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RESUMO

Os microsatélites, também chamados STRs (Short Tandem Repeat), sdo pequenas
sequéncias de DNA que consistem numa sequéncia de repeti¢des de um motivo que varia
de um a seis pares de bases. Existem em quase todos os cromossomas humanos e podem
situar-se nos exdes ou nos introes. Estes ultimos sdo altamente polimdrficos e sdo por
isso utilizados na identificacdo de individuos em testes de paternidade e também em
estudos de genética de populacdes. A combinacdo dos varios gendtipos possiveis faz com
que cada individuo possua um perfil Unico, que permite a sua identificagdo. Existem
também microsatélites associados a exdes ou a regides promotoras dos genes,
normalmente repeti¢des trinucleotidicas CGG/CCG ou CAG/CTG, associados a doencas
neurodegenerativas como a sindrome do X-fragil e a doenga de Huntington.

Neste trabalho caracterizaram-se geneticamente varias popula¢gdes humanas dos
arquipélagos da Madeira, Acores e Cabo Verde.

A partir do estudo dos microsatélites do cromossoma Y, foram definidas idades de
coalescéncia que permitiram concluir que as cépias do gene DAZ situado no cromossoma
Y sdo o resultado de um processo evolutivo estando a sua evolugdo associada a alguns
haplogrupos. Verificou-se também a ocorréncia de possiveis mutacdes nos SNPs que
definem os haplogrupos, através da comparacdao dos microsatélites do cromossoma Y
dentro de cada haplogrupo, especialmente no haplogrupo E3b.

Verificou-se existir uma associa¢do entre o nimero de repeticdes CAG e GGC do gene
Receptor de Androgénios (AR), situado no cromossoma X, e a infertilidade especialmente
guando combinados os dois polimorfismos, parecendo haver um efeito protector dos
alelos maiores e alguma susceptibilidade para os alelos menores.

Quando se estudou o numero de repeticdoes GGC do gene FMR1 em doentes com
suspeita de sindrome de X-fragil observaram-se diferengas significativas quando
comparadas com a populagcdo em geral e com um grupo de sobredotados. Essa diferenca
deveu-se principalmente a presenca do alelo 29 em quase todos os individuos do
primeiro grupo o que por si s6 ndo constitui um factor de risco mas poderad ser uma
indicacdo da associacdo deste alelo com outra mutacdo no mesmo gene que possa ser

responsavel por este fenétipo.
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ABSTRACT

Microsatellites, also known as STRs (Short Tandem Repeat), are small DNA sequences
made out of a series of repetitions of a motive varying from one to six base pairs. They
exist in almost all human chromosomes and they can exist either in the exons or in the
introns. These introns are highly polymorphic and are therefore very frequently used as a
means of identification in paternity tests and population studies. A characteristic
combination of the various possible genotypes gives each person a unique profile, which
allows identification. There are also microsatellites associated to exons or in the gene
promoter regions, usually trinucleotide repetitions CGG/CCG or CAG/CTG, associated to
neurodegenerative diseases like X-Fragile and Huntington disease.

In this work various human populations of the archipelagos of Madeira, the Azores and
Cape-Verde were genetically characterizes.

From the study of the Y-chromosome microsatellites, coalescence ages were defined
which allowed us to conclude that DAZ-gene copies located in the Y-chromosome are the
result of an evolutionary process, with its development being associated to specific
haplogroups. It was verified that possible mutations were taking place amongst the SNPs
that define haplogroups. This was verified by comparing the Y-chromosome
microsatellites within each haplogroup, especially in haplogroup E3b.

An association exists between the numbers of CAG and GGC repeats in the Androgen
Receptor (AR), in the X-chromosome, and infertility, especially when both are combined,
and there seems to exist a protective mechanism for the larger alleles and some
susceptibility within the smaller alleles.

When the number of GGC-repeats in gene FMR1 was studied in suspected patients of
X-fragile Syndrome, significant differences were found when compared a general
population group and one with high Ql. This difference was mainly due to the presence of
allele 29 in almost all individuals from the former group. This does not represent, per si, a
risk-factor, but it could be a clue for an association between this allele and a mutation in

the same gene that would be responsible for this phenotype.
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Introducao

1.1 OS MICROSATELITES

Os microsatélites, também chamados STRs (Short Tandem Repeat; Edwards et al.,
1991a), sdo pequenas sequéncias de DNA que consistem em repeticdes de um motivo
que varia de um a seis pares de bases (Sutherland e Richards, 1995; Schl6tterer, 2000).

Os microsatélites sdo maioritariamente constituidos por cadeias poli-A e poli-T e
apesar de se encontrarem em quase todos os organismos, sdo mais comuns em
organismos com genomas maiores, aparecendo com frequéncias diferentes consoante o
genoma e evidenciando uma excepcional variabilidade nos humanos (Hancock, 1999).
Muitos microsatélites originalmente tipados em humanos sdo ja polimdrficos em macacos
(Coote e Bruford, 1996) havendo descricbes de microsatélites com milhdes de anos nas
tartarugas e peixes (Fitzsimmons et al., 1995; Rico et al., 1996).

A variabilidade faz dos microsatélites marcadores genéticos de eleicdo para muitas
aplicagdes, incluindo mapeamento genético e estudos evolutivos que permitem
determinar relacdes entre espécies e entre populacdes, para além de uma indiscutivel
importancia em genética médica, forense e da conservagdo. Os trinucleétidos mais
frequentemente encontrados sdao o CAG e AAT (Stallings, 1994) e os dinucledtidos mais
comuns sdo os CA e TG ocorrendo duas vezes com mais frequéncia do que as repeticdes
AT e 3 vezes mais do que as AG e TC (Beckman e Weber, 1992). Os dinucledtidos ndo sdo
bons marcadores para estudos de populacdes devido a sua alta instabilidade durante a
PCR (Polymerase Chain Reaction), fazendo com que a determinacdo do tamanho dos
alelos se torne dificil ou mesmo impossivel.

Apesar de haver outros loci com maiores taxas de mutacao, os microsatélites tém sido
utilizados para estabelecer métodos moleculares que permitam definir mecanismos e

taxas de mutacdo. Os SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) tém a vantagem de ser
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faceis de detectar e de tipar mas a grande desvantagem é que devido a sua baixa taxa de
mutagdo a maior parte ocorre uma vez s6, levando a que estes polimorfismos sejam
bialélicos (Armour, 2006).

Mesmo nas mutagdes que ocorrem em Joci neutrais, a alteragao no tamanho das
repeticdes em tandem serve para ilustrar mecanismos como a replicacdo, recombinacdo
Ou reparagado pois 0s agentes que causam essas mutagdes podem promover da mesma
maneira outras mutacdes no genoma. Por outro lado a variagdo no numero dessas
repeticdes pode também produzir alteragdes no fendtipo (Armour, 2006).

A designacdo de satélites deve-se ao facto de durante a 12 experiéncia em 1961
(quando se falavam dos satélites como o “Sputnik” nas noticias) algumas fracc¢oes
menores terem formado bandas separadas do grosso do DNA tendo sido por isso
chamadas de satélites em relacdo a fraccdo maior. Essas frac¢des representavam os VNTR
(Variable Number of Tandem Repeat) incluindo os que normalmente se encontram nos

centrémeros dos cromossomas das varias espécies (Jobling et al., 2004).

1.1.1 Mecanismo de aparecimento dos microsatélites

Uma mutacdo é qualquer alteracdo na sequéncia de DNA, podendo variar entre uma
substituicdo de uma sé base, ou pequenas inser¢des e delecgdes de algumas bases. A
maior parte das mutacdes nos genes humanos nas linhas germinais devem-se ao
resultado de varios processos endégenos envolvendo mecanismos quimicos (metilagdo e
desaminacdo da 5-metilcitosina nos dinucleétidos CpG), fisicos (DNA slippage) ou
enzimaticos (falhas no mecanismo de reparacdo pds-replicativas e exonuclease
proofreading) (Cooper et al., 1993).

A maior parte das diferencas observadas entre o genoma de varios individuos ndo tém
qgualquer influéncia fenotipica. Estas diferencas designam-se de mutacdes neutrais
(Jobling et al., 2004). Se as mutac¢Ges ocorrerem nas linhas germinativas podem passar de
geracdo em geracao, se nao forem letais e forem compativeis com a fertilidade. As

mutacdes nas células somaticas podem ter consequéncias graves muito especialmente
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em humanos (como o cancro) mas ndo tém importancia do ponto de vista evolutivo
(Jobling et al., 2004).

Desde a descoberta da estrutura do DNA em 1953 (Watson e Crick, 1953), foram
apresentadas varias explicagdes para o aparecimento de mutagdes devido a erros durante
a replicacdo do DNA sendo as substituicdes de bases ndo complementares ou a adi¢do ou
deleccdo de um ou varios nucledtidos durante a sintese do DNA os mecanismos
propostos para o aparecimento de altera¢cdes na sequéncia do DNA (Fresco e Alberts,
1960).

Nos microsatélites o mecanismo predominante para o aparecimento de mutagdes
deve-se a falha no emparelhamento de cadeias de DNA durante a replicacdo podendo
igualmente ocorrer durante a recombinacdo. Durante a replicagio do DNA ha um
desalinhamento das duas cadeias de DNA (DNA slippage) (Schl6tterer e Tautz, 1992) e se
nao houver uma reparacgao e a sintese do DNA prosseguir, o numero de repeticdes altera-
-se podendo aumentar ou diminuir (Levinson e Gutman, 1987; Strand et al., 1993). A
medida que o nimero de repeticdes aumenta a taxa de slippage tende a aumentar pois a
probabilidade de desemparelhamento também aumenta (Tachida e lizuka, 1992).

As sequéncias repetitivas ocorrem nos genomas dos eucariotas através de mecanismos
comuns nomeadamente mecanismos de slippage, e ndao parecem ter nenhuma funcao
em especial na expressdo de genes. E de esperar que se encontrem por todo o genoma
principalmente em zonas nao sujeitas a selec¢ao tendo, no entanto, uma fungao indirecta
de criar zonas cruciais para a recombinacdo (Tautz e Renz, 1984), sendo bastante comuns
nos centrémeros da maioria dos cromossomas (Lee et al., 1997). Um grande numero de
microdeleccdes e microinsercdes no DNA humano aparecem como uma consequéncia de
mecanismos de slippage durante a replicacdo mediados pela presenca de repeticdes
directas ou invertidas (palindromicas) nas suas imediagOes (Cooper et al., 1993).

O processo de reparacdo do DNA evita que estas alteragdes ocorram mais
frequentemente (Schlotterer, 2000). Os mecanismos de reparacdo durante o
emparelhamento corrigem desemparelhamentos e curvas no DNA (/oops) que provocam
insercoes ou delecgdes ocorrendo espontaneamente durante processos metabdlicos do

DNA como a replicacdo e a recombinacdo (Fishel e Wilson, 1997; Kolodner, 1996).

5



6

Estudo de Microsatélites em Humanos

Estudos efectuados em bacteriéfagos demonstram que deleccGes e insercdes de
unidades de repeticdo ocorrem frequentemente em regides repetitivas sendo mais
frequente a sua ocorréncia em sequéncias maiores, variando apenas uma unidade de
repeticao (Levinson e Gutman, 1987).

Rose e Falush (1998) demonstraram a necessidade da existéncia de um tamanho
minimo para uma sequéncia repetitiva estabelecer mutag¢des dindmicas mas quando
ocorre uma expansao existe uma maior probabilidade de ocorréncia de novas expansdes
pois aumenta a possibilidade da ocorréncia de slippage adicionais (Levinson e Gutman,
1987).

Existem varios modelos que podem justificar o aparecimento de diferentes tamanhos
nos microsatélites: o modelo IAM - Infinite Allele Model (Kimura e Crown, 1964); SMM -
Stepwise Mutation Model (Kimura e Ohta, 1978); TPM - Two Phase Model (Di Rienzo et
al., 1994) e KAM - K Allele Model, que corresponde ao IAM quando K é infinito e parece
ser mais realista do que o IAM.

Segundo o modelo IAM cada mutac¢do produz um novo alelo que é diferente dos ja
existentes podendo resultar em qualquer numero de repeticdes enquanto no modelo
SMM o tamanho dos microsatélites varia com uma taxa fixa independente do tamanho da
repeticdo e com a mesma probabilidade de expansdo e contraccdo (Valdes et al., 1993).
Os modelos IAM e SMM representam dois modelos de mutacdo extremos (Chakraborty e
Jin, 1992). Microsatélites com repeticdes de 3 a 5 pares de bases evoluirdo segundo o
modelo SMM (Shriver et al., 1993) mas os microsatélites com motivos de repeticdo
menores evoluirdo através do modelo MSM - Multiple-Step Mutation (Di Rienzo et al.
1994), mais préximo do modelo IAM.

