
b'= 0,11)0

CAVALLI e cols. (1981b) estudando o cromossomo Y, em 26
pares de pais-filhos (15 Japoneses e 11 Caucasoides) encontraram,
com referencia a herdabilidade da regiao heterocromatica, um coe-
ficiente de regressao igual a 0,95, e, de correlacao igual a 0,86;
ambos significativos ao nivel de 0,001.

A variabilidade do cromossomo Y e um carater hereditario
que pode ser usado como marcador na determinacao de paternidade.
NUZZ0 e cols. (1966) propuseram que a analise morfologica do cro-
mossomo Y e de interesse entre os metodos de exclusao de paterni-
dade. DE LA CHAPELLE e cols. (1967), admitiram que o metodo e va-
lioso quando o tamanho do cromossomo Y do suposto pai, e bem di-
ferente do valor medio da populagao. Sugeriram ainda, que a ana-
lise do comprimento do cromossomo Y, deve ser usado na determina-
¢ao de paternidade, quando os grupos sericos e sangiineos nao a
excluem. As limitagoes apresentadas por eles com referencia a es-—
te metodo, sao devidas ao fato de somente ser valido para filhos
do sexo masculino, e nao poder ser utilizado quando os supostos
pais apresentam relagao de parentesco pelo lado paterno.

McKENZIE e cols. (1972), efetuando medidas comparativas
no cromossomo Y, indicaram nao paternidade em aproximadamente 287
dos casos onde realmente nao existia paternidade. Exclusao de pa-
ternidade foi determinada atraves do comprimento do cromossomo Y,
por GROUCHY (1977), em um caso onde a analise dos grupos sangii-
neos nao permitiu qualquer conclusao neste sentido. Utilizando
tecnica normal de coloragao cromossomica, o autor verificou que o
cromossomo Y do filho era 307% maior do que o do suposto pai. Com
o uso de tecnicas de bandeamento C e G, GROUCHY (1977), observou
que as regioes marcadas pelas respectivas bandas, eram maiores mno

cromossomo Y do filho.
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BALICEK e cols. (1978), estudando 10 familias, demonstra-
ram que, a comparagao do comprimento da banda-C dos cromossomos
1, 9, 16 e Y conduz a rejeigao de paternidade em 647 de indivi-
duos nao relacionados. Excluindo o cromossomo Y, a percentagem
cai para 61%. Estes autores acreditam, porem, que este metodo se
torna limitado pelo fato da avaliagao comparativa do tamanho dos
blocos de heterocromatina constitutiva nao ser simples, isto de-
vido as diferengas do grau de contracao cromossomica.

A estabilidade dos segmentos de heterocromatina e um pro-
blema importante, particularmente do ponto de vista da evidencia
forense. Por isso, BALICEK e cols. (1978), sugerem o emprego de
metodo de corregao para eliminar o efeito da contragao diferenci-
al, o que devera dar a verdadeira medida da banda-C, tornando as-

sim este metodo de determinagao de paternidade mais valido.

I.5. OBJETIVOS

Os metodos de bandeamento Q e C, possibilitaram a identi-
ficagao citologica das regioes heterocromatica e eucromatica do
cromossomo Y humano. A variabilidade do tamanho do cromossomo Y
humano, extensivamente demonstrada pelo emprego das tecnicas con-
vencionais, pode, em consequencia, ser analisada ao nivel destas
regioes.

Na maioria dos trabalhos foi utilizado o bandeamento-Q
e os resultados foram contraditorios. Alguns autores, admitem que
somente a regiao fluorescente & a responsavel pela variagao do
tamanho do cromossomo Y (BOBROW e cols., 1971; LABERGE & GAGNE,
1971; KNUNTILA & GRIPPENBERG, 1972; NIELSEN & FRIEDRICH, 1972),
enquanto que outros demonstraram uma participagao da regiao nao
fluorescente na referida variabilidade (SCHNEDL, 1971; SOUDEK e
cols.,, 1973; BR&GGER e cols., 1977; VERMA e cols., 1978).

As bandas~-C foram comparativamente menos utilizadas, sen-
do que novamente os resultados foram contraditorios (JALAL e cols.,
1974; BELTRAN e cols., 1979). Um importante fator, frequentemente
citado na analise critica dos diferentes resultados, refere-se ao
estagio de contragao dos cromossomos metafasicos (JALALl e cols.,
1974), ERDTMANN (1979) salientou a necessidade de se estabelecer
um criteério de corregao quanto ao estagio de contracao dos cromos-
somos, para uma melhor avaliagao da participagao das regioes hete-

rocromatica e eucromatica na variabilidade do cromossomo Y humano.
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Utilizando o metodo de bandeamento C e corrigindo os cro-

mossomos quanto ao estagio de contragao, tivemos os seguintes ob-

jetivos:

1_

Analisar quantitativamente o cromossomo Y humano em individuos
de diferentes origens raciais (Japoneses e Caucasoides), esta-
belecendo os tamanhos absoluto e relativo das regioes hetero-

cromatica e eucromatica, e absoluto do cromossomo Y.

Verificar se a variabilidade do tamanho do cromossomo Y & de-
vida somente as variacoes da regiao heterocromatica ou se a
regiao eucromatica (definida como toda regiao do cromossomo Y

que nao a banda-C terminal) tambem contribui para que as mes-

mas ocorram.

Verificar se a diferenca entre o tamanho medio do cromossomo Y
de Japoneses e Caucasoides e devida somente a diferenga da re-
gido heterocromatica, ou se a regiao eucromatica apresenta di-
ferengca estatisticamente significativa entre os dois grupos

raciais.

Atraves do coeficiente de regressao, calcular a herdabilidade
das variagoes das regioes eucromatica, heterocromatica e do ta-

manho total do cromossomo Y, em 30 pares de pais-filhos.
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IT - MATERIAL E METODOS

IT.1. AMOSTRA

A amostra, constituida de 45 individuos Japoneses e 45
individuos Caucasoides, perfazendo um total de 90 individuos da
populacao de Curitiba, foi selecionada, principalmente, a partir
de estudantes e professores da Universidade Federal do Parana,
incluindo tambem seus parentes.

Estes individuos podem ser classificados como tendo um
nivel socio-economico medio.

Os 90 individuos foram separados para constituir duas
subamostras. A primeira, foi denominada de pais e nao pais, e,

a segunda, de filhos., Na primeira subamostra, foram incluidos

30 individuos de origem Japonesa e 30 de origem Caucasoide, sen-
do, 757 destes, Italianos, ou descendentes de Italianos. Ainda,
desta primeira subamostra, foram separados 15 individuos de ori-
gem Japonesa e 15 Caucasoides, e os filhos destes individuos
forneceram material para a segunda subamostra.

Assim, um filho de cada um dos 15 individuos representan-
do os grupos raciais em questao, foram estudados, e constituiram
a segunda subamostra, com um total de 30 individuos.

A Tabela 1 apresenta a idade media dos individuos de cada
grupo racial, em cada subamostra. A media das idades dos Cauca-
soides foi superior a dos Japoneses nas duas subamostras, nao
tendo ocorrido, no entanto, diferenga estatisticamente significa-

tiva em nenhum dos casos.
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Tabela 1. Idade media do total de individuos da amostra subdividida

em duas subamostras, classificadas de acordo com o grupo

racial.
Japoneses Caucasoides Total
Subamostra N X * DP N X * DP N X * DP
Pais e nao pais 30 37,1%14,1 30 45,2+13,1 60 41,1%14,1
Filhos 15 13,8% 7,9 15 20,0%11,6 30 16,9%10,2
Total 45  29,4%16,5 45  36,8+17,3 90  33,1+17,2

N = n? de individuos; X = media; DP = desvio padrao.
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I1.2. COLETA DO MATERIAL, CULTURA E PREPARAGAO CITOLOGICA

I1.2.1. Coleta do material

De cada individuo, foram coletados 5 ml de sangue perife-
rico, atraves de pungao venosa com seringas descartaveis, previa-
mente heparinizadas com Liquemine Roche 5000 UI/ml.

Apos a coleta, a seringa era mantida em posigao vertical,
com a agulha voltada para cima, dentro da camara asseptica.

Apos aproximadamente 2 horas, o plasma era colocado em
cultura, e as hemacias, tipadas para os sistemas eritrocitarios
ABO e Rh.

Quando a tecnica de microcultura era utilizada, 3-5 go-
tas de sangue total eram colocadas diretamente nos tubos de cul-

tura.

I1,2.2. Cultura e preparacao citologica

As culturas de linfocitos do sangue periferico foram fei-
tas empregando-se a tecnica de MOORHEAD e cols. (1960), modifica-
da.

As macroculturas foram feitas adicionando-se 1,0 ml de
plasma em Kits da DIFCO (TC Chromosome medium with reconstituting
fluid - cod. 5102-32).

As microculturas foram realizadas em meios padronizados
para microtecnica, da GIBCO (Chromosome medium 4).

Apos incubagao de 71 horas a 37°C, adicionava-se 0,1 ml
de colchicina Houdee (1 mg para 25 ml de agua bidestilada) as
macroculturas, e, 0,05 ml as microculturas. Apos 72 horas de in-
cubagao, fazia-se a preparagao citologica, conforme as seguintes
etapas:

1- As culturas foram transferidas para os tubos de centrifuga e

centrifugadas a 900 rpm durante 5 minutos.

2- 0 sobrenadante era retirado, e, adicionado, inicialmente, 1 ml
de KC1 (0,075M) a 37°C. 0 material era ressuspendido lentamen-
te, apos o que, se acrescentava mais 2 ml de KCl. Esta etapa
nao ultrapassou 5 minutos. Submeteu-se novamente a centrifuga-

¢ao a 900 rpm durante 5 minutos, e retirou-se o sobrenadante.

3- Acrescentou-se, inicialmente, 1 ml de fixador (3 volumes de
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metanol para 1 de acido acetico glacial) recem preparado, e,
apos ressuspender, completou-se para 3 ml de fixador, ressus-

pendendo novamente.

4- Apos o que, o material permaneceu na geladeira, por um periodo

de 30 a 60 minutos.

5- Em seguida, o material era centrifugado a 900 rpm por 5 minutos.
Retirado o sobrenadante, era repetida, pelo menos duas vezes,

a etapa n? 3,

6~ Ao sedimento final, adicionou-se 0,5 ml de fixador quando a
microtecnica foi usada, e, 1 ml quando da utilizacao da macro-

tecnica.

7- 2 a 3 gotas da suspensao celular eram distribuidas em laminas,

previamente mantidas em alcool absoluto, na geladeira.

8- A secagem ocorria naturalmente, apos o que, o material era

guardado o tempo suficiente para obtengao das bandas-C.

I1.3. BANDEAMENTO-C

As bandas-C foram obtidas utilizando a tecnica de SUMNER

(1972), ligeiramente modificada, que consiste no seguinte:

- hidrolise acida em HC1 0,2N por 30 minutos, a temperatura ambi-
ente;

- desnaturagao basica em hidroxido de bario 5%, a 60°C. O tempo
variou de 15 segundos em laminas novas (ate 7 dias), e, de 30 a
45 segundos, em laminas mais velhas (ate 15 dias);

- rinsar em agua desionizada;

- incubar em solugao de 2SSC, pH 7,0, a 60°C, por 60 minutos;

- rinsar em agua desionizada;

- corar em uma solugao de Giemsa 5%, tamponada a pH 6,8, durante
3 a 5 minutos. O Giemsa tamponado foi preparado na proporgao de
1 parte de Giemsa para 40 partes de tampao fosfato pH 6,8

(NaZHPO4 M/15+KH2P04M/15) diluido (3 partes de agua desioniza-
da e 1 parte de tampao);

- rinsar em agua desionizada;

- secar em temperatura ambiente;

- montar em permount.
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I1.4, OBTENGCAO DOS NEGATIVOS

Foram fotografadas em media 4 c@lulas por individuo, cuja
selegao foi feita atraves da qualidade das bandas do par Al e do
cromossomo Y.

As metafases selecionadas, foram fotografadas em fotomi-
croscopio otico Leitz modelo Ortholux 1I), com filme "high
contrast" 12 ASA; objetiva 100, filtro verde sem contraste de fa-

se. Foi usado o processo convencional para obtengao dos negativos.

IT.5. MEDIDAS

As medidas de comprimento foram realizadas diretamente so-
bre o negativo por um unico observador. Foram medidos o comprimen-
to da regiao eucromatica do par Al (Al q-h), e, o das regices eu-
cromatica e heterocromatica do cromossomo Y, de 339 celulas. Em
geral, foram medidas 4 celulas de cada individuo.

Convencionou-se considerar como regiao eucromatica do cro-
mossomo Y, toda regiao que nao a banda-C terminal.

Para realizagao das medidas, foi utilizado um fotomicros-
copio I da Zeiss, equipado com platina automatica, com passos de
0,5 M, objetiva 1X, optovar 1,25X, diafragma do fotometro de
abertura circular de 0,05 M, e fotometro 01, estando acoplado ao
sistema registrado Segovar RE541., Um placa de acrilico foi ajusta-
da ao comando de platina com as quatro posigoes dos quadrantes
demarcados, o que permite a sua orientaggo manual em apenas um
sentido.

0 diafragma usado foi o de medida circular.

Foi de 41,583%0,292 o aumento final do cromossomo, para
a curva de registro.

Estes dados foram obtidos a partir da lamina de referen-
cia, com subdivisoes de 10 u, que foi fotografada, sendo, o nega-
tivo, medido em toda sua extensao.

Com o auxilio de uma regua milimetrada, foram efetuadas
as medidas de comprimento sobre a curva de registro. Os dados fo-
ram transformados em micra. Assim, todos os wvalores absolutos
apresentados neste trabalho, estao expressos em micra.

0 ponto intermediario entre a base da curva e o inicio de

sua inclinagao, foi tomado como ponto inicial para medida da re-
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giao Al q-h,

Atraves de observagao direta ao microscopio, era obtido
o limite, entre as regioes eucromaticas e heterocromaticas, bem
como, a delimitacao do cromossomo Y.

A medida da densidade otica era registrada na curva,quan-
do colocava-se a abertura do diafragma do fotometro no ponto con-
siderado limite. Eram feitas duas marcagoes nos pontos cujo limi-
te fosse duvidoso. Nestes casos, a media das marcas era utilizada.

As figuras 1 e 2 mostram as curvas obtidas do brago longo
do cromossomo Al, do cromossomo Y, respectivamente, bem como os

limites das regioes eucromaticas e heterocromaticas.