Se ocorrer um desemparelhamento sem posterior reparagdo, o resultado serd
diferente se este ocorrer na cadeia molde ou na cadeia nascente, dando origem a uma

repeticdo a mais ou a menos consoante a cadeia afectada (figura 1).
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Figura 1: Mecanismo de slippage durante a replicacdo de DNA. Se houver um
desemparelhamento sem reparacdo posterior observa-se a formag¢ao de um loop que se
ocorrer na cadeia molde originara a perda de uma repeti¢ao (lado esquerdo) e se ocorrer

na cadeia nascente originara o ganho de uma repeti¢ao (lado direito) (Sia et al., 1997).

1.1.2 Mecanismos de reparagao nos microsatélites

Muitos erros originados pela Tag DNA polimerase ndo se tornam em mutacdes devido
ao mecanismo de correccao das exonucleases que degradam as novas cadeias replicadas
guando ha erros, fazendo com que a DNA polimerase retroceda e a cadeia seja recopiada
(Kunkel, 1992).

Este mecanismo de replicacdo é limitado na reparacdo de mutacdes nos microsatélites
visto que estas exonucleases apenas reconhecem os erros que ocorrem a poucas bases de
distancia do sitio activo da polimerase. Como muitos dos loops gerados por SSM (Slip
Strand Mispairing) estdo longe do sitio de replicacdo acabam por ndo ser reconhecidos
pelas exonucleases, o que justifica a elevada taxa de mutacdo dos microsatélites quando

comparada com a taxa das mutacOes pontuais. Este mecanismo funciona de diferentes
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maneiras no interior dos microsatélites resultando melhor quando estes sdo pequenos e
quando a unidade de repeticao é curta (Eisen, 1999).

O mecanismo de reparacdo de falhas (mismatch) permite fazer o reconhecimento e
reparacao de alteragdes na sequéncia de bases. O mesmo processo pode reparar o DNA
contendo loops como os gerados pelo mecanismo SSM nos microsatélites. Este
mecanismo é muito mais importante na estabilidade dos microsatélites do que o das
exonucleases. O papel do mecanismo de reparacdao de loops nos microsatélites é bem
comprovado no caso do cancro do cdlon ndo poliposo em que a instabilidade de
microsatélites se deve a um defeito hereditario neste mecanismo de reparacgao (Eisen,
1999).

Ha dois complexos de proteinas MutS homdloga (MSH) para a reparagcdao do DNA
nuclear, o MSH2-MSH6 que reconhece e repara as bases e loops que tém entre 1 a 2
bases e 0 MSH2-MSH3 que reconhece e repara loops com 1 a 6 bases. Defeitos noutra
proteina MutS homologa (MSH1) causa o aumento da taxa de mutacdo no DNA
mitocondrial apesar destes mecanismos ainda serem pouco conhecidos. Ha ainda outras
proteinas (MSH4 e MSH5) que ndo tém funcdes reparadoras mas sim de regulacdo do
crossing-over durante a meiose (Eisen, 1999).

A reparagao depende da natureza dos microsatélites nomeadamente do seu tamanho:
loops de 1 a 3 bases sdo reparados facilmente, com 4 bases sdo mal reparadas e com mais
de 4 n3o s3o reparadas devido a incapacidade das proteinas MutS reconhecerem loops

maiores do que 4 bases (Parker e Marinus, 1992).

1.1.3 Taxa de mutagdo dos microsatélites

A taxa de mutacdo e a estrutura dos microsatélites é determinada pela combinacdo da
ocorréncia do tipo de erros SSM e de como esses erros sao reparados. Por exemplo, uma
mutacdo pode ocorrer com uma frequéncia elevada porque deriva de um erro SSM
comum ou porque é mal reparada. Apesar de erros SSM envolvendo duas ou mais
repeticdes ndao serem frequentes, a maior parte das mutagdes em microsatélites com

repeticbes de 5 pb resultam em altera¢cdes de duas ou mais repeticdes porque as
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alteragdes de uma sé repeticdo sdo reparadas enquanto as outras ndo. Uma vez que o
numero e o tamanho das repeti¢des influenciam a estabilidade dos microsatélites é
importante comparar repeticdes com o mesmo tamanho quando se estuda o efeito do
numero de cépias e manter o nimero de repeticdes quando se pretende estudar o efeito
do tamanho da unidade de repeti¢do (Eisen, 1999).

A taxa de mutagao dos microsatélites pode ser afectada por varios factores como a
probabilidade de desalinhamento, a probabilidade da continuacdo da polimerizacdo sem
correcgdes no alinhamento e a eficacia da reparagao dos heteroduplexes, sendo a sua
diminuicdo uma das razbes para o aparecimento de instabilidade de microsatélites
(Kunkel, 1993).

A taxa de mutacdo aumenta com o numero de repeti¢cdes pois ha mais sitios de
ocorréncia de slippage e desemparelhamento (Eisen, 1999) mas este aumento ndo é
regular pois as repeticGes perfeitas sdo significantemente mais varidveis do que as
repeticdes imperfeitas, o que pode explicar porque se observa uma correlacdo positiva
entre a taxa de mutacdo e o niumero de repeticdes em alguns estudos e noutros nao
(Goldstein e Clark, 1995).

A taxa de mutac¢dao nos microsatélites é muito menor que a dos minisatélites mas
nestes depende do tamanho e do numero de repeticdes e principalmente do
comprimento de repeticdes perfeitas enquanto a instabilidade dos minisatélites nao
depende nem do tamanho nem do facto das repeticdes serem perfeitas (Armour, 1999).

As taxas de mutacdo variam consoante os microsatélites estudados devendo-se a
maior parte das muta¢bGes ao ganho ou perda de uma soé repeticdo (Hoff-Olsen et al.,
1998). A taxa de mutacio dos microsatélites é de cerca de 107 por locus, por gdmeta e
por geragao (Brinkmann et al., 1998; Weber e Wong, 1993) enquanto a taxa de mutacgao
para substituicdo de nucledtidos é cerca de 2,5 x 10°® mutacdes por nucleétido (Nachman
e Crowell, 2000).

A ocorréncia de mutacdes nos gametas masculinos é cerca de seis vezes maior do que
nos gametas femininos aumentando com a idade paterna uma vez que as
espermatogonias se renovam continuamente por mitose antes de se transformarem em
espermatozdides enquanto as oogodnias se dividem apenas cerca de 22 vezes antes do

inicio da meiose que dara origem aos odcitos. Desta forma a variagdo nos microsatélites é
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causada essencialmente pelos homens (Brinkmann et al., 1998). Sdo mais frequentes as
mutagdes envolvendo ganhos de uma repeticdao do que perdas e estas ocorrem 4 vezes
com mais frequéncia nas células germinais masculinas do que nas femininas (Weber e
Wong, 1993; Amos et al., 1996) devido ao nimero de replicagdes que durante a oogénese
é constante enquanto na espermogénese varia com a idade e ocorre cerca de 14 vezes
mais do na oogénese (Jobling et al., 2004).

As mutacdes no interior dos préprios microsatélites sdao frequentes, alterando o seu
comprimento devido a inser¢des e delec¢bes de pequenas unidades de repeticao (Weber
e Wong, 1993), aumentando com o aumento do tamanho dos alelos (Xu et al., 2000). A
média da taxa de mutacdo para os microsatélites tetranucleotidicos é 4 vezes maior do
que para os dinucleotidicos (Weber e Wong, 1993; Goldstein e Pollock, 1997) embora
haja estudos que indiguem uma maior taxa para estes ultimos (Chakraborty et al., 1997;
Zhivotovsky et al., 2000). A verdade é que estes estudos baseiam-se em métodos
diferentes sendo o primeiro resultado da observacao directa das mutacdes e o segundo
derivado de estudos populacionais (Estoup e Cornuet, 1999).

A ocorréncia de transicdes é duas vezes mais frequente que a ocorréncia de
transversdes dado que o mecanismo de reparacdao do DNA é mais sensivel a estas ultimas
(Jobling et al., 2004).

As taxas de mutacdo para transicdes ou transversdes em dinucleétidos CpG sdo
maiores do que as taxas de muta¢dao noutras zonas e as substituicdes de um sé nucleétido
ocorrem 10 vezes mais do que mutacdes maiores (Nachman e Crowell, 2000) pois a
hipermetilagdo dos dinucledtidos CpG despoleta nas linhas germinais transi¢des para TG e
CA com frequéncias 5 a 7 vezes maiores do que as taxas de mutagdes pontuais (Krawczak
etal., 1998).

As substituicOes sdo dez vezes mais frequentes que as insercbes e delecgdes (indels)
(Jobling et al., 2004) e nos microsatélites ha um favorecimento de expansdes observado
em varios estudos: 21 expansées contra 9 contracgdes (Amos et al., 1996) e 26 expansoes
contra 7 contracgbes (Primmer et al., 1996), apesar de haver outros estudos que mostram
que as mutagdes ocorrem simetricamente (Di Rienzo et al., 1994; Goldstein et al., 1995).

Existem dois modelos que podem explicar as altas taxas de mutacdo dos

microsatélites: o primeiro envolve apenas um desemparelhamento na cadeia dupla
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durante a replicacdo (Levinson e Gutman, 1987) enquanto o segundo envolve
recombinagdo entre moléculas de DNA quer por crossing-over quer por conversao génica.
O crossing-over desigual leva a que uma cadeia figue com uma delec¢do e outra com uma
insercdo e pode ocorrer entre cromatides do mesmo cromossoma ou entre
cromossomas. A conversdao génica, que envolve transferéncia de informacdo
unidireccional por recombinac¢do, provavelmente como resposta a uma danificacao do
DNA, pode gerar diversidade nos microsatélites (Jeffreys et al., 1994)

A principal evidéncia do papel do mecanismo de slippage na ocorréncia de mutagdes é
0 aparecimento de variagdes por perda ou ganho de apenas uma unidade de repeticao

(Hancock, 1999).

1.1.4 Os microsatélites autossomicos

Os microsatélites autossdmicos tém sido descritos desde 1991 e estdao situados em
varios loci de autossomas diferentes. Um dos primeiros a ser descrito foi o locus CD4
situado no brago curto do cromossoma 12 e é um polimorfismo pentanucleotidico
(CTTTT). O primeiro trabalho onde este foi descrito apresentou frequéncias para duas
populacdes distintas: uma de caucasianos e outra de negros norte americanos (Edwards
et al., 1991b). Outro polimorfismo tetranucleotidico foi apresentado para o locus THO1
situado no cromossoma 11, regido p15.5 (Polymeropoulos et al., 1991) sendo
posteriormente reavaliada a designacdo de alguns dos seus alelos (Puers et al., 1993).
Edwards e colaboradores apresentaram em 1991 um sistema multiplex que permitiu a
amplificacdo simultadnea de 3 microsatélites tri e tetranucleotidicos nos cromossomas 4,
11 e X, estudando a variacdo destes polimorfismos em 4 popula¢des dos Estados Unidos
(Edwards et al., 1991a). Em 1992 foram publicadas pela International Society of Forensic
Haemogenetics (ISFH) as recomendac¢Ges para o uso de polimorfismos de DNA em
ciéncias forenses aplicada a tecnologia de PCR (Bar, 1992). Foi s6 a partir de 1996 que
surgiram os primeiros kits comerciais de amplificacdo simultanea de varios microsatélites,
existindo actualmente kits para 15 microsatélites bem como para a determinacdo do sexo

através do gene da amelogenina (AmpFE€STR®ldentifilerPCR Amplification Kit, Applied
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Biosystem; PowerPlex® 16 System, Promega). Através do uso destes microsatélites é
possivel proceder a identificacdo de individuos e de relagdes de parentescos bem como
efectuar estudos populacionais com a finalidade de estudar principalmente o grau de
miscigenag¢do das populagdes bem como a frequéncia dos alelos dentro dos vdrios
microsatélites que aparecem muitas vezes associados a populacdes com origens étnicas
diferentes (Dupalomp e Bertorelle, 2001).

Devido a elevada variabilidade dos microsatélites é possivel estudar outras mutacdes
recorrendo ao estudo de desequilibrio de liga¢dao (LD - Linkage Disequilibrium) existentes
entre os haplétipos formados por varios microsatélites e essas mutagdes. No entanto esta
associacdao depende fortemente do nimero de duplos heterozigdticos visto que nesse
caso as combinac¢des podem ser multiplas e ndo é possivel utilizar esses individuos para o

estudo (Sthephens et al., 1999).