II.6. CORREGAO QUANTO A0 ESTAGIO DE CONTRAGAO

De posse do valor medio da regiao eucromatica do brago
longo do cromossomo 1 (2,96%0,65) das 339 celulas analisadas, e,
do coeficiente de regressao, obtido entre os valores da regiao
heterocromatica, e, dos valores medios do comprimento da regiao
eucromatica do brago longo do par n?® 1 (Al q-h) (Tabela 2), es-

tabeleceu-se a seguinte equagao:

]

CY(corr.) cY obs+|(2,96—e)(0,l3CY obs)/(0,13(e—2,96)+1l

Onde CY(corr.)

CY obs = banda-C do cromossomo Y medida;

banda-C do cromossomo Y corrigida;

2,96 = valor medio da regiao eucromatica do brago longo do cromos-
somo Al da; 339 celulas analisadas;

0,13 = quociente aproximado, resultante da divisao do coeficiente
de regressao pelo comprimento medio das bandas-C do cro-
mossomo Y das 339 celulas analisadas (Tabela 2).

0 valor 2,96 - e, representa a diferenga entre o estagio
de contragao da celula sob analise, e, a media geral de todas as
celulas (2,96). A diferenga, e pondera@a pelo produto de um mes-
mo valor medio, relativo, (0,13), pelo comprimento da banda-C
sob analise. 0 valor obtido, e dividido por |0,13 (e-2,96)+1| o
qual estabelece uma corregao. Sem esta corregao, as bandas dis-
tendidas, sofreriam redugao maior do que e previsto, e as contrai-

das, nao receberiam o acrescimo devido.



.gura 1. Curva, obtida em fotodensitometria, do brago longec do cromossomo 1,
distinguindo-se a regiao eucromatica (Al q-h) e a heterocromatica
(banda-C) (I.J. CAVALLI).
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Heterocromatina

Figura 2,

Curva, obtida em fotodensitometria, do cromossomo Y
distinguindo-se a regiao eucromatica e a heterocro-

matica.



Tabela 2. Valores dos coeficientes de regressao (b) e correlagao (r) calculados entre os compri-

mentos das regioes heterocromatica e eucromatica do cromossomo Y e os da regiao eucro-

matica do brago longo do cromossomo 1 (l1gq-h) da mesma celula,

Regiao N X * pp b * s(b) r b/X
Heterocromatica 339 1,329+0,303 0,170+0,024%** 0,364%%% 0,128
Eucromatica 339 1,042+0,210 0,167x0,015%*%* 0,515%%% 0,160
N = nimero de cromossomos; X = media; DP = desvio padrao; s(b) = desvio padrao do coeficiente de

regressao.

k%% = gignificativo ao nivel de 0,001

9¢
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Da mesma forma, para estabelecer a equagao de corregEo
da regiao eucromatica, obtivemos o coeficiente de regressao en-
tre os valores desta regiao e dos valores medios do comprimento
da regiao eucromatica do brago longo do par n? 1, das 339 celulas
analisadas (Tabela 2).

A equagao e a seguinte:

Euc. corrig. = Euc. obs. + (2,96-e) 0,16

Onde Euc. corrig. = regiao eucromatica do cromossomo Y corrigida.
Euc. obs.= regiao eucromatica do cromossomo Y medida.
0,16 = quociente resultante da divisao do coeficiente de regressao,

pelo comprimento medio das regioes eucromatica do cromosso-

mo Y das 339 celulas analisadas (Tabela 2).

Neste caso, admitiu-se que,as diferengas de tamanho das
regioes eucromatica do cromossomo Y, sao devidas, somente, as di-
ferengas do estagio de contragao da célula.

Este metodo de corregao, foi elaborado, e, extensivamente
testado por ERDTMANN e cols. (1978), tendo-se mostrado eficiente

em todas as situagoes em que o valor 1lq-h nao excede 5u.

II.7. OUTRAS VARIAVEIS METODOLOGICAS

Alem do estagio de contragao dos cromossomos, uma serie
de outras variaveis podem influenciar na fidelidade dos resulta-
dos obtidos. ERDTMANN (1979) demonstrou que, a obtengao das ban-
das-C pelo metodo CNG, resultou em bandas de tamanho menor do que
as obtidas pelo metodo CBG. O mesmo autor tambem demonstrou que,
as preparacgoes "envelhecidas" por muito tempo, resultavam em ban-
das-C menores do que as menos envelhecidas.

Todo nosso material foi tratado pelo metodo CBG e todas
as bandas foram obtidas em preparagoes "envelhecidas" no maximo
por 15 dias, de tal forma que, foram afastadas estas duas varia-
metodologicas. Embora na maioria das culturas tenha sido utiliza-
da a macrotecnica, em alguns casos isso nao foi possivel. No en-
tanto, CAVALLI (1981), nao encontrou diferengas no tamanho das
bandas-C em fungao do emprego da microtécnica ou da macrotécnica.
Desta forma, das variaveis conhecidas, restaram duas, referentes
3s proprias medidas. Na Tabela 3 estao apresentadas as medias das

diferencas entre 2 medidas, das regioes heterocromatica, eucroma-
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Tabela 3. Media das diferencas entre duas medidas das regioes
heterocromatica, eucromatica e do tamanho total do

cromossomo Y, avaliadas em 30 celulas.

X *+ DP X' (DP/X')100
Heterocromatina 0,028%+0,158 1,326 11,9
Eucromatina -0,029+0,149 1,125 13,2
Y total -0,001+0,149 2,450 6,1
X = media das diferengas; DP = desvio padrao; X' = tamanho

medio; (DP/X')1l00 = % da diferenga.
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tica e do comprimento total do cromossomo Y, obtidas em 30 celu-
las.

Observa-se que as medias das diferencas sao bastante bai-
xas, de onde se deduz, nao terem ocorrido desvios significativos
entre diferentes medidas numa mesma estrutura. Da divisao do des-
vio padrao da media das diferengas, pela media de cada umas das
regioes e do cromossomo Y,’resultou um coeficiente de variagao
de cada uma das regioes e do cromossomo Y, em funcao da diferen-
ca de repetigao da medida (Tabela 3). A Tabela 4 apresenta a mé-
dia das diferengas entre as medidas das regioes heterocromatica,
eucromatica e do cromossomo Y de 3 diferentes celulas do mesmo
individuo, avaliados em 30 individuos. Novamente, as medias das

diferengas permaneceram em torno de zero.

II.8. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica seguiu os seguintes passos:
1- Teste de normalidade no grupamento de dados, utilizando o tes-
te do xz, onde, as frequencias esperadas para os diferentes

intervalos de classe, foram obtidas atraves do teste Z.

2- 0 grau de assimetria foi verificado atraves do coeficiente de

Pearson:
3(X-Mi)
s(x)

3- Calculo da razao dos quadrados medios, (F), das regioes hetero-
cromaticas, eucromaticas e Y total, entre Japoneses e Caucasoi-

des.

4- A comparagao das medias foi feita atraves do teste t, de
"Student", conforme as formulas apresentadas por BEIGUELMAN
(1977).

5- Analise de regressao e correlagao entre:

- o tamanho da regiao eucromatica (x) e do cromossomo Y(y);

- o tamanho da regiao heterocromatica (x) e do cromossomo Y(y);
- o tamanho da regiao heterocromatica (x) e o da regiao eucroma-

tica (y).
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Tabela 4. Media das diferengas entre as medidas das regioes
heterocromatica, eucromatica e do tamanho total do
cromossomo Y, de 3 diferentes celulas do mesmo in-

dividuo, avaliadas em 30 individuos.

X + DP X! (DP/X"')100
Heterocromatina -0,0003 0,248 1,325 18,7
Eucromatina 0,004 0,251 1,017 24,7
Y total 0,00002+0,364 2,341 15,5
X = média das diferengas; DP = desvio padrao; X' = tamanho

medio; (DP/X')100 = % da diferencga.
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6- 0 calculo de herdabilidade foi feito atraves da analise de re-
gressao.,
Todos os calculos foram efetuados em uma calculadora

Texas TI 57, programavel
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IIT - RESULTADOS

Na Tabela 5 estao apresentados os valores dos tamanhos ab-
solutos das regioes heterocromatica, eucromatica e do cromossomo
Y, classificados em ordem crescente de acordo com o tamanho do
cromossomo Y, dos 30 individuos Japoneses. Os valores da regiao
heterocromatica variam de 0,758 p (individuo n? 1) a 1,884 u (in-
dividuo n? 30), ocorrendo uma diferenga entre estes dois valores
de 59%7. Os valores da regiao eucromatica variam de 0,786y (indi-
viduo n? 4) a 1,278 u (individuo n? 27) com uma diferenga de 38%.
0 comprimento total do cromossomo Y varia de 1,684 u (individuo
n? 1) a 2,884 p (individuo n? 30), sendo a diferenga igual a 427.

Na Tabela 6 estao apresentados os valores dos tamanhos
absolutos das mesmas regioes, dispostos segundo o mesmo criterio
de classificacao, utilizado para a amostra Japonesa, dos indivi-
duos Caucasoides. Os valores da regiao heterocromatica variam de
0,990 p (individuo n? 1) a 1,633 pu (individuo n? 30) com uma di-
ferenga de 397. A regiao eucromatica apresenta valores extremos
de 0,795 y (individuo n? 3) e 1,228 u (individuo n? 24) com 357
de diferenga. O comprimento total do cromossomo Y tem um valor
minimo igual a 1,893 u (individuo n? 1) e maximo igual a 2,678 u
(individuo n? 30) ocorrendo uma diferenga de 297.

Verifica-se que as maiores diferengas ocorrem na regiao
heterocromatica em ambos os grupos raciais, e que o tamanho das
regioes heterocromatica e eucromatica e do cromossomo Y diferem
mais entre os Japoneses,

As figuras 3, 4 e 5 apresentam os poligonos de freqiiencia
das distribuigoes dos tamanhos das regices heterocromatica, eucro-
matica e do cromossomo Y de 30 Japoneses e 30 Caucasoides. Em ne-

nhum dos casos a distribuigao observada apresentou diferenga es-
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Tabela 5. Tamanho absoluto (u) das regioes heterocromatica, eucro-

matica e total do cromossomo Y de 30 Japoneses.

Individuo
n? Heterocromatina Eucromatina Y total
01 0,758 0,926 1,684
02 0,795 1,114 1,909
03 1,013 0,936 1,949
04 1,221 0,786 2,007
05 1,183 0,872 2,055
06 1,255 0,860 2,115
07 1,204 1,017 2,221
08 1,198 1,084 2,282
09 1,310 0,988 2,298
10 1,399 0,941 2,340
11 1,411 0,945 2,356
12 1,324 1,083 2,407
13 1,317 1,120 2,437
14 1,368 1,071 2,439
15 1,308 1,173 2,481
16 1,265 1,226 2,491
17 1,303 1,215 2,518
18 1,641 0,882 2,523
19 1,435 1,091 2,526
20 1,497 1,030 2,527
21 1,708 0,857 2,565
22 1,461 1,114 2,575
23 1,526 1,062 2,588
24 1,552 1,046 2,598
25 1,495 1,167 2,662
26 1,583 1,094 2,677
27 1,402 1,278 2,680
28 1,735 0,986 2,721
29 1,746 1,127 2,873

30 1,884 1,000 2,884
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Tabela 6. Tamanho absoluto (u) das regioes heterocromatica, eucro-

matica e total do cromossomo Y de 30 Caucasoides.

Individuo
n? Heterocromatina Eucromatina Y total
01 0,990 0,903 1,893
02 1,098 0,844 1,942
03 1,158 0,795 1,953
04 1,067 0,900 1,967
05 1,032 0,973 2,005
06 1,126 0,896 2,022
07 1,088 0,956 2,044
08 1,124 0,940 2,064
09 1,122 0,956 2,078
10 1,228 0,930 2,158
11 1,032 1,143 2,175
12 1,108 1,083 2,191
13 1,157 1,034 2,191
14 1,163 1,044 2,207
15 1,353 0,855 2,208
16 1,167 1,070 2,237
17 1,085 1,163 2,248
18 1,331 0,953 2,284
19 1,387 0,915 2,302
20 1,167 1,143 2,310
21 1,359 1,056 2,415
22 1,354 1,077 2,431
23 1,374 1,072 2,446
24 1,246 1,228 2,474
25 1,463 1,028 2,491
26 1,400 1,104 2,504
27 1,491 1,017 2,508
28 1,517 1,031 2,548
29 1,519 1,133 2,652

30 1,633 1,045 2,678
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Figura 3. Poligonos de frequencia da distribuigiao
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tatisticamente significativa das freqiéncias teoricas da distri-
buigao normal, sendo que, os valores de assimetria de Pearson fo-
ram positivos para distribuicao dos valores da regiao heterocro-
matica, e, negativos para os das regioes eucromatica, em ambos
grupos raciais. No que se refere ao tamanho total do cromossomo
Y, o valor de assimetria foi negativo para a amostra de Japone-
ses, e positivo para a de Caucasoides.

As figuras 6, 7 e 8, apresentam os diagramas de distribui-
¢ao e retas de regressao dos dados apresentados nas Tabelas 5 e
6. Observa-se que ha correlagao positiva com significancia esta-
tistica ao nivel de 0,001 entre os valores .da regiao heterocroma-
tica e do cromossomo Y, e entre os valores da regiao eucromatica
e os do cromossomo Y (Figs. 6 e 7). A correlagcao entre os valores
das regioes heterocromatica e eucromatica e baixo, nao diferindo
estatisticamente de zero (Fig. 8).

A Tabela 7, resume os achados com referencia aos coefici-
entes de correlagao calculados. conforme acima foi descrito, den-
tro de cada grupo racial e no total da amostra. Somente os coefi-
cientes de correlagao obtidos entre os valores das regioes hete-
rocromatica e eucromatica, nao apresentaram valores estatistica-
mente significativos.

As Tabelas 8 e 9, apresentam os valores relativos da re-
giao heterocromatica e eucromatica de 30 Japoneses e 30 Caucasoi-

des, respectivamente.

A Tabela 10, apresenta as medias dos tamanhos absoluto e
relativo das regioes heterocromatica e eucromatica, e do cromos-
somo Y de 30 Japoneses e 30 Caucasoides. Os Japoneses apresentam
o tamanho, tanto da regiao heterocromatica, como do cromossomo Y,
maior do que os Caucasoides, com diferenga estatisticamente signi-
ficativa ao nivel de 0,05. As diferengas do tamanho absoluto da
regiao eucromatica e dos relativos, de ambas as regices observa-
das entre Japoneses e Caucasoides, nao apresentam diferenga esta-
tisticamente significativa. Em ambos os grupos raciais, a regiao

heterocromatica representa cerca de 55% do tamanho do cromossomo Y.
A Tabela 11, apresenta o tamanho da regiao heterocromati-

ca dos pais e filhos nas 30 familias estudadas, e classificadas
de acordo com o tamanho do cromossomo Y. Observa-se que os valo-
res variam de 0,938 py no filho da familia 7 a 1,946 u no filho
da familia 30, com uma diferenga de 527. As diferengas do tamanho

desta regiao, entre os valores encontrados nos pais e filhos sao
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Tabela 7. Valores dos coeficientes de correlagao (r) calculados

entre os tamanhos das regioes heterocromatica, eucroma-

tica e do cromossomo Y e entre os de ambas as regioes.