1.1.5 Os microsatélites do cromossoma Y

O cromossoma Y, por ser haploide, ndo recombina no processo meidtico, a excepgao
da regido homéloga do cromossoma X, sendo herdado directamente de pais para filhos
(Jobling e Tyler-Smith, 1995). O acumular de mutac¢des representa um registo da evolucao
das populagdes pois os polimorfismos permitem inferir sobre os movimentos migratdrios
masculinos. Desde 1995 que a analise deste cromossoma é utilizada para tracar e
comparar linhagens paternas (Jobling e Tyler-Smith, 1995; Hammer et al., 1997).

Em 2001, Stumpf e Goldstein sugerem a utilizacdo de dois métodos para determinar
genealogias utilizando microsatélites do cromossoma Y, fazendo simulagbes de
coalescéncias em que mostram que o processo de mutacdo pode alterar as conclusodes
que se inferem (Stumpf e Goldstein, 2001).

Em 1997, Kayser e colaboradores apresentam o estudo de 13 microsatélites (DYS19,
DYS288, DYS385, DYS388, DYS389l/1l, DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, YCAI, YCAII,
YCAIIl, DXYS156Y) (Kayser et al., 1997) localizados em vdrias zonas do cromossoma Y
(figura 2). Os primeiros estudos populacionais com microsatélites do cromossoma Y

aparecem nessa altura com o estudo de uma populacdo Italiana (Caglia et al., 1997). E
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apresentada uma nomenclatura consistente com o numero de repeti¢cdes para cada um
dos loci e uma estimativa da taxa de mutagao para o DYS19 de 3,2x10° que se preveé ser
semelhante a outros microsatélites com estrutura idéntica (Kayser et al., 1997). Quase
todas as mutagdes sdao de apenas uma repeticdao, sendo mais frequentes os ganhos do
que as perdas (Kayser et al., 2000). Os alelos longos sdo mais mutdveis e a taxa de

mutagao parece aumentar com o aumento da idade paterna (Gusmao et al., 2005).

DYS458 DYS450 DYS459a
DYS463 DYS449 DYS464b DYS464c
DYS4565 DYS464a DYS464d
DY$453|pys4s DYS447  DYs452 DYS459b
' ' TTJ
Mb . 5 10 25 730
DYS393 DYS19{ DYS391 DYssg2
— =y DYS389 il .
Minimal haplotype loci DYS385a DYS385b
e I : D,
» heterochromatin

Figura 2: Localizagdo dos varios microsatélites no cromossoma Y

(http://www.cstl.nist.gov/div831/strbase/ystrposl.htm)

A definicao de haplétipo é dada como a combinagdo dos alelos de dois ou mais genes
localizados no mesmo cromossoma (Jobling et al., 2004).

Os microsatélites do cromossoma Y quando utilizados em conjunto formam haplétipos
gue podem ser utilizados para identificacdo de linhagens paternas a exclusdo de uma
paternidade ou a identificacdo de um individuo. Contudo, estes haplétipos ndo servem de
confirmacdo de paternidades ou identificacdo individual uma vez que o mesmo haplétipo

é, em principio, partilhado por todos os membros masculinos da familia descendentes de
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um mesmo individuo. Um exemplo é o caso descrito por Junge e colaboradores (2006) em
que, apesar de terem sido utilizados 22 STRs autossémicos, apenas foram encontradas
duas exclusdes para o pressuposto pai, tendo-se por isso recorrido aos hapldétipos do
cromossoma Y. Como estes eram diferentes, concluiu-se entdo que se tratava de uma
exclusdo de paternidade (Junge et al., 2006).

Numa mistura, se a propor¢do entre a amostra do macho em relagao a fémea for
baixa, o perfil do macho apenas podera ser detectado através da analise de marcadores
do cromossoma Y como os microsatélites (Gusmao et al., 2006; Prinz et al., 1997). Os
hapldtipos formados pelos varios microsatélites do cromossoma Y sdo um bom auxiliar em
genética forense pois permitem avaliar a significancia da observagao de um determinado
haplétipo numa amostra (Pereira et al., 2002).

Existe actualmente uma base de dados mundial (http://www.yhrd.org) representativa
de 477 populagdes, com 54,863 hapldétipos formados pelo menos por 8 microsatélites do
cromossoma Y, designado por haplétipo minimo (Willuweit e Roewer, 2007).

Utilizando um grande numero de microsatélites do cromossoma Y podem obter-se
resultados mais precisos de idade de coalescéncia e mais compativeis com eventos

migratérios recentes (King et al., 2007).

1.1.6 Os microsatélites do cromossoma X

As mutacdes ligadas ao cromossoma X estdo num estado hapldide 1/3 do tempo, logo
a variabilidade da sua fitness é maior do que as muta¢des autossdmicas, fazendo com que
a selecgcdo se torne mais eficaz e 0 aumento da frequéncia mais rdpida para as mutagdes
benéficas ligadas ao X (Avery, 1984). Isto significa que os loci ligados ao X devem
apresentar um numero mais elevado de alelos raros do que os autossomas, visto que o
cromossoma X tem niveis de variabilidade mais baixos quer para os microsatélites quer
para os SNPs, parecendo ser o efeito da seleccdo mais acentuado no cromossoma X do
que nos autossomas(Payseur et al., 2002).

Os maiores desvios na distribuicdo das frequéncias encontram-se predominantemente

em regides de baixa recombinacdo sendo este efeito mais pronunciado no cromossoma X
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(Payseur et al., 2002). A distribuicdo espacial dos varios marcadores pode fornecer
informacdo util na identificacdo de regides do genoma sujeitas a selec¢do. Uma
discrepancia nas frequéncias entre o mtDNA e os loci autossémicos pode ser causada por
um efeito gargalo (bottleneck), o qual é menos perceptivel no cromossoma sexual na
medida em que a sua relagdo com os autossomas é de 3/4 enquanto com o mtDNA é de
apenas 1/4 (Payseur et al., 2002).

Em 1990 foram descritos polimorfismos para 5 microsatélites constituidos por
repeticdes de 2 pares de bases, no cromossoma X (Luty et al., 1990). Actualmente vdrias
populacdes de origens étnicas diferentes tém sido estudadas utilizando um conjunto de
10 STR do cromossoma X numa so reaccao (Gomes et al., 2007; Gusmao et al., 2009).

Diferencgas entre os sexos em factores demograficos como a taxa de migracao, podem
deixar diferentes marcas no cromossoma X e nos autossomas. Esta discrepancia pode
indicar uma taxa de fixa¢do alta ou um tempo de transi¢cdo baixo para mutagées benéficas

no cromossoma X (Avery, 1984).

1.1.7 Homoplasia

A homoplasia resulta da convergéncia de alelos diferentes em alelos com o mesmo
tamanho embora uma parte dessas mutagdes nos microsatélites possam produzir alelos
idénticos em tamanho mas diferentes na sequéncia. Esta possibilidade faz com seja
necessario ter algum cuidado ao utilizar microsatélites em estudos filogenéticos ou
outros, em que os individuos estudados estejam separados por um grande nimero de
geracdes mas com um ancestral comum (Garza e Freimer, 1996). Estas convergéncias
tanto podem ser causadas por mutagdes numa sé regido repetitiva ou por mutagdes em
duas zonas repetitivas homologas (Di Rienzo et al., 1994).

A homoplasia é uma consequéncia do modelo SMM (Stepwise Mutation Model) e
resulta em alelos idénticos em linhagens diferentes (Cooper et al., 1996).

A homoplasia nos microsatélites ndo representa um problema para a maior parte dos
estudos de genética de populacdes pois a grande variabilidade dos microsatélites

compensa a ocorréncia de homoplasia durante a sua evolugcdo. As situacdes onde a
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homoplasia pode ser mais problematica envolvem altas taxas de mutacdao e populacdes
grandes associados com elevadas limitagdes ao tamanho dos alelos (Estoup et al., 2002).
Segundo o modelo SMM, a probabilidade de ter ao acaso dois alelos com o mesmo
tamanho é igual a homozigotia (Kimura e Ohta, 1978).

Alguma da variabilidade dos microsatélites fica a dever-se as regides flanqueadoras da
regido repetitiva. E comum observar alelos com 0 mesmo tamanho mas com diferentes
estruturas internas que estao separadas por zonas flanqueadoras que apresentam muita
variacdo, fendmeno que indica que o processo mutacional que origina os polimorfismos
numa regidao envolve ndo so simples alteragcdes no nimero de repeticdes mas também
alteracdes nas zonas flanqueadoras. Hd no entanto casos de homoplasias em
microsatélites que ndo envolvem diferencas nessas zonas (Grimaldi e Crouau-Roy, 1997).

Quando se consideram haplétipos baseados em multiplos loci a extensdo da
homoplasia é reduzida mas existe sempre a possibilidade de um determinado hapldtipo

ter varias origens (Cooper et al., 1996).

1.1.8 Instabilidade de microsatélites (MSI)

Existem dois modelos propostos para o mecanismo de instabilidade de microsatélites.
Ambos justificam, embora de maneiras diferentes, o mecanismo de ocorréncia de
muta¢bes. Um dos modelos, UCO (Unequal Crossing-Over), propde que a instabilidade é o
resultado da recombinacdo entre cromossomas homodlogos, causada por uma elevada
taxa de crossing-over entre as repeticdes de microsatélites (Smith, 1976). O modelo
alternativo, SSM (Slip Strand Mispairing), propde que a instabilidade é causada pela
elevada taxa de desemparelhamento durante a replicacdo do DNA (Eisen, 1999). Este
processo foi proposto por Fresco e Alberts em 1960 para explicar a ocorréncia de
mutacles frameshift em todo o DNA (Fresco e Alberts, 1960). O mecanismo comeca
durante a replicacdo com o slipping da DNA polimerase fazendo com que a cadeia molde
e as novas cadeias figuem momentaneamente desalinhadas. Para que a replicacdo
continue as cadeias devem realinhar-se. As mutacdes acontecem quando o

realinhamento é imperfeito. Este modelo parece ser o mais provavel para explicar a
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instabilidade nos microsatélites uma vez que a presenca de repeticdes aumenta a
tendéncia de desalinhamento apds a slippage visto que as repeticdes podem facilmente
criar loops fora da dupla cadeia (Streisinger et al., 1966).

Os desalinhamentos ocorrem mais frequentemente em regides repetitivas do que no
DNA normal visto que os loops gerados pelo desalinhamento sdo mais estdveis nos
microsatélites do que em regides nao repetitivas pois o emparelhamento de bases nao é
significativamente alterado quando uma ou mais cépias de uma repeticdo estdo em loop
(Eisen, 1999).

O processo SSM pode ser subdividido em trés passos: 1) slipping da DNA polimerase
durante a replicacdo; 2) desalinhamento da cadeia molde e das novas cadeias e 3)
continuagdo da replicagdo apesar do desalinhamento das cadeias.

O slippage ocorre frequentemente nos microsatélites visto que estes sdo mais
propicios a formacao de estruturas de DNA menos usuais existindo uma maior taxa de
SSM em regibes contendo microsatélites do que noutras regides do genoma que pode ser
causada pelo aumento da ocorréncia quer de slippage quer de desalinhamento das
cadeias durante a replicacao (Eisen, 1999). A ocorréncia de SSM varia também consoante
os microsatélites estando correlacionado com o numero de cépias da repeticio onde
fragmentos de repeticdes com mais de 51 pares de bases sofrem significantemente mais
deleccbes do que fragmentos com menos do que 33 pares de bases e consequentemente
para fragmentos maiores a ocorréncia de adi¢cdes é mais frequente do que para
fragmentos pequenos em que ocorrem igualmente deleccbes e adi¢cdes (Wierdl et al.,

1997).

1.1.9 O Desequilibrio de Ligacdo (LD - Linkage Disequilibrium)

Por vezes verificam-se combinacdes haplotipicas com maior prevaléncia do que a
esperada tendo em conta a frequéncia dos alelos que a compdem. Neste caso diz-se que
existe Desequilibrio de Ligacdo (LD - Linkage Disequilibrium) o qual consiste numa

associacao ndo casual de dois ou mais alelos de diferentes /oci no mesmo cromossoma.
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O LD é a associacdo ndo aleatdria de alelos de diferentes loci fazendo com que a
definicdo de um dos alelos seja redundante quando se trata de mapeamento de genes.
Factores como a seleccdao, mutacdes locais e taxas de recombinacdo podem influenciar o
LD em regides particulares do genoma. Alteragdes no tamanho das populag¢des e a
mistura entre populacdes diferentes podem igualmente influenciar o padrdao de LD no
genoma (Goldstein, 2001).

O LD é, ao nivel populacional, a dependéncia de varios alelos situados em diferentes
posi¢cdes do genoma. Quando ocorre recombina¢dao entre dois loci tende a haver uma
reducao da dependéncia entre os alelos nesses loci e isso reduz o LD (Li e Stephens,
2003).