Correlagoes Grupo racial N r
Heterocromatina 30 0,906
e Y total 30 0,886
60 0,907
Eucromatina e 30 0,449
Y total 30 0,643
60 0,541
Heterocromatina 30 0,043
e Eucromatina 30 0,214
60 0,135

t P
11,319 <0,001
10,105 <0,001
16,355 <0,001

2,658 <0,02
4,437 <0,001
4,899 <0,001
0,226 >0, 80
1,156 >0, 20
1,040 >0, 30

J = Japones; C

Caucasoide; N

= Numero de comparagoes.



Tabela 8. Tamanho relativo (heterocromatina ou eucroma-
tina X100/Y total) das regioes heterocromati-
ca e eucromatica do cromossomo Y de 30 Japo-
neses.,

Individuo

n? Heterocromatina Eucromatina
01 45,01 54,99
02 41,64 58,36
03 51,98 48,03
04 60,84 39,16
05 57,57 42,43
06 59,34 40,66
07 54,21 45,79
08 52,50 47,50
09 57,01 42,99
10 59,79 40,21
11 59,89 40,11
12 55,01 44,99
13 54,04 45,96
14 56,09 43,91
15 52,72 47,28
16 50,78 49,22
17 51,75 48,25
18 65,04 34,96
19 56,81 43,19
20 59,24 40,76
21 66,59 33,41
22 56,74 43,26
23 58,96 41,04
24 59,74 40,26
25 56,16 43,84
26 59,13 40,87
27 52,31 47,69
28 63,76 36,24
29 60,77 39,23
30 65,33 34,67

43



Tabela 9. Tamanho relativo (heterocromatina ou eucroma-
tina X100/Y total) das regioes heterocromati-
ca e eucromatica do cromossomo Y de 30 Cauca-
soides.

Individuo

n? Heterocromatina Eucromatina
01 52,30 47,70
02 56,54 43,46
03 59,29 40,71
04 54,25 45,76
05 51,47 48,53
06 55,69 44,31
07 53,23 46,77
08 54,46 45,54
09 53,99 46,01
10 56,91 43,10
11 47,45 52,55
12 50,57 49,43
13 52,81 47,19
14 52,70 47,30
15 61,28 38,72
16 52,17 47,83
17 48,27 51,74
18 58,28 41,73
19 60,25 39,75
20 50,52 49,48
21 56,27 43,73
22 55,70 44,30
23 56,17 43,83
24 50,36 49,64
25 58,73 41,27
26 55,91 44,09
27 59,45 40,55
28 59,54 40,46
29 57,28 42,72
30 60,98 39,02

44
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Tabela 10. Media dos tamanhos absoluto (A) e relativo (B = hete-

rocromatina ou eucromatina X100/Y total) das regioes

heterocromatica e eucromatica, e ‘absoluto do cromos-

somo Y, de 30 Japoneses e 30 Caucasoides.

Japoneses

X + DP

Caucasoides

1,37740,254

56,69 +5,55

1,036%0,121

43,31 +5,55

2,413+0,285

X + DP

1,245%0,17 3%

55,09 *3,75

1,009%£0,105

44,91 +3,75

2,254+0,220%

Heterocromatina (A)

(B)
Eucromatina (A)

(B)
Y total (a)
X = média; DP = desvio padrao.
*

Significativo ao nivel de 0,05.
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Tabela 11. Tamanho da regiao heterocromatica (u) do cromossomo Y de

30 pares de pais-filhos Japoneses e Caucasoides.

Familia Regiao heterocromatica
n?
Grupo racial Pais Filhos Diferenga (7)

01 c 0,990 0,970 2,0
02 J 1,013 1,075 5,8
03 C 1,067 1,120 4,7
04 c 1,032 1,241 16,8
05 J 1,221 1,344 9,2
06 C 1,088 1,219 10,7
07 C 1,124 0,938 16,5
08 C 1,032 1,262 18,2
09 C 1,108 1,051 5,1
10 C 1,353 1,375 1,6
11 c 1,167 1,096 6,1
12 c 1,331 1,460 8,8
13 C 1,167 1,130 3,2
14 J 1,399 1,349 3,6
15 J 1,324 1,353 2,1
16 J 1,368 1,273 6,9
17 c 1,246 1,073 13,9
18 C 1,400 1,197 14,5
19 c 1,491 1,698 12,2
20 J 1,303 1,328 1,9
21 J 1,435 1,390 3,1
22 C 1,517 1,595 4,9
23 J 1,708 1,365 20,1
24 J 1,461 1,482 1,4
25 J 1,526 1,533 0,5
26 J 1,552 1,433 7,7
27 J 1,583 1,446 8,7
28 J 1,735 1,906 9,0
29 J 1,746 1,699 2,7
30 J 1,884 1,946 3,2

J = Japones; C = Caucasoide.
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apresentados na ultima coluna da Tabela 11. Verifica-se que tais
diferengas variam de 0,47 (familia 28) a 207 (familia 23).

A Tabela 13 apresenta o tamanho da regiao eucromatica
dos pais e filhos. Os valores variam de 0,786 u no pai da familia
5 a 1,360 u no filho da familia 20, com uma diferenca de 42%. As
diferengas do tamanho desta regiao, entre os valores encontrados
nos pais e filhos variam de 0,47 (famIlia 14) a 1727 (familia 21).
Os tamanhos do cromossomo Y dos 30 pares de pais-filhos estao
apresentados na Tabela 15. Os mesmos variam de 1,893 p no pai da
familia 1 a 3,016 u no filho da familia 28, com uma diferenga de
37%. As diferencgas dos valores encontrados nos pais e filhos va-
riam de 0,37 (familia 26) a 12%7 (familia n® 5).

A analise da herdabilidade das regices heterocromatica,
eucromatica e do tamanho total do cromossomo Y estimada atraves
do coeficiente de regressao, a partir dos dados das Tabelas 11,
13 e 15, feita em 30 familias (15 Japonesas e 15 Caucasoides, ca-
da uma constituida pelo pai e um filho) revelou, em cada um dos
grupos raciais, e, no total da amostra, valores altos, principal-
mente, para a regiao heterocromatica e para o cromossomo Y. Em
todos os casos, o coeficiente de regressao foi estatisticamente
significativo. O mesmo ocorreu com relagao aos coeficientes de
correlagao (Tabelas 12, 14 e 16).

Isto demonstra, nao so, que, OS valores encontrados nos
pais e filhos variam em conjunto (alta correlagao) como tambem
que, a maior parte da variaggo encontrada entre e dentro das 30
familias analisadas, pode ser atribuida a diferengas geneticas
(alta herdabilidade). Nas Tabelas 12, 14 e 16, observa-se tambeéem
que as medias das diferencas intrapares nao sao estatisticamente
diferentes de zero, para nenhuma das regioes analisadas, e nem
para o tamanho total do cromossomo Y.

0 diagrama de distribuicao, e retas de regressao dos da-
dos referentes as regices heterocromatica, eucromatica e do cro-
mossomo Y das 30 familias analisadas (Tabelas 11, 13 e 15, res-

pectivamente), estao apresentadas nas figuras 9, 10 e 11, respec-

tivamente.