Um efeito associado a um determinado alelo de um microsatélite pode ser, de facto, o
resultado de um LD com outra variante nomeadamente SNPs por vezes situados a alguma
distancia do gene em questao (Armour, 2006).

A diversidade no DNA em humanos resulta de mutag¢des nas linhas germinativas e
ocorre devido a recombinacao meidtica (Jeffreys e Neumann, 2002). Essas muta¢des nao
ocorrem ao acaso mas apenas em alguns sitios que constituem pontos criticos (hotspots).
Existem por isso muitas regides do genoma humano que constituem haplétipos em bloco
de 5 a 100 Kb (Daly et al., 2001) sendo que os limites desses hapldtipos sdo normalmente
pontos criticos (Jeffreys e Neumann, 2002). Nao ha contudo evidéncias de que todos os
limites correspondam a pontos criticos devendo ser a diversidade dos hapldtipos
simultaneamente influenciada pela historia demografica das populacdes (Anderson e
Slatkin, 2004).

Um menor LD pode significar a existéncia de recombinagdo ou tratar-se de uma
populagdo mais antiga, logo sujeita a mais fendmenos evolutivos de recombinag¢do. Numa
populacdo com tamanho constante a existéncia de pontos criticos de recombinac¢do pode
resultar numa baixa diversidade dentro dos haplétipos em bloco mas esta pode também
dever-se a um crescimento rapido da populacdo. Esta é, alids, a principal razdo para o
aparecimento de haplétipos em bloco e ndo a existéncia de pontos criticos de
recombinacdo. A existéncia de blocos diferentes contendo SNPs em perfeito ou quase
perfeito LD significa que a recombinac¢do entre os cromossomas contendo os diferentes

hapldtipos é baixa (Anderson e Slatkin, 2004), contrariamente ao descrito por Slatkin
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(Slatkin, 1994) que mostra que ha menos LD numa populagdo de rapido crescimento do
que quando o crescimento é constante. A explicagdo para esta discrepancia baseia-se no
facto de no primeiro caso as diferencas entre haplétipos terem sido determinadas antes
do crescimento da populagdo enquanto no segundo caso as simulagées foram feitas
assumindo que todas as varia¢des surgiram por mutacdo depois do crescimento rapido
comegar (Anderson e Slatkin, 2004).

Alguns estudos mostram que os padrdes de LD estdo altamente estruturados em
grandes blocos e que apenas existem alguns pontos criticos de quebra. Dentro dos blocos
nao existem evidéncias de recombinacdo e a diversidade haplotipica é baixa apesar da
taxa de recombinacdo no genoma ser elevada, sendo mais frequente nos telémeros e
menos nos centromeros (Stumpf e Goldstein, 2003).

A existéncia de blocos discretos contendo um LD consistente poderd reduzir a
necessidade de inferéncias sofisticadas na relacdo gene-populagdo no mapeamento
genético. As comparacoes a fazer deverdo ser no sentido de procurar recombinacdes
discretas raras ou populagdes mais antigas onde o LD é menor, devido ao aumento da
probabilidade de mutacdo e recombinacdo mesmo dentro dos blocos, sendo relevante
descrever as estruturas haplotipicas para varias populacées (Goldstein, 2001).

Para analises de LD sdo necessarios trinta vezes mais SNPs do que microsatélites visto
estes serem muito mais polimérficos do que os primeiros (Havill e Dyer, 2005), sendo por
isso recomendado o uso de microsatélites para a determinacdo de LD (Ohashi e

Tokunaga, 2003).

1.1.10 Nomenclatura dos microsatélites

Diz-se que ha um polimorfismo quando existem pelo menos dois alelos presentes na
populagcdo com uma frequéncia minima de 1% (Cummings, 2000).

Desde 1992 foram publicadas recomendacfes acerca da utilizacdo de polimorfismos
de DNA em ciéncias forenses. Devido ao facto de algumas zonas do DNA serem
codificantes e outras ndo, os segmentos de DNA polimérficos (ex D1S80, D17S5, HLA-DQ)

foram designadas por locus. O termo alelo deverd ser utilizado para descrever formas
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alternativas de um Jlocus. Sempre que possivel a designacdo D (designacdo do Human
Gene Mapping) devera ser utilizada para descrever o locus e a numérica para definir os
alelos (Bar et al., 1992).

A nomenclatura dos alelos dos microsatélites deve ser feita segundo o numero de
repeticdes completas. Se existir uma repeticdo parcial a designacao é feita pelo nimero
completo de repeticbes separado por um ponto seguido do numero de bases da
repeticdo incompleta (Olaisen et al., 1998).

Sempre que seja desenvolvido um novo marcador genético o autor devera submeté-lo
a Comissdao de DNA fornecendo detalhes como as condi¢cdes de PCR, sequéncia dos
primers, condi¢cdes de visualizagdao e sugestdes de nomenclatura. O sistema a validar
devera ser publicado num jornal forense (Bar et al., 1992).

Em 2002 foram publicadas as primeiras recomendacdes do grupo de trabalho do
cromossoma Y do ISFG (International Society of Forensic Genetics) que ajudam a
uniformizar e clarificar problemas relacionados com a nomenclatura, definicdo dos loci e
classificacdo dos alelos, descricdo de metodologias e aplicacdes na genética forense e de
populacdes. Essas recomendacdes salientam algumas regras que permitiram uniformizar
a nomenclatura para os varios loci descritos no cromossoma Y nomeadamente em
relacdo a designacdo que deve ser feita pelo sistema de D#S# (Gill et al., 2001).

A maioria dos microsatélites do cromossoma Y é constituida por repeticoes
tetranucledtidicas que consistem em sequéncias variantes e ndo variantes. A
nomenclatura destes loci é baseada no niumero total de repeticdes quer sejam varidveis
ou ndo. Se uma nomenclatura ja estiver em vigor devera continuar a ser utilizada mas
para novos loci é recomendado que os alelos sejam designados segundo o nimero de
repeticdes, sejam elas varidveis ou ndo (Olaisen et al., 1998). Em casos mais complicados
a nomenclatura a utilizar deverd ser segundo a primeira publicacdo desse loci. Em
sistemas com duplicacdo como o DYS385 os alelos devem ser separados por um hifen

(Olaisen et al., 1998).
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1.2 APLICAGCOES DOS MICROSATELITES

Os microsatélites sdo Optimos marcadores para a analise genética e tornaram-se
importantes na realizacdo de estudos populacionais (Di Rienzo et al., 1998). A
importancia funcional destes marcadores é ainda desconhecida apesar de algumas vezes
aparecerem em exdes associados a algumas doencgas. Expansdes e contrac¢Oes de
microsatélites foram ja associadas a alguns tipos de cancros e doencas hereditarias
(Kunkel, 1993) estando normalmente os alelos grandes fortemente associados a
patologias de origem genética (Sutherland e Richards, 1995).

Ha evidéncias que as sequéncias de microsatélites também tém um papel funcional
como codificadores ou elementos de regulacdo (Kunzler et al., 1995; Kashi et al., 1997).
As regides promotoras que contém microsatélites funcionam como elementos iniciadores
de expressdo e a existéncia de delecgcdes nesses microsatélites podem reduzir a sua
actividade (Moxon et al., 1994). Os microsatélites que se encontram nas regides
promotoras dos genes podem influenciar a expressao desses genes mas nem todos 0s
microsatélites presentes nas regides promotoras estdo associados a actividades
reguladoras (Kashi e Soller, 1999).

Parece haver restricdbes em relacdo ao numero possivel de repeticbes nos
microsatélites pois se assim ndo fosse este numero poderia aumentar ou diminuir
indefinidamente, o que ndo acontece. Ha discrepancias entre o nimero de repeticdes
gue se observa e o que seria de esperar num locus neutral, que podem ser justificadas
por mecanismos como a conversao génica ou uma tendéncia no processo mutacional (ha
evidéncias de uma tendéncia maior para o aumento de repeticdes em detrimento da sua
diminuicdo). A seleccdo parece ser também um factor de relevo uma vez que foram
encontradas evidéncias de associacdo de microsatélites a transcricdo de genes,
nomeadamente repetices TG, que aparecem tanto em macacos como em humanos,
sugerindo que estas repeticoes podem influenciar a expressao desses genes (Hamada et
al., 1984).

Os microsatélites podem ser utilizados para identificar associacdes de varios loci a
doencas, permitindo a determinacdo da influéncia de um segundo Jocus na

susceptibilidade a uma doenga, se existir entre o segundo locus um desequilibrio positivo
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ou negativo em relacdo ao primeiro locus que possa influenciar a predisposicao a essa
doenga (Carrington et al., 1999).

Os microsatélites sdo altamente polimdrficos e tém sido por isso utilizados em estudos
de populagdes humanas (Bowcock et al., 1994) estudos de parentesco (Morin et al., 1994)
e forenses (Jeffreys et al., 1992) nomeadamente na identificacdo de corpos em desastres
de massa (Clayton et al., 1995). Podem ser ainda utilizados para definir distancias
genéticas entre populacdes (Rubinsztein et al., 1995a; Goldstein e Pollock, 1997) bem
como em estudos de taxonomia molecular, evolugado e genética de populagdes (Bowcock

et al., 1994) e no mapeamento genético (Weissenbach et al., 1992).

1.2.1 Estudos populacionais

O objectivo fundamental da genética de populacdes é perceber a frequéncia dos alelos
de varios genes evidenciando o poder da selec¢do positiva pois os genes que apresentam
mais ou menos polimorfismos do que o esperado na base do seu nivel de divergéncia, sdao
candidatos a seleccdo positiva (Payseur et al., 2002).

A seleccdo natural e o desequilibrio numa populacdo podem levar a desvios na
distribuicdo das frequéncias dos polimorfismos mas tratando-se de um desequilibrio na
populacdo este afectara todos os loci de modo igual enquanto a selec¢ao afectara apenas
algumas regides do genoma (Payseur et al., 2002).

O excesso de alelos raros indica a manutencdao da difusdo de alelos ligeiramente
prejudiciais mas também pode representar uma evidéncia de uma expansdo recente de
uma populagado. Outra explicacao é que o modelo SMM é inapropriado para muitos dos
microsatélites nos humanos e que se estd sempre a prever um elevado valor da
heterozigotia esperada (Payseur et al., 2002).

Quando uma populacdo estd sujeita a uma reducdo efectiva do seu tamanho, observa-
se um excesso de heterozigotia em alguns loci neutrais. Este excesso de heterozigotia
persiste sé durante algumas geracdes até ser restabelecido um novo equilibrio (Cornuet e
Luikart, 1996). Para os loci neutrais o numero de alelos e a distribuicdo das suas

frequéncias em populagdes naturais resultam de um equilibrio entre a ocorréncia de
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mutacdes e a deriva genética. Quando ocorre um efeito de gargalo na populacdo
(botlleneck) e o numero efectivo da populagdo diminui observa-se uma correlagao
positiva entre o nimero de alelos e a heterozigotia. Para testar se existe uma deficiéncia
de alelos é necessario determinar a relagdao que existe entre a heterozigotia observada e a
heterozigotia esperada, a partir do nimero de alelos esperado. Popula¢des que
apresentem um excesso de heterozigotia devem ser consideradas como tendo estado
expostas a um efeito de gargalo recente. Um défice ou um excesso de heterozigotia pode
ocorrer depois de uma recente alteragao no numero efectivo da populagdao mas também
pode representar uma desvantagem ou vantagem selectiva (Cornuet e Luikart, 1996). O
mesmo se aplica se em vez da heterozigotia considerarmos a homozigotia (Watterson,
1978). No entanto, quando se trata de seleccdo, apenas alguns loci serdo afectados
enguanto apods um efeito gargalo observa-se idéntico comportamento para todos os /oci
estudados, logo um défice de heterozigotia em varios loci podera indicar uma expansao
da populacdo. Emigracdes recentes podem contribuir para alguma confusao
principalmente se os imigrantes vierem de populagdes geneticamente divergentes visto
gue esses imigrantes poderdo aumentar rapidamente o numero de alelos raros na
populagdo sem aumentar significativamente a heterozigotia falsificando um aumento ou
escondendo uma diminui¢do do tamanho da populagdo (Cornuet e Luikart, 1996).

Os mini e os microsatélites sdo os melhores loci para detectar efeitos de gargalo numa
populacdo, especialmente os microsatélites com interrup¢cdes ou microsatélites
compostos por motivos de diferentes tamanhos, devido a sua elevada variabilidade
(Estoup et al., 1995).

Sob o modelo de alelos infinito, a configuracdo alélica de uma populagdo num estado
constante é especificado pelo tamanho da amostra e o numero de alelos observado
(Ewens, 1972). Este pressuposto conduz ao teste da neutralidade onde a homozigotia é
determinada através do numero de alelos observados (Watterson, 1978). Este valor de
homozigotia esperado é entdo comparado com o valor observado e as discrepancias
indicam uma accdo potencial da seleccdo positiva, apesar de esses desvios também
poderem ser causados por fendmenos de expansdo ou contraccdo das populacdes
(Ewens, 1972). Dois modelos de seleccdo positiva, direccional ou equilibrada podem

causar impactos na diversidade molecular de diferentes maneiras: a direccional pode
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levar a uma reducdo da variabilidade e a um excesso de alelos; a equilibrada pode levar
ao aumento de ligagdo de polimorfismos e a um défice de alelos (Payseur et al., 2002).

Atendendo a que a seleccao pode levar a desvios na distribuicdo das frequéncias em
loci que se encontram ligados com um conjunto de loci do genoma, poder-se-a prever
guais as regidoes do genoma que sofreram recentemente seleccdo positiva. Quando se
observa a existéncia de um excesso de alelos raros poderd dizer-se que se trata de
selec¢do direccionada enquanto um excesso na frequéncia de alguns alelos intermédios
se devera a selec¢do equilibrada (Payseur et al., 2002).

Diferencas no gendtipo de loci situados em zonas ndo codificantes do DNA, que sdo
usadas como marcadores moleculares, como os microsatélites, podem ndo contribuir
directamente para a fitness mas a correlacdo entre a heterozigotia em loci neutrais e a
fitness de um individuo pode dever-se ao facto destes marcadores se encontrarem
directamente ligadas aos loci que afectam a fitness ou entdo, a heterozigotia destes
marcadores pode estar correlacionada com a fitness porque reflecte a heterozigotia do
genoma. A diminuicdo da heterozigotia em loci neutrais é menor do que a esperada pela
teoria havendo estudos em que se sugere que o poder da seleccdo contra a
consanguinidade (mais homozigéticos) pode ser muito mais forte do que o previsto
(Pemberton et al., 1999).

As espécies que tém populacdes maiores deverao ter microsatélites mais longos pois
qguanto maior for a populagdo, maior a heterozigotia e maior a probabilidade de
ocorréncia de mutacbes devido aos heteroduplexes (Amos, 1996; Rubinsztein et al.,
1995b).

As mutacdes nas células germinativas ocorrem mais frequentemente em individuos
heterozigdticos em que os alelos difiram muito no nimero de repeticdes. Neste caso os
microsatélites devem assegurar um correcto alinhamento dos cromossomas homologos
durante a meiose e diferencas grandes no nimero de repeticdes vao desestabilizar o
emparelhamento dos cromossomas levando a recombina¢des anormais nas regioes
flanqueadoras dos microsatélites (Pardue et al., 1987). A taxa de mutacdo deve ser
relacionada com a heterozigotia e é de esperar que os loci em populacdes grandes se
desenvolvam mais depressa do que em populacdes pequenas (Amos, 1999). O tamanho e

a estrutura das populacdes podem consequentemente afectar a taxa de mutacdo dos
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microsatélites uma vez que elas sdo o resultado de recombinag¢do devido a heterozigotia
(Rubinsztein et al., 1999).

Se a miscigenacdo das populacdes actua na aceleracdo de expansdes é provavel que a
incidéncia de doengas devido a repeti¢cdes de tripletos seja elevada e aumente mais
rapidamente em populacdes onde os eventos histdricos juntam pessoas de diferentes
origens (Rubinsztein et al., 1999).

Podem-se determinar fendmenos de expansdo de populacdes observando a
variabilidade genética dos microsatélites através da utilizagdo de parametros como a
heterozigotia e variagdo no tamanho dos alelos (Kimmel et al., 1998).

Conhecer a estrutura genética de uma populacdo e poder fazer inferéncias acerca da
sua ancestralidade é importante, porque algumas doencgas frequentes e a resposta a
drogas estdo muitas vezes associados a variantes genéticas cuja frequéncia difere entre
grupos raciais (Bamshad, 2005). RegiGes do genoma que apresentam grandes diferencgas
entre populacdes sdo regides candidatas de terem sofrido seleccdo local (Schlotterer,
2002) logo um estudo do genoma é uma maneira eficaz de identificar essas regides

(Kayser et al., 2003).

1.2.2 Testes de paternidade e identificagcdao de individuos

A identificagdo de individuos é necessdria em muitos casos nomeadamente em
circunstancias forenses. Desde 1985 que se tém utilizado metodologias de tipagem de
DNA que permitiram resolver casos de identificagao de individuos, utilizando baterias de
RFLP-VNTR muito polimdrficas, (Jeffreys et al., 1985). Hammond e colaboradores (1994)
validaram um método baseado na PCR utilizando polimorfismos comuns de DNA que
permitiram uma rapida e fidvel identificacdo de individuos. Foi desenvolvida uma bateria
de microsatélites com um grande poder de descriminacdo utilizando Sequéncias
repetitivas de trés, quatro e cinco pares de bases que permitem a identificacdo de
individuos e a determinacdo de parentescos. Para a validacdo desses microsatélites
utilizaram vdrias populacbes e estudaram parametros como o equilibrio de Hardy-
Weinberg apresentando estatisticas que reforcam o seu potencial para a identificacdo de

individuos tendo também determinado a taxa de mutacdo para cada locus. Alford e
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colaboradores (1994) validaram também a mesma metodologia utilizando para isso trios
constituidos pela mae, filho e pressuposto pai.

Em casos de investigagdes de paternidade é normalmente aceite que haja pelo menos
2 exclusdes para concluir a exclusao da paternidade, havendo no entanto pelo menos um
caso reportado em que apesar de se observar duas exclusdes se veio a confirmar a
paternidade sendo pois recomendado que o critério seja de pelo menos 3 exclusGes
(Gunn et al., 1997).

A utilizagdo de microsatélites do cromossoma Y na identificacdo de individuos e até em
testes de paternidade é sugerido apenas para confirmar as exclusGes pois o mesmo
haplétipo pode ser partilhado por individuos aparentados por via paterna (Kayser et al.,
1997). A maior parte das bases de dados do cromossoma Y apresenta frequéncias de
haplétipos para grandes regides geogrdficas, populacdes que partilham a mesma
linguagem ou que habitam nas mesmas zonas geograficas. No entanto estes resultados s6
serdo validos se ndo existirem subestruturas populacionais pois estas tém sido
observadas em alguns grupos dentro das mesmas populacdes (Beleza et al., 2006).

Os microsatélites tornaram-se marcadores excelentes para estudos com DNA antigo. O
entendimento de evolu¢do dos comportamentos sociais depende da possibilidade de
diferenciar geneticamente individuos e conseguir estimar com suficiente precisdo a
relacdo genética entre pares ou grupos de individuos (Queller e Goodnight, 1989). Por
exemplo para estudar as variagdes no gene da lactose utilizou-se DNA antigo extraido a
partir de varios esqueletos e nesse estudo foram utilizados 10 microsatélites, para excluir

a possibilidade de contaminac¢do dos varios esqueletos (Burger et al., 2007).

1.2.3 Associa¢cao com doengas

Nos ultimos anos tém sido utilizados métodos para encontrar mutacOes associadas a
doencas, baseados em estudos familiares que envolvem analises de Linkage mas que se
tém revelado de baixa resolucdo (Rannala e Reeve, 2001). Mesmo em situacdes em que
se estudam centenas de familias o método ndo tem permitido estabelecer rela¢des

quando as distancias no genoma sdao maiores do que 1cM (Boehnke, 1994). Por outro
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lado estudos de LD parecem ser vantajosos pelo facto de recorrerem a uma amostra
grande de cromossomas de individuos ndo aparentados (Bodmer, 1986). As mutagdes
gue provocam as doencas aparecem associadas a haplétipos constituidos por varios
marcadores nos cromossomas. Esses haplétipos e as doengas estardao inicialmente
associados numa determinada populacdo. Passado algum tempo essa associacdao diminui
devido a recombinagdo, com uma taxa determinada pela distancia genética dos
marcadores a mutacdo que provoca a doenca. Uma das vantagens de mapeamento por
LD de fina escala, na era pds-genoma, é que este método parece ser mais robusto para o
mapeamento de genes relevantes no estudo das doencas genéticas complexas que sao
poligénicas e influenciadas pelo ambiente. Foi recentemente sugerido que os genes
ligados a essas doengas podem ser divididos em duas classes, uma constituida por genes
com um efeito marginal e alta frequéncia e outro por genes com alta influéncia e baixa

frequéncia (Risch, 2000).

1.2.3.1 Expansao de trinucledtidos

Um interesse adicional em relagdo aos microsatélites surge com a descoberta da
existéncia de uma relacdo entre o numero de repeticdes trinucleotidicas e nove doencas
nos humanos associadas a 11 /oci. As repeti¢cdes sdo normalmente CGG/CCG ou CAG/CTG
(Ashley e Warren, 1995) e sdo também designadas por mutacdes dindmicas (Richards e
Sutherland, 1997).

Estas repeticdes possuem a capacidade de formar ganchos constituindo uma estrutura
gue se encontra no limiar da estabilidade, sendo esta influenciada pela sequéncia
flanqueadora do gene. A estabilidade desses ganchos depende de dois factores, a
sequéncia e o comprimento do DNA pois sé algumas sequéncias com determinado
comprimento podem formar ganchos estdveis, existindo uma correlacdo entre a
capacidade de formar ganchos, a sequéncia de expansdo e o comprimento dessas
expansdes. A formacao de ganchos disponibiliza uma estrutura base para a estabilidade
da regido CCG do gene da Doenca de Huntington e explica o efeito estabilizador das

interrupcdes AGG no gene FMR1 (Gacy et al., 1995).
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A sequéncia da repeticdo é importante pois repeticdes CTG formam estruturas em
gancho devido a metilagdo mas o mesmo nao acontece se as repeticdes forem ATC ou
GAT (Mitas et al., 1995).

Quando as repeti¢cdes estdo localizadas no gene ou perto das sequéncias transcritas
podem ter um efeito na transcricdo do gene que se pode manifestar na forma de doenca.
Para cada locus em que ocorrem as mutac¢des dinamicas hd um nimero normal de cdépias
acima do qual as repeticdes se tornam instaveis, isto é, o nimero de copias pode
aumentar até que haja manifestagdes na forma de doenca ou de locais frageis (Richards e
Sutherland, 1997).

Muitas doencas associadas a repeticdes trinucleotidicas CGG e AGC apresentam
fendtipos diferentes consoante o numero de repeticdes, nomeadamente ao nivel da
idade do aparecimento da doenca e da severidade dos sintomas estando as expansdes
normalmente associadas a auséncia de transcricdio e consequentemente a perda da
funcdo (Richards e Sutherland, 1997).

Em 1991 é descrito o sindroma do X-fragil como a primeira doencga genética associada
a mutacdes dinamicas de microsatélites (Fu, 1991; Kremer et al., 1991; Oberlé et al.,
1991). Esta doenga é causada por uma mutacdo dinamica da repeti¢do trinucleotidica
CCG na regido do gene FMR1 (Verkerk et al., 1991) sendo a variacdo do numero de cépias
a base da instabilidade deste locus (Kremer et al., 1991).

Muitas doencgas neuroldgicas tém sido associadas a mutagdes dinamicas de repeticdes
trinucleotidicas como por exemplo a atrofia muscular espino-bulbar associada a
repeticdes do tipo AGC (La Spada et al., 1991) e a distrofia miotdnica que surge associada
a expansoes tanto de repeticbes AGC (Brook et al., 1992) como de repeticées CTG (Imbert
et al, 1993). O agravamento da severidade desta doenca ao longo de geracbes é
justificado pela existéncia de mutacdes dindmicas que fazem aumentar o nimero de
repeticdes, alterando assim os fenétipos da doenca dentro da mesma familia (Harley et
al., 1993).

Foram também encontradas pequenas expansdes de trinucledtidos junto aos genes
que codificam poli-glutaminas, associadas a doencas neurodegenerativas (Sutherland e
Richards, 1995). Neste caso encontra-se a doenca de Huntington, provocada pela

expansao e instabilidade da sequéncia repetitiva CAG no gene IT15 no cromossoma 4
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(MacMillan et al., 1993), apresentando um numero de repeticdes entre 9 e 34 em
individuos normais e variando entre 30 a 86 repeticdes em individuos com a doenca
(Duyao et al., 1993; Snell et al., 1993). Neste caso o numero de repeticdes esta
inversamente correlacionado com a idade de inicio da doenga, com uma transmissao
meidtica instavel em mais de 80% e maior incidéncia nas transmissGes paternas (Duyao et
al., 1993).

A doenca de Machado-Joseph (MJD) também esta associada a repeticdes CAG situadas
no cromossoma 14 (locus 14g32.1). Em individuos normais o gene contém entre 13 e 36
repeticdes CAG enquanto os doentes apresentam expansdes que variam entre 68 e 79
repeticdes (Kawaguchi et al., 1994).