Tabela 12. Medias e valores dos coeficientes de regressao (b) e correlagﬁo (r) dos dados da Tabela 11.

Pais Filhos
Familias N X + DP X ¢ DP - dx s() t P b * s(b) t P r t P
Japonesas 15 1,484%0,228 1,461%0,231 0,022+0,032 0,688 >0,50 0,868%0,140 6,200 <0,001 0,856 11,558 <0,001
CaucasGides 15 1,208:0,172  1,228:0,220 =-0,021:0,037  -0,568 >0,50 0,966%0,234 4,128 <0,01 0,755 4,149 <0,01
Total 30 1,346%0,243  1,345%0,252 0,0006%0,024 0,025 >0,90 0,884%0,105 8,419 <0,001 0,855 8,700 <0,001

N = nimero de pares pais-filhos; X = media; DP = desvio padrao; d = media da diferenga; 8(d) = erro da média.

8%
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Tabela 13, Tamanho da regiao eucromatica () do cromossomo Y de 30

pares de pais-filhos Japoneses e Caucasoides.

Regiao eucromatica

Familia
n? Grupo racial Pais Filhos Diferenga (%)
01 Cc 0,903 0,950 4,9
02 J 0,936 1,040 10,0
03 c 0,900 0,948 5,1
04 o 0,973 1,020 4,6
05 J 0,786 0,927 15,2
06 c 0,956 0,993 3,7
07 c 0,940 0,959 2,0
08 c 1,143 1,019 10,8
09 Cc 1,083 1,072 1,0
10 C 0,855 0,925 7,6
11 o 1,070 1,156 7,4
12 c 0,953 1,010 5,6
13 C 1,143 1,119 2,1
14 J 0,941 0,945 0,4
15 J 1,083 1,167 7,2
16 J 1,071 0,965 9,9
17 c 1,228 1,119 8,9
18 Cc 1,104 1,073 2,8
19 Cc 1,017 1,056 3,7
20 J 1,215 1,360 10,6
21 J 1,091 0,903 17,2
22 o 1,031 1,007 2,3
23 J 0,857 0,950 9,8
24 J 1,114 1,153 3,4
25 J 1,062 1,181 10,1
26 J 1,046 1,158 9,7
27 J 1,094 1,048 4,2
28 J 0,986 1,110 11,2
29 J 1,127 - 1,007 10,6
30 J 1,000 1,034 3,3

J = Japonés; C = Caucasoide.



Tabela 14. Média e valores dos coeficientes de regressao (b) e correlagao (r) dos dados da Tabela 13.

Pais Filhos
Familias N X t DP X &+ DP d + s(d) t P b * s(b) t P r t P
Japonesas 15 1,027x0,111 1,063+0,125 -0,036+0,027 -1,333 >0,40 0,677+0,238 2,845 <0,02 0,605 2,740 <0,02
Caucasoides 15 1,020x0,107 1,028+0,069 -0,008%0,016 -0,500 >0, 80 0,543 0,088 6,170 <0,001 0,834 5,457 <0,001
Total 30 1,024%0,107 1,046+0,101 -0,022+0,016 -1,375 >0,30 0,618+0,210 2,943 <0,01 0,658 4,624 <0,001

N = Nimero de pares pais-filhos; X = media;

DP = desvio padrao; d = media da diferenga; s(d) = erro da media

0s
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Tabela 15. Tamanho total do cromossomo Y (u) de 30 pares de pais-

-filhos Japoneses e Caucasoides.

. Y total
Familia
n? Grupo racial Pais Filhos. Diferenga (7)
01 c 1,893 1,920 1,4
02 J 1,949 2,115 7,8
03 c 1,967 2,068 4,9
04 c 2,005 2,261 11,3
05 J 2,007 2,271 11,6
06 C 2,044 2,212 7,6
07 c 2,064 1,897 8,1
08 C 2,175 2,281 4,6
09 C 2,191 2,123 3,1
10 C 2,208 2,300 4,0
11 c 2,237 2,252 0,7
12 C 2,284 2,470 7,5
13 c 2,310 2,249 2,6
14 J 2,340 2,294 4,6
15 J 2,407 2,520 4,5
16 J 2,439 2,238 8,2
17 C 2,474 2,192 11,4
18 C 2,504 2,270 9,3
19 C 2,508 2,754 .8,9
20 J 2,518 2,688 6,3
21 J 2,526 2,293 9,2
22 c 2,548 2,602 2,1
23 3 2,565 2,315 9,7
24 J 2,575 2,635 2,3
25 J 2,588 2,714 4,6
26 J 2,598 2,591 0,3
27 J 2,677 2,494 6,8
28 J 2,721 3,016 9,8
29 J 2,873 2,706 5,8
30 J 2,884 2,980 3,2

J = Japonés; C = Caucasoide.



Tabela 16, Media e valores dos

coeficientes

de regressao (b) e correlggzq (r) dos dados da Tabela 15.

Pais Filhos
Familias N X + DP X + DP d + 8(3d) t I ' b % s(b) t P r t P
Japonesas ; 2,51140,264  2,525+0,271 =-0,013%0,047 -0,276  >0,80 0,783%0,186 4,210 <0,001 0,764 4,271  <0,001
Caucasoides 15 2,227:0,211  2,257+0,226 -0,029%0,043 -0,674 >0,60 0,770:0,204 3,775 <0,01 0,718 3,720 <0,01
Total 30 2,369:0,276  2,3910,281 =-0,021%0,031 -0,677 >0,60 0,824:0,116 7,103 <0,001 0,810 7,302 <0,001

N = nimero de pares pais-filhos; X = media;

DP = desvio padrao; d = média da diferenca; s(d) = erro da media.

Zs
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n=30
b=0,824*#*
a=0,439
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Tamanho do cromossomo Y (m) dos pais

Figura 11, Diagrama de distribuicao dos dados da Tabela 1§

e reta de regressao obtida a partir dos pontos

0 (X = 2,369; Y = 2,391) e P (X = 2,900; Y =

2,698).

*%% Significativo ao nivel de 0,001,
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IV - DISCUSSAO

As diferengas do estagio de contragao dos cromossomos me-
tafasicos, sempre se constituiram num importante obstaculo para a
perfeita avaliagao da variabilidade do cromossomo Y humano, mesmo
apos a utilizacao dos metodos de bandeamento. JALAL e cols.(1974),
admitindo que somente a regiao heterocromatica e variavel, atri-
buiram a contracao diferencial as alteragoes do tamanho da regiao
eucromatica, descritas por outros autores.

ERDTMANN (1979), enfatizou a necessidade de se anular, ou
pelo menos, minimizar os efeitos desta variavel, sem o que, se
torna impossivel a obtengao de informagoes mais conclusivas.

Neste trabalho, foi empregado o método'de corregao para o
estagio de contracao cromossomica, desenvolvido por ERDTMANN e
cols., (1978).0s resultados obtidos substanciam os achados de ou-
tros autores (SCHNEDL, 1971; SOUDEK .e cols., 1973; BRBGGER e
cols., 1977; VERMA e cols., 1978; BELTRAN e cols., 1979), confir-
mando que, a variabilidade do tamanho do cromossomo Y humano, e
devida, tanto as variagoes da regiao heterocromatica, como da
eucromatica, sendo, no entanto, menor a contribuicao desta ulti-
ma regiao.