Existem também repeti¢cdes dinucleotidicas CG (CpG islands) que sdo locais criticos
para a ocorréncia de mutacdes, estando cerca de 75% dos dinucledtidos CpG metilados
pela enzima metiltransferase, que adiciona a sequéncia um grupo 5-metilcitosina (Jobling
etal., 2004). A metilacdo tem um papel importante no controlo da expressao dos genes e
no controle da condensagao dos cromossomas (Jobling et al., 2004). A associa¢do destas
CpG islands a repeticdes de trinucledtidos leva a crer que as regides flanqueadoras e a
estrutura da cromatina perto dos tripletos desempenham um papel importante na
instabilidade das repeticdes (Gourdon et al., 1997).

As repeticbes de trinucledtidos sdo frequentes no genoma humano podendo ser
encontradas no Genebank mais de 100 /oci humanos com repeticdes AGC/GTC com mais
de 5 copias (Caskey et al., 1992). E por isso previsivel o aumento de doencas associadas a

este tipo de repetigdes.

1.2.3.2 Perda de heterozigotia e instabilidade de microsatélites

A perda de heterozigotia (LOH - Loss of Heterozigosity) esta frequentemente associada
a determinados tumores nos humanos nomeadamente o cancro colo rectal (Halling et al.,
1999), da mama (Schneider-Stock et al., 1998), da prdstata (Werely et al., 1996), da
bexiga (Agurell et al., 1992) dos ossos (Bovée et al., 1999) e leucemias (Pakkala et al.,

1991).
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No DNA dos tumores do colo rectal observa-se a existéncia de instabilidade de
repeticdes (CA), nos cromossomas 5q, 15q, 17p e 18q, nas células somaticas. Sao
observadas diferencas entre o DNA dos tecidos normais e o dos tecidos tumorais em
cerca de 28% dos casos. Esta instabilidade dos microsatélites esta significantemente
correlacionada com a localizacdo do tumor e com a sobrevivéncia dos pacientes e
inversamente com a perda de heterozigotia nos cromossomas 5q, 17p e 18q, o que
sugere que o mecanismo de aparecimento do cancro colo rectal podera ndo envolver
directamente a perda de heterozigotia (Thibodeau et al., 1993).

Por comparagdo do tecido tumoral e de um outro tecido do individuo, observam-se
alteracdes que permitem a deteccdo precoce (Serra et al., 2007) assim como a
determinacdo da sua forma de aparecimento e progressdo, consoante estejam ou nao
associadas a LOH (Bovée et al., 1999).

Designam-se por mutacdes RER (Replication Error) as mutagdes associadas a
sequéncias repetitivas de DNA, que ocorrem essencialmente ao nivel das células
somaticas (Liu et al., 1995) estando estas associadas a varios tipos de cancro
nomeadamente ao cancro da mama (Schwarzenbach et al., 2007), da préstata (Muller et
al., 2008) e ao carcinoma colo rectal (Hoff-Olsen et al., 1998). A maioria dos cancros de
cblon hereditarios é caracterizada por instabilidade de microsatélites, isto é, a
acumulacdo de mutacdes somaticas no tecido tumoral devido a defeitos no mecanismo
de reparacdo durante o emparelhamento (Di Rienzo et al., 1998), enquanto nos cancros
de célon esporadicos a instabilidade de microsatélites aparece em apenas cerca de 11 a
28% dos casos e s6 43% desses tém mutagdes nos genes de reparagdo do DNA (Honchel
etal., 1995).

Individuos com mecanismos de reparagao deficiente, normalmente devido a mutagdes
nos genes MSH2 ou MLH1 (Thibodeau et al., 1996; 1998), tém uma elevada frequéncia de
cancro do colo rectal associados ao aparecimento de instabilidade de microsatélites nas
células somaticas (Armour, 2006). MutacOes somaticas de microsatélites em células
cancerosas podem resultar da falta de fidelidade durante a replicacdo, tendo estas células
menos capacidade para corrigir mutac¢des apresentando uma elevada taxa de mutacdes

(Di Rienzo et al., 1998).
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1.2.3.3 Variacao do tamanho dos alelos no Receptor dos Androgéneos

Os Androgéneos e os receptores dos Androgéneos (AR) sdo essenciais para o
desenvolvimento e manutenc¢do do fendtipo masculino e da espermatogénese. O gene AR
esta localizado na regido q11-12 do cromossoma X (Lubahn et al., 1988) e é constituido
por 8 exdes (Ferlin et al., 2004). O receptor exibe dois /oci polimérficos localizados no
exdo 1, caracterizados por diferentes numeros de repeticdio CAG e GGC resultando em
diferentes tamanhos de poli-glutaminas e poli-glicinas no N-terminal TAD da proteina AR,
que parece controlar a fungdo AR. O nimero de repeticdes CAG varia entre 10 a 35
(média 21 a 23) enquanto o de GGC varia entre 4 a 24 (média 16 a 17), em homens
normais. Mutac¢des no gene AR causam uma variedade de defeitos relacionados com a
insensibilidade aos Androgéneos, nomeadamente infertilidade (Aiman et al., 1979; Hiort
et al., 2000). Longas repeticdes CAG resultam numa actividade transcricional reduzida
(Chamberlain et al., 1994, Choong et al., 1996). Por outro lado, pequenas repeticdes CAG
representam pequenas extensdes de poli-glutaminas que provocam uma maior
transcricdo de AR, associado ao aumento do risco de cancro de prdstata (Giovannucci et
al., 1997; Hakimi et al., 1997; Stanford et al., 1997). Aumentos moderados nas expansdes
de poli-glutaminas, apesar de estarem no intervalo normal de variagdes, podem também
alterar a funcdo de AR. Existem estudos que descrevem a existéncia de uma associacdo
entre o numero de repeticdes CAG e GGC e a infertilidade masculina e apesar de muitas
vezes ndo serem encontradas diferencas significativas na distribuicdo de CAG e GGC
qguando consideradas em separado, quando se juntam aparecem hapldétipos que
apresentam diferencas significativas entre pacientes e controlos. Alguns desses
haplétipos estdo associados ao aumento da susceptibilidade a infertilidade como
CAG=21/GGC=18 e CAG>21/GGC>18 com um risco relativo de 2,47 e 1,6 respectivamente
enquanto os hapldtipos CAG>23/GGC<16 apresentam um risco relativo de 0,09
parecendo conferir proteccdo contra a infertilidade (Ferlin et al., 2004).

Repeticbes curtas de GGC parecem aumentar o risco de cancro da prostata (Hakimi et
al., 1997; Stanford et al., 1997; Chang et al., 2002). Alelos longos de CAG e GGC estdo
relacionados com a diminuicdo da actividade do receptor e associados ao cancro da

mama (Suter et al., 2003) enquanto alelos de tamanhos pequenos de CAG<19 e GGC<15
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resultam num aumento da actividade do receptor e estdo associados ao cancro da
prostata, a idade precoce do aparecimento da doenga e um grau de desenvolvimento
maior na altura do diagndstico (Chen et al., 2002;).

Em ambos os microsatélites foram observadas diferencas significativas nos tamanhos
dos alelos entre populacdes africanas e ndo africanas sendo o numero de repeticdes CAG
menor nos Afro-americanos, intermédia nos europeus e mais alta nos asiaticos (Ferlin et
al., 2004). Este facto pode ser importante para justificar as diferencas étnicas observadas
na incidéncia de determinados cancros como o cancro da préstata que apresenta uma
incidéncia maior nos afro-americanos do que nos americanos descendentes de europeus
sendo muito baixa nos asiaticos (Hsing et al., 2000). Em casos de estudos de associacao é
muito importante considerar a possibilidade de existéncia de estratificacdo da populagao
pois as diferengas na frequéncia dos alelos podem levar a confusdes nos resultados de
associagOes por se deverem apenas a uma subestruturarao da populagao em estudo.

Os estrogéneos estdo associados a regulacdo de varios aspectos do comportamento
sendo algumas alteracGes atribuidas aos polimorfismos no gene receptor dos
androgéneos (Westberg et al., 2003). Varias experiéncias demonstraram que dois tipos
diferentes de células neurais podem ser afectadas em consequéncia de mutagdes no gene
AR podendo por isso considerar-se este gene associado a alteracdes neuroldgicas (Caskey
et al., 1992). Foi também encontrada uma associacao significativa entre o baixo niumero
de repeticdes GGC e o comportamento agressivo e impulsividade sexual em ambos os
sexos (Comings et al., 2002).

Varios estudos apontam para o efeito protector do baixo nimero de repeticdes CAG
no AR em relacdo ao cancro cerebral e do pescoco (Santos et al., 2004) mas no entanto
contribuem para um maior risco do cancro da mama (Elhaj et al., 2001), enquanto o
numero elevado de repeticoes GGC parece conferir um efeito protector (Suter et al,

2003).
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Foram estudadas as populacdes dos arquipélagos da Madeira, Acores e Cabo Verde

localizados no Oceano Atlantico (figura 3). Foram estudadas ainda a populagdo de

Portugal continental atendendo a que estes arquipélagos foram todos colonizados pelos

portugueses no século XV e a populagdo da Guiné-Bissau, uma das principais origens dos

escravos durante a colonizacdo das ilhas atlanticas.
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Figura 3: Mapa de localiza¢ao dos arquipélagos da Madeira, Acores e Cabo Verde situados no

Oceano Atlantico.

1.3.1 Arquipélago da Madeira

O Arquipélago da Madeira é constituido por duas ilhas habitadas, Madeira e Porto

Santo com cerca de 250.000 habitantes. Foi descoberto pelos portugueses em 1419,
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tendo sido iniciado o seu povoamento entre 1420 e 1425. Entre 1440 e 1450 é feita a
doacgdo das terras aos capitdaes donatdrios (Jodo Gongalves Zarco, Tristdo Vaz Teixeira e
Bartolomeu Perestrelo) que lideraram o processo de colonizagdo, ficando o arquipélago
dividido em trés capitanias: Funchal, Machico e Porto Santo (Pereira, 1989).

O povoamento comecgou na costa sul, com nobres portugueses, italianos, espanhdis e,
associados a cultura do aglicar vieram também escravos do Norte de Africa (Russell-
Wood, 1998).

A partir dai da-se um grande crescimento na populagdo, passando de 150 familias em
1440, para cerca de 3000 habitantes em 1460, aumentando para cerca de 15000
habitantes no inicio do século XVI. Durante esse periodo cerca de 50% dos povoadores
vieram do Norte de Portugal (Braga, Porto e Viana do Castelo) (Carita, 1999). Em finais do
século XV e inicio do século XVI, devido ao comércio do acucar, hd entrada e fixacdo de
italianos, flamengos, franceses e bretdes que se fixam nas vertentes meridionais da ilha,
surgindo como os principais proprietarios em varias localidades nomeadamente Jodo de
Bettencourt na Ribeira Brava e Jodo Esmeraldo na Ponta do Sol (Carita, 1999).

No inicio do século XVI havia cerca de 2000 escravos vindos da india (em Machico um
dos capitdes tinha 12 escravos indianos) e norte de Africa (Carita, 1999) e, depois da
descoberta de Cabo Verde, a Madeira comegou a receber escravos da costa Oeste
Africana, que chegaram a constituir, em meados do século XVI, 10% da populacdo
(Pereira, 1989).

Os escravos dispersaram-se por toda a ilha estabelecendo-se em coldnias mais
numerosas nas regides cultivadas de cana-de-aglcar como Faial, Machico, Santa Cruz e
Ponta do Sol (Pereira, 1989).

A maior parte dos escravos e libertos existentes na ilha nos séculos XVI e XVII
nasceram no Funchal nas freguesias da Sé e S3o Pedro. Hd também registos de
nascimentos no século XVI nas freguesias de Ribeira Brava e Canico e no século XVII em
Santa Cruz, Porto Santo, Ponta Delgada, Estreito da Calheta, Canico e Camara de Lobos.
Neste periodo, dos 3.168 escravos baptizados, apenas 6% se apresentavam com pai e
mae, sendo todos os outros ilegitimos e muitos deles resultando de relagdes de

concubinato entre as escravas e os senhores (Vieira, 1991).
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A costa norte incluida na capitania de Tristdo Vaz Teixeira manteve-se entre os séculos
XV e XVIII vinculada as estruturas de poder sedeadas em Machico enquanto na costa sul
varios municipios surgiram logo no inicio do século XVI como Ponta do Sol e Calheta
(Carita, 1999). No Porto Santo ficaram como testemunho dos primeiros colonizadores até
aos nossos dias nomes como Perestrelo, Baido, Brito, Castro, Coelho, Ferreira, Ruas e
Vasconcelos (Pereira, 1989).

Jodo Gongalves Zarco deixou uma larga descendéncia que se espalhou pela Madeira,
Acores, Brasil e continente portugués (Silva e Menezes, 1984). No século XIX cerca de
2000 madeirenses foram expulsos da Madeira por se terem convertido ao
Protestantismo, por influéncia do Escocés Robert Reid Kalley, tendo-se espalhado até a
ilha da Trindade, das Caraibas para o Ilindis, nos Estados Unidos, e dai para o arquipélago

do Havai (Fernandes, 2004).

1.3.2 Arquipélago dos Agores

E constituido por nove ilhas divididas em trés grupos: Oriental (S0 Miguel e Santa
Maria), Central (Terceira, S3o Jorge, Pico e Horta) e Ocidental (Flores e Corvo) com cerca
de 240.000 habitantes sendo a ilha de Sdo Miguel a mais povoada com cerca de 150.000
habitantes.

Foi descoberto pelos portugueses em 1431, sendo Santa Maria a primeira ilha a ser
descoberta logo seguida de S3ao Miguel, Terceira, Faial e Pico mas sé comecou
oficialmente a ser povoado em 1439. Sé em 1452 foram descobertas as ilhas do grupo
Ocidental, Corvo e Flores. O povoamento do grupo Central foi fortemente influenciado
pelos Flamengos, pois ja em 1490 estavam instalados nestas ilhas cerca de 2000
individuos provenientes da Flandres (Rogers, 1979). A capitania da ilha Terceira é doada a
Jacome de Bruges, da Flandres enquanto o Faial é colonizado por Jacob von Hurter da
Nuremberga. A partir do Faial, os flamengos teriam irradiado para as ilhas do Pico, Sao
Jorge e mais tarde para as Flores que, no final do século XV, se chamavam ilhas flamengas
(Frutuoso, 1977). Este arquipélago teve um papel importante no comércio maritimo entre

a América e a Europa durante os séculos XV e XVI. A sua posicao estratégia atraiu
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povoadores de diferentes origens, a maior parte portugueses mas também judeus,

escravos africanos, flamengos, franceses, italianos, ingleses e espanhdis (Guill, 1993).

1.3.3 Arquipélago de Cabo Verde

E constituido por 9 ilhas divididas em 2 grupos: Sotavento (Santo Ant3o, Sdo Vicente,
Sao Nicolau) e Barlavento (Santiago, Brava, Fogo, Boavista, Sal e Maio) sendo esta ultima
a Unica ilha desabitada. O conjunto das ilhas tem cerca de 463.000 habitantes, sendo a de
Santiago a mais povoada, com cerca de 240.000 habitantes.

O arquipélago foi descoberto em 1460 pelos portugueses e a sua colonizagdo comegou
pela ilha de Santiago que foi dividida em duas capitanias, tendo como donatarios o
italiano Anténio de Noli e Diogo Afonso, com privilégios iguais aos que foram concedidos
para a Madeira e Acores (Serrdo, 1980). Em 1461 sdo descobertas as ilhas de Sdo Nicolau,
Santa Luzia, Santo Ant3o e S3ao Vicente. Com o avang¢o meridional da expansdo e, mais
tarde, com a abertura da rota da india por via do Brasil, o arquipélago passou a
desempenhar um papel fundamental para a navegacdo atlantica (Serrdao, 1980), servindo
durante o periodo da escravatura como um interposto no comércio transatlantico de
escravos (Russell-Wood, 1998).

Os escravos eram capturados na regido da Senegambia (entre o Senegal e a Guiné) e
trazidos para as ilhas de Cabo Verde. A colonizacdo envolveu alguns homens europeus
(principalmente ibéricos) e escravos. Os europeus estabeleceram relagcdes com as
mulheres escravas originando os mulatos que constituem a populacdo actual destas ilhas.
A colonizacao foi feita em varias fases sendo Santiago a primeira ilha a ser colonizada
seguida pelo Fogo e Brava. SO no século XVI e especialmente durante o século XVII é que

foram colonizadas as outras ilhas (Barcellos, 1899).
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1.4 OBJECTIVOS

O objectivo geral deste trabalho é o estudo das aplicacdes dos microsatélites em varias
vertentes, nomeadamente estudos populacionais, datagdo de mutagdes e diagndstico de

doencas.

Pretende-se com este trabalho:

Estudar as populagées dos Arquipélagos da Madeira, Agores e Cabo Verde, situados no
Oceano Atlantico e que foram colonizados pelos Portugueses no século XV, de modo a
verificar a influéncia dessa colonizacdo na populacdo actual destes arquipélagos bem
como a influéncia africana devido ao comércio de escravos no inicio da colonizagdo. Para

tal, recorrer-se-a ao estudo dos microsatélites neutrais autossémicos e do cromossoma Y.

Criar bases de dados das 3 populagdes que possam ser utilizadas em averiguagdes de
paternidade, onde a frequéncia dos alelos é importante para a determinacdo do indice de

Paternidade e consequentemente da Probabilidade de Paternidade.

Definir hapldtipos, associa-los aos haplogrupos (que sdo definidos por mutacdes
pontuais) e estudar a influéncia das linhagens paternas nos trés arquipélagos, utilizando
microsatélites do cromossoma Y e comparar com estudos de DNA mitocondrial para as
mesmas populacdes, o que permitird analisar as diferencas que possam existir na

colonizag¢dao em relagdo as linhagens masculina e feminina.

Averiguar a existéncia de fendmenos como o efeito fundador e deriva genética nas
populacdes da Madeira e dos Agores, bem como a possivel ocorréncia de mutacgdes
pontuais recorrentes no cromossoma Y, utilizando a variabilidade dentro dos

microsatélites do cromossoma Y e a construcdo de diagramas em rede (networks).

Definir a idade de coalescéncia de mutac¢des, nomeadamente as detectadas no gene
DAZ (Delected in Azospermia) localizado na regido AZFc (Azoospermic Factor) do

cromossoma Y, recorrendo aos microsatélites do cromossoma Y.

Estudar o numero de repeticdes GGC no gene FMR1 (Fragile X Mental Retardation),

situado no cromossoma X e associado a sindrome do X-Fragil, nas populacdes da Madeira
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e da Guiné-Bissau, o que permitird inferir acerca da probabilidade da ocorréncia de

individuos doentes e pré-mutados nestas populagoes.

Determinar a frequéncia do nimero de repeti¢des dos tripletos CAG e GGC do gene AR
(Androgen Receptor) do cromossoma X em individuos com infertilidade masculina,
provenientes de uma populacdo do Norte de Portugal e em individuos que apresentam
niveis de PSA elevados na populagdo da Madeira, definir haplétipos e comparar as

populagdes.

Analisar a variabilidade de dois polimorfismos do gene /L4 (ILARP2 e IL4590) localizados
no cromossoma 5 e averiguar a existéncia de Desequilibrio de Ligacdo (LD - Linkage
Disequilibrium) entre dois microsatélites (D55818 e CSF1PO) e estes dois polimorfismos.
Serd entdo possivel inferir sobre a sua ancestralidade e evolug¢dao, de modo a perceber a
diferenca existente na frequéncia desses polimorfismos nas populacdes da Madeira,

Acores, Cabo Verde, Guiné-Bissau e Portugal Continental.
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Material e Métodos

2.1 SELECGAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram todas recolhidas em regime de voluntariado, e com consentimento
informado. Os locais de colheita foram quartéis militares ou hospitais, mediante
protocolos oficiais assinados entre a Universidade da Madeira e os governos ou
instituicoes participantes. Os estudos envolvendo doentes tiveram a aprovacdo das

comissdes de ética das institui¢des participantes.

2.1.1. Estudos Populacionais

Foram seleccionadas amostras de sangue de individuos com base na origem familiar e
pertencendo a mesma regido ha pelo menos trés geracdes, oriundos da Madeira, Acores
e Cabo Verde, bem como de duas populacdes de referéncia, Portugal Continental, de
onde provieram os primeiros colonizadores e Guiné-Bissau, que foi uma das principais

origens dos escravos durante a colonizacao das ilhas atlanticas.

Populagdao da Madeira

O perfil de 106 individuos do arquipélago da Madeira foi determinado através do
estudo dos microsatélites autossdmicos (Publicacdo |: Fernandes et al., 2002). Os
individuos foram divididos em quatro areas geograficas: Nordeste (n=49), Sudoeste
(n=37), Funchal (n=13) e Porto Santo (n=7).

No estudo dos microsatélites do cromossoma Y foi determinado o perfil de 142

individuos do Arquipélago da Madeira (Publicacdo II: Fernandes et al., 2001), divididos
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também nas mesmas quatro dreas geogrdficas: Nordeste (n=47), Sudoeste (n=37),

Funchal (n=35) e Porto Santo (n=23).

Populagido dos Agores

Foram estudados 100 individuos do Arquipélago dos Acores, utilizando 16
microsatélites autossémicos (Publicagdo lll: Velosa et al., 2002) divididos em trés grupos
de ilhas: Oriental - S. Miguel (n=42) e Santa Maria (n=3); Central - Terceira (n=22), Faial
(n=9), Sao Jorge (n=7) e Pico (n=10); Ocidental - Graciosa, Flores e Corvo (n=6). Foram
ainda estudados os microsatélites do cromossoma Y nos mesmos individuos (Publicacao

IV: Fernandes e Brehm, 2003).

Populacdo de Cabo Verde

Foram definidos os perfis de 161 individuos de oito das nove ilhas, divididos em 2
grupos: Barlavento — S3do Nicolau (n=12), Santo Antdo (n=55) e Sdo Vicente (n=18) e
Sotavento — Fogo (n=22), Santiago (n=42), Brava (n=8), Boavista (n=4) e Sal (n=3)
(Publicagdo V: Fernandes et al., 2003).

Populacao de Portugal Continental

A populacdo de Portugal Continental foi subdividida em 3 grupos: Norte (n=120),
Centro (n=127) e Sul (n=151) num total de 398 individuos tendo sido estudados apenas 5
microsatélites (CD4, FES, TPOX, THO1 e VWA) nesta populacdo (Publicacdo VI: Fernandes
e Brehm, 2002).

Populac¢do da Guiné-Bissau

Foram estudados 101 individuos da populacdo da Guiné-Bissau, divididos em 10
grupos étnicos: Balanta (n=10), Bijagds (n=10), Cassanga (n=9), Felupe (n=11), Fula (n=10),
Mandinga (n=11), Manjaco (n=10), Massonca (n=10), Nalu (n=11) e Sussu (n=9)
(Publicacdo VII: Gongalves et al., 2002).
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2.1.2. Estudo da variabilidade de haplétipos no cromossoma Y

Foram definidos os hapldtipos utilizando 11 microsatélites (DYS19, DYS389 | e I,
DYS390, DYS391, DYS392, DYS393, DYS385, DYS438, DYS439 e DYS460) de individuos
pertencentes ao haplogrupo E3b das popula¢cdes do Norte de Portugal (n=21), Centro de
Portugal (n=15), Sul de Portugal (n=8), Cabo Verde Norte (n=27), Cabo Verde Sul (n=13) e
Guiné-Bissau (n=17) (Publicacdo VIII: Fernandes et al., 2008a).

Foram ainda definidos hapldtipos, utilizando os mesmos 11 microsatélites, de
individuos de varios haplogrupos das populagdes da Madeira (n=140) e Acgores (n=100)

(Publicacdo IX: Fernandes et al., 2008b).

2.1.3. Estudo da variabilidade do gene DAZ do cromossoma Y

Foram utilizados 95 individuos inférteis e 90 férteis, com o perfil do gene DAZ
previamente determinado. Estas determinacGes foram realizadas no Servico de Genética
da Faculdade de Medicina do Porto. Foi determinado o hapldtipo para todos os
individuos, utilizando 10 microsatélites do cromossoma Y. (Publicacdo X: Fernandes et al.,

2006).

2.1.4. Detecgao de trissomias por PCR

Foram utilizadas 120 amostras de liquido amnidtico (1mL), colhidas por amniocentese
a mulheres gravidas com mais de 35 anos que foram a consulta de obstetricia do Hospital
Central do Funchal, para despiste de anomalias cromossémicas principalmente devido a

idade materna.
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2.1.5. Estudo do numero de repeticbes CAG/GGC do gene AR, associadas a

infertilidade masculina

Foram utilizados 95 individuos inférteis e 90 férteis, assim considerados por terem
pelo menos um filho. Os individuos inférteis foram divididos e classificados segundo a
patologia apresentada. Estas amostras foram cedidas pelo Servico de Genética da

Faculdade de Medicina do Porto.