De acordo com a natureza heterocromatica da regiao distal
do brago longo do cromossomo Y humano, tem sido, nesta regiao,
demonstrada a presenga de ADN satelite, altamente repetitivo. Fra-
coes dos quatro tipos de ADNs satelite melhor caracterizados, de-
nominados de I, II, III e IV (CORNEO e cols., 1967, 1970, 1971 e
1972), estao localizados neste cromossomo (EVANS e cols., 1974;
GOSDEN e cols., 1975).

A partir de 1976,outros ADNs repetitivos foram localiza-
dos no cromossomo Y humano. KUNKEL e cols. (1976), atraves de me-

todos de hibridizagao, identificaram sequéncias de ADN moderada-



57

mente repetitivo, esbecifico do cromossomo Y, e COOKE (1976),
utilizando enzimas de restrigao purificou fracoes de ADN de rapi-
da reassociagao, fundamentalmente encontradas no cromossomo Y.
Este ADN de rapida reassociagao, apresenta dois tipos de seqiien-
cias distintas. Uma delas, com 3.400 nucleotideos (3,4 kb), apre-
senta uma grande heterogeneidade intra e intermolecular (KUNKEL
e cols., 1979), e a outra, e constituida por 2.100 nucleotideos
(2,1 kb).

KUNKEL e cols. (1977), admitindo que as seqiéencias mode-

radamente repetitivas representam 107 do total do ADN do cro-

mossomo Y, demonstraram que as mesmas localizam-se, principalmen-
te, na regiao heterocromatica, estando ausentes no brago curto e
na regiio centromerica. McKAY e cols. (1978), analisando cromos-
somos Y de diferentes tamanhos, demonstraram que a fracao de ra-
pida reassociagao, com 3,4 kb, esta localizada de forma mais ou
menos dispersa na regiao heterocromatica. A possibilidade da re-
ferida fragao localizar-se tambem na regiao eucromatica do brago
longo, foi sugerida por SCHMIDTKE & SCHMID (1980). Estes autores
mostraram que a fragao de rapida reassociagao com 2,1 kb, locali-
za-se preferencialmente na regiao distal da heterocromatina.
BOSTOCK e cols. (1978), analisando o ADN satelite III (CORNEO e
cols., 1971), identificaram, nesta fragao, a sequencia repetitiva
de ADN-Y com 3.500 nucleotideos (3,5 kb), localizada nas regioes
heterocromatica proximal, e eucromatica distal do brago longo.

0 envolvimento de fragoes de ADN-Y na variabilidade do
tamanho do cromossomo Y, tornou-se fortemente sugestivo com os
resultados do trabalho de McKAY e cols. (1978), quando foi demons-
trado que, a quantidade da fracao com 3,4 kb, esta positivamente
correlacionada com o aumento do tamanho do cromossomo Y. Estes
achados vieram substanciar a hipotese de GERAEDS e cols. (1975),
que admitem que cromossomos Y de diferentes tamanhos, apresentam
diferentes quantidades de ADN,

Algumas hipoteses tem sido propostas para explicar as al-
teragoes da quantidade de ADN repetitivo e do comprimento do cro-
mossomo Y. A possibilidade de que permutas desiguais se consti-
tuam num mecanismo responsavel pela evolugao dos ADNs repetiti-
vos, foi extensivamente discutida por SMITH (1976). No entanto,

o fato de determinadas sequencias de ADN variarem em quantidade,
sem alteracao da propria sequencia, sugere que o processo evolu-
tivo do ADN repetitivo nao seria continuo (McKAY e cols., 1978).

COOKE & McKAY (1978) e BOSTOCK (1978), apresentaram evi-
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dencias de que determinadas seqiencias de ADNs repetitivos, apre-
sentam homologia com seqiencias achadas nos autossomos, o que re-
forga a antiga hipotese da ocorréencia de translocacoes do .mate-
rial heterocromatico do cromossomo Y para autossomos (COHEN e
cols., 1966; NOEL e cols., 1971),a qual se tornava dificil de

ser comprovada, sem o emprego das tecnicas de bandeamento. COOKE
& NOEL (1979), utilizando tecnicas de identificacao dos ADNs-Y e
metodos de bandeamento, analisaram os cromossomos de quatro indi-
viduos com variantes Dp+. Demonstraram que o material em excesso,
presente nos cromossomos do referido grupo, resultava de translo-
cagoes da regiao heterccromatica do cromossomo Y. Se os fragmentos
translocados se constituem em unidades distintas, nao se sabe. A
identificacao de bandas menores, nas regioces Yql e Yq2 (KNUNTILA
& GRIPENBERG, 1972; JALAL e cols., 1974 e DRETS e cols., 1974),
permite que se especule sobre a possibilidade destas bandas meno-
res se constituirem na unidade de translocacao (McKAY e cols.,
1978).

E possivel que outras regioes heterocromaticas polimorfi-
cas, do cariotipo humano, sejam devidas a alteragoes da quantida-
de de ADNs repetitivos, e mesmo, que as variagaes encontradas no
tamanho das regioes heterocromaticas do cromossomo Y e dos autos-
somos, nao sejam independentes. Como ja foi referido, COOKE & Mc
KAY (1978), propuseram que todas as sequencias localizadas na fra-
gao de ADN-Y de rapida reassociagao, com 3,4 kb, tem alguma homo-
logia com seqliencias localizadas em outros cromossomos. Estes au-
tores e BOSTOCK (1978), sugerem que somente os sitios de reconhe-
cimento das enzimas de restricao e que seriam verdadeiramente es-
pecificos do cromossomo Y.

SZABO e cols. (1979), descreveram a presenga de sequen-
cias de ADN-Y nao especificos e localizados nos fragmentos com
3,4 kb, na regiao centromerica dos cromossomos 1, 9, 16 e dos gru-
pos D e G. As sequencias localizadas nos cromossomos dos grupos D
e G sao distinguiveis das encontradas nos cromossomos 1, 9 e 16,
pela estabilidade termal. Estes achados sugerem que sequencias de
ADN-Y nao especificos e localizados no fragmento com 3,4 kb do
cromossomo Y, apresentam homologia com pelo menos duas classes
de sequencias de ADNs altamente repetitivos localizados nos au-
tossomos.

CAVALLI e cols. (1981b), analisando quantitativamente as
bandas-C dos cromossomos 1, 9, 16 e Y de 27 Caucasoides e 27 Ja-

poneses, demonstraram que os Japoneses, tendo em media, a banda-C
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do cromossomo Y maior do que os Caucasoides, apresentam,em media,
uma menor quantidade de heterocromatina no total dos trées pares
autossomicos. A quantidade total de heterocromatina constitutiva
(Zh1+9+16+Y), nao apresentou diferencas estatisticamente signifi-
cativas entre os dois grupos raciais. Este conjunto de informagoes
nao pode ser considerado como resultante de eventos acidentais;

ao contrario, sugere a existencia de um poderoso controle na na-
tureza e distribuigao do ADN repetitivo do genoma humano.

Os resultados apresentados neste trabalho indicam que a
regiao eucromatica do cromossomo Y, tambem contribui para a varia-
¢ao do tamanho do referido cromossomo. SCHNEDL (1971), identifi-
cando treés regioes distintas no cromossomo Y humano: 1) braco cur-
to, 2) regiao fracamente fluorescente na regiao proximal do brago
longo e 3) regiao intensamente fluorescente na regiio distal do
brago longo, demonstrou que, a maior parte da variabilidade do
tamanho deste cromossomo era devida as variagoes da regiao hetero-
cromatica, mas que, a regiao proximal do brago longo, tambem con-
tribuia para a referida variabilidade, enquanto que o brago curto
era invariavel. Considerando como provavel a localizacao da fra-
gao de ADN-Y com 3,4 kb, como tambem da fragao descrita por BOS-
TOCK e cols. (1978), com 3,5 kb, na regiao eucromatica distal do
brago longo do cromossomo Y (SCHMIDTKE & SCHMID, 1980), as varia-
goes da regiao eucromatica podem ser devidas as diferencas do con-
teudo de ADN repetitivo nesta regiao, como foi descrito por McKAY
e cols, (1978), com referencia a regiao heterocromatica.

Nas regioes eucromaticas, sem efetivas vantagens seletivas
em termos de estabiLidade, nao estariam localizados importantes
fatores geneticos como o(s) determinante(s) do sexo masculino
(BﬁHLER, 1980; FAGGIANO e cols., 1980; DAVIS, 1981). Apesar disso,
a variabilidade da regiao eucromatica, implica numa analise mais
rigorosa das implicagoes clinicas, ou outras que dela possam re-
sultar, e que tem sido descritas como associadas ao aumento do
tamanho do cromossomo Y, como por exemplo a associacao entre o
referido aumento de tamanho e morte fetal, descrita por PATIL &
LUBS (1977). BILLERBECK e cols. (1981), estudando o tamanho do
cromossomo Y de 80 individuos Caucasoides normais, descreveram
que os resultados encontrados, sugerem que os individuos com cro-
mossomo Y aumentado, apresentam um aumento na estatura e enverga-
dura, uma diminuigao na contagem de cristas digitais, com aumento
na contagem total de cristas entre os trirradios digitais aeb,

e uma diminuigao do angulo atd.
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A diferenga estatisticamente significativa encontrada en-
tre o tamanho medio do cromossomo Y de Japoneses e Caucasoides,
confirma os resultados descritos por outros autores (COHEN e
cols., 1966; RIBEIRO, 1977 e RIBEIRO e cols., 1981; MONSALVE e
cols., 1980),mas, demonstra que, a referida diferenca e devida
somente a regiao heterocromatica. Em ambos os grupos raciais, es-
ta regiao representa cerca de 557 do tamanho total do cromossomo
Y. Este resultado, no que se refere a amostra Japonesa, esta em
desacordo com o descrito por EVANS (1977), que afirma que as ban-

das-C correspondem a cerca de 707 do comprimento total do cromos-

somo Y em amostras de populagoes cujos individuos se caracterizam
por possuirem um cromossomo Y longo.

Os coeficientes de correlacao e regressao para as compa-
ragoes pai-filho, relativas aos tamanhos das regioes heterocroma-
tica, eucromatica e do Y total, demonstram nao so¥os valores en-
contrados nos pais e filhos variam em conjunto (alta correlacao),
mas tambem, que a maior parte da variacao total observada entre
ou nas familias, pode ser atribuida a diferencas geneticas (alta
herdabilidade). Outros autores ja hdviam demonstrado alta herda-
bilidade de variantes do cromossomo Y, ou da regiao heterocroma-
tica deste cromossomo (McKENZIE e cols., 1972; BELTRAN e cols.,
1979; CAVALLI e cols., 19813). As unicas informagGes referentes
a herdabilidade das variagoes da regiao ‘eucromatica, fornecidas
por BELTRAN e cols. (1979), nao foram conclusivas. Estes autores,
analisando 27 pares de pais-filhos normais e 18 pares nos quais
os filhos apresentavam malformagoes congenitas, encontraram uma
correlagio positiva estatisticamente significativa, na variagao
da regiao eucromatica entre pais e filhos, somente na amostra
constitulda pelos pares normais, nao ocorrendo o mesmo na segunda
amostra, e, nem quando ambas foram consideradas em conjunto.

Finalmente; @ importante ressaltar a eficiencia do meétodo
de correcao do estagio de contragao dos cromossomos metafasicos,
introduzido por ERDTMANN e cols. (1978). Os coeficientes de cor-
relacdo e de regressao, calculados entre os valores nao corrigi-
dos, do comprimento total do cromossomo Y das 30 familias anali-
sadas, foram 0,58 e 0,65, respectivamente. Com o emprego do meto-
do de corregao acima referido, os mesmos coeficientes atingiram,

respectivamente, 0,82 e 0,81,
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V - RESUMO E CONCLUSOES

Considerando que o cromossomo Y se constitui num excelen-
te material para o estudo do polimorfismo cromossomico no homem,
verificamos se as variagoes nele observadas, sao devidas, somente
ds variagoes da regido heterocromatica, ou, se a regido eucromati-
ca (definida como toda regiao do cromossomo Y, que nao a banda-C
terminal) tambem contribui para que as mesmas ocorram. Estimou-se
a herdabilidade atraves do coeficiente de regressao, das variagoes
do tamanho de ambas as regioes, e do Y total em 30 familias (15
Japonesas e 15 Caucasoides, cada uma constituida pelo pai e um
filho).

A amostra foi constituida por 30 Japoneses e 30 Caucasoi-
des da populagao de Curitiba., De 15 individuos de cada um dos gru-
pos raciais, foi coletado o material de um filho para analise da
herdabilidade.

Culturas temporarias de leucocitos de sangue periférico
foram feitas segundo o metodo convencional, e, as bandas-C, ana-
lisadas quantitativamente, foram obtidas de acordo com o metodo
de SUMNER (1972). Empregou-se o metodo desenvolvido por ERDTMANN
e cols. (1978), para a corregao do estagio de contracgao dos cro-
mossomos metafasicos.

Os principais resultados e conclusoes foram os seguintes:
1- O0s coeficientes de correlagao (r), calculados entre os valores

das regioes heterocromatica, eucromatica e os do Y total, e,
entre os de ambas as regioes, foram: 0,91, 0,54 e 0,13 respec-
tivamente. Os dois primeiros significativos a nivel de 0,001,
Isto demonstra que, as alteragoes do tamanho do cromossomo Y
sao devidas tanto as variacoes da regiao heterocromatica, como

da eucromatica, sendo menor a contribuigao desta Ultima regiao.
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Os tamanhos das regioes heterocromatica e eucromatica variam

independentemente.

A analise da herdabilidade indicou os seguintes valores: hete-
rocromatina = 0,88; eucromatina = 0,62 e Y total = 0,82 (signi-
ficativos a nivel de 0,001). Da mesma forma, os coeficientes

de correlagao (r) foram, respectivamente, os seguintes: 0,86;
0,66 e 0,81 (significativos ao nivel de 0,001).

Portanto,os valores encontrados nos pais e filhos nao so va-
riam em conjunto (alta correlagao), como também a maior parte
da variagao encontrada entre ou nas familias pode ser atribui-

da a diferengas geneticas (alta herdabilidade).

0 tamanho absoluto das regioes heterocromatica, eucromatica e
do Y total de Japoneses e Caucasoides, foram os seguintes: He-
terocromatina:Japoneses,X =-1,377%£0,254; Caucasoides, X =
1,245%¥0,173. t = 2,357, P<0,05; Eucromatina: Japoneses, X =
1,036+0,121; Caucasoides, X = 1,009%#0,105, t = 0,931, P>0,05.
Estes resultados permitem concluir que, a diferencgca entre o
tamanho medio do cromossomo Y de Japoneses e Caucasoides, e

devida, somente, as diferencas da regiao heterocromatica.

Em ambos os grupos raciais, a regiao heterocromatica represen-

ta, em media, cerca de 557 do tamanho do cromossomo Y.
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