2.1.6. Estudo do numero de repeti¢gées CAG/GGC do gene AR, associado aos niveis de

PSA

Foram utilizadas para este estudo caso/controle 199 individuos do sexo masculino,
seleccionados aleatoriamente entre os utentes do Laboratdrio de Patologia Clinica do
Hospital Central do Funchal. Os individuos foram divididos em dois grupos pelos valores
de referéncia de PSA segundo os parametros de referéncia definidos (Freedland et al.,
2004). Os individuos do grupo com PSA elevado (n=97), apresentavam valores de PSA > 2
ng/mL quando a idade era inferior a 50 anos e 24 ng/mL quando a idade era igual ou
superior a 50 anos. Do grupo dos controlos (n=102) fazem parte os individuos com valores

de PSA inferiores aos ja referidos.

2.1.7. Determinag¢do do numero de repeticdes GGC do gene FMR1 (Fragile X Mental

Retardation)

Foram seleccionadas aleatoriamente 115 individuos da Madeira e 104 individuos da
Guiné-Bissau da amostragem existente no Laboratério de Genética Humana. Foram
utilizadas amostras de sangue de 26 individuos da Madeira com elevado Ql, definido de
acordo com o teste das inteligéncias multiplas de Gardner (Gardner, 1993) e 25 individuos

da Madeira com suspeita de Sindrome de X-Fragil.
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2.1.8. Estudo da variabilidade de dois polimorfismos do gene /L4

Foram utilizados os resultados da tipagem dos microsatélites CSF1PO e D5S818 dos
individuos da Madeira (n=93), Agores (n=85), Cabo Verde Norte (n=60), Cabo Verde Sul
(n=101) e Guiné (n=104) para determinar a variabilidade de dois polimorfismos do gene
IL4 (RP2 e 590 C/T), localizado no cromossoma 5. Foram considerados apenas os
individuos com os gendtipos 183/183 TT (n=27), 253/253 TT (n=8) e 253/253 CC (n=124)

(Publicacdo XI: Berenguer et al., submited).

2.2. EXTRACGCAO DE DNA

O DNA foi extraido pelo método do Chelex ( Walsh et al., 1991) adaptado por Laréu et
al. (1994). Este método rapido e barato (Hoff-Olsen et al., 1999), consiste na utilizacdo de
uma resina (Chelex) que se agrega aos diversos componentes celulares, excepto DNA,
permitindo a sua extraccdo de forma rdpida e com boa qualidade para amplificacdo por
PCR (Vigilant, 1999).

Os métodos baseados em resinas como o Chelex, quando comparados com métodos
organicos, revelam-se melhores visto serem mais rapidos, requererem menos passos de
transicdo, ndo necessitarem de reagentes perigosos e o custo dos reagentes ser menor. E
o método mais recomendado na preparacdo do DNA para amplificacdo a partir de

pequenas quantidades de sangue (Vandenberg et al., 1997).

2.3. QUANTIFICACAO DO DNA

A quantificacdo do DNA foi feita por espectroscopia de absorc¢do. Este método baseia-
se no facto dos constituintes da molécula de DNA absorverem radia¢Ges ultravioletas, na
ordem dos 260 nm. A quantificacdo das amostras foi feita com o espectrofotdmetro
GeneQuant Il (Pharmacia Biotech), o qual indicou valores na ordem dos 40 a 100 ng por

microlitro de solucao.
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2.4. AMPLIFICAGAO DO DNA POR PCR

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi descrita por Mullis e colaboradores
(Mullis et al., 1986) e tem por objectivo aumentar a quantidade de sequéncias especificas
da cadeia de DNA. A base tedrica da PCR assenta no conhecimento da sequéncia
nucleotidica e da organizacdo funcional do DNA (Kleppe et al., 1971), simulando in vitro a

cascata de reacgdes que se processa nas células.

2.4.1. Microsatélites autossomicos

Fez-se a determinacdao do perfil dos individuos com os microsatélites autossémicos
D21S11, D18S51, Penta E, D55818, D13S317, D75820, THO1, CSF1PO, D16S539, Penta D,
VWA, D851179, TPOX, FGA utilizando o kit PowerPlex®16 System (Promega).

A amplificacdo dos fragmentos de DNA foi feita por PCR (Polymerase Chain Reaction)
com condi¢Bes varidveis consoante os marcadores a estudar.

A mistura de PCR foi a do kit utilizado, excepto para os microsatélites isolados (CD4 e
FES), marcados ou ndo com fluorescéncia, em que se utilizaram tampao 25 mM (Firepol),
MgCl2 25 mM (FirePol), nucledtidos (dNTPs) a 2 mM (Promega) e os primers a 10 pmol/ul
(MWG Biotech) e 1U Tag-polymerase a 5U/ul (FirePol Solis Biodyne), para um volume
total de 25 pl.

2.4.2. Detecgao de trissomias por PCR

Foram utilizados 8 microsatélites dos cromossomas 13 (D13S631, D13S634), 18
(D18sS535, MBPB), 21 (D21S11, D21S1414, D21S1212) e X (XHRP) bem como a
amelogenina que permitiu determinar o sexo de todos os individuos (tabela 1). A mistura
de PCR foi: tampao B 10x (Solis BioDyne), MgCl, 25 mM (Solis BioDyne), primers 10
pmol/ul (MWG Biotech), dNTPs (ATP, CTP, TTP e GTP) 1 mM (Promega) e Tag DNA
polimerase FirePol® a 5 U/ul (Solis BioDyne). As condi¢cdes de amplificacdo foram:

desnaturacdo inicial a 95 °C, durante 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a



Material e Métodos
94 °C, annealing a 60 °C, durante 48 segundos e extensdo a 72 °C durante 1 minuto

seguidos de uma extensao final a 72 °C durante 5 minutos (Pertl et al., 1996).

Tabela 1: Microsatélites autossomicos estudados para a determinacdo das trissomias (Pertl
et al., 1996; Adinolfi et al., 1997).

Locus Label Primers Forward e Reverse Localizagdo

D21S11 FAM TATGTG AGT CAATTC CCC AAG TGA 21921
GTT GTA TTA GTC AAT GTT CTC CAG

D21S1414 FAM AAATTA GTG TCT GGC ACC CAG TA 21922.3
CAATTC CCCAAG TGA ATT GCCTTC

D21S1412 FAM CGGAGGTTG CAGTGAGTT G 21922.2
GGG AAG GCT ATG GAG GAG A

D13S631 HEX GGC AACAAG AGCAAAACTCT 13g31-32
TAG CCCTCACCATGATIGG

D13S634 HEX TCC AGA TAG GCA GAT TCA AT 13q14.3
CCTTCTTCT TCCCATTGATA
MBPB HEX GGA CCT CGT GAATTACAATC 18q23-qgter
ATT TACCTA CCT GTT CAT CC
D18S535 FAM TCATGT GAC AAAAGC CACAC 18g12.2

AGA CAG AAATAT AGATGA GAATGCA

AMXY FAM CTG ATG GTT GGC CTC AAG CCT Xp22.3/
ATG AGG AAACCAGGGTTCCA Ypll.2
XHPRT FAM ATG CCA CAG ATA ATA CACATC CCC Xqg26.1

CTC TCC AGA ATA GTT AGA TGT AGG TAT

2.4.3. Microsatélites do cromossoma Y

Fez-se a determinacdo dos haplétipos dos individuos utilizando entre 8 e 11
microsatélites do cromossoma Y.

A amplificacdo dos fragmentos de DNA foi feita por PCR, variando as condicdes
consoante os marcadores a estudar. Os primers utilizados estdo indicados na tabela 2
para 10 microsatélites localizados em varias zonas do cromossoma Y, utilizando-se

primers marcados com fluorescéncia tendo sido utilizado quatro kits comerciais
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nomeadamente o PowerplexY (Promega), o Yfiler (Applied Biosystems) e o Yplex 5 e Yplex

6 (Reliagene).

Tabela 2: Referéncias dos microsatélites do cromossoma Y utilizados.

Locus Label Primers Forward e Reverse Referéncias

DYS19 FAM CTA CTG AGT TTC TGT TAT AGT Kayser et al. (1997)
GGG TTA AGG GA GTG TCACTA Beleza et al. (2003)

DYS385 HEX AGC ATG GGT GACAGA GCT A Schneider et al (1998)
CCAATTACATAGTCCTCCTTTC

DYS389 1 ell FAM CCA ACT CTCATCTGT ATT ATC TAT Kayser et al. (1997)

TCT TAT CTC CAC CCA CCA GA

DYS390 FAM TAT ATTTTA CACATT TTT GGG CC Kayser et al. (1997)
TGA CAG TAA AAT GAA CACATT GC

DYS391 TET CTATTC ATT CAATCATACACCCA Kayser et al. (1997)
CTG GGA ATAAAATCTCCCTGG TTG CAAG Gusmao et al. (2000)

DYS392 FAM AAA AGC CAA GAA GGA AAACAAA Kayser et al. (1997)
AGA CCC AGT TGA TGC AAT GT

DYS393 FAM GTGGTCTTCTACTTG TGT CAATAC Kayser et al. (1997)
AAC TCA AGT CCA AAA AATGAG G

DYS437 TET GAC TAT GGG GGT GAG TGC AT Gusmado et al. (2002)
AGA CCCTGT CATTCA CAG ATG A

DYS438 HEX TGG GGA ATA GTT GAA CGG TAA Gusmado et al. (2002)
GTG GCA GAC GCC TAT AAT CC

DYS439 TET TCC TGA ATG GTACTT CCTAGG TTT Gusmado et al. (2002)

GCCTGG CTT GGAATTCTTTT

A mistura de PCR foi a dos kits utilizados excepto para os microsatélites separados

DYS388 e DYS460), marcados com fluorescéncia, em que se utilizaram tampao 25 mM

(Firepol), MgCl2 25 mM (FirePol), nucledtidos (ANTPs) a 2 mM (Promega) e os primers a

10 pmol/ul (MWG Biotech) e 1U Taqg-polimerase a 5U/ul (FirePol Solis Biodyne).
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2.4.4. Estudo da variabilidade do gene DAZ do cromossoma Y

Foram utilizados 11 microsatélites do cromossoma Y (tabela 2) que permitiram
construir haplétipos de modo a determinar a idade de coalescéncia e a variabilidade de
polimorfismos no cromossoma Y nomeadamente no gene DAZ situado na regido AZFc,

tendo sido utilizadas as mesmas condi¢des descritas em 2.4.3.

2.4.5. Estudo do numero de repeti¢oes CAG/GGC no gene receptor dos Androgéneos

(AR)

Foram utilizadas as condi¢des e os primers especificos para dois microsatélites (CAG e

GGC) localizados no gene receptor de androgéneos situado no cromossoma X (tabela 3)

Tabela 3: Referéncias dos primers para a amplificagao das repeticoes CAG e GGC do gene AR

(Giovannucci et al., 1997).

Locus Label Primers Forward e Reverse Tamanho (pb)

CAG FAM TCC AGA ATC TGT TCC AGA GCG TGC 252-294
GCT GTG AAG GTT GCT GTT CCT CAT (alelos 14 a 28)

GGC FAM ACC CTC AGC CGC CGC TTC CTC ATC 192-246
GGA AAG CGA CTT CAC CGC ACC TGA TGT GTG (alelos 7 a 21)

Foi utilizada para a determinacdo do numero de repeticdes GGC a seguinte mistura de
PCR: tampdo B 10x (Solis BioDyne), MgCl, 25 mM (Solis BioDyne), primers 10 pmol/ul
(MWG Biotech), DMSO a 15% (Sigma), 7’deaza-2’-dGTP 2 umol (GEhealthcare), dNTPs (1
mM de ATP, CTP, TTP e 0,1 mM de GTP (Promega) e Tag DNA polimerase FirePol® a 5
U/ul (Solis BioDyne) para um volume final de 25 pl. Para a amplificacdo do nimero de
repeticdes CAG foram utilizadas as seguintes condi¢des: tampdo B 10x (Solis BioDyne),

MgCl, 25 mM (Solis BioDyne), primers 10 pmol/ul (MWG Biotech), dNTPs 1 mM (ATP, CTP,
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TTP e GTP) (Promega) e Taqg DNA polimerase FirePol® a 5 U/ul (Solis BioDyne) para um

volume final de 25 pl.

2.4.6. Estudo do numero de repeti¢oes CGG do gene FMR1

Utilizaram-se para este estudo os primers NFMR1F (5'-CTCCGTTTCGGTTTCACTTC-3’) e
NFMR1R (5’-CACCAGCTCCTCCATCTTCT-3’) desenhados pelo programa PRIMER3
(http://frodo.wi.mit.edu). A PCR foi efectuada segundo Faradz et al. (2000) com algumas
modificagdes: desnaturagao inicial 3 minutos a 94 °C seguida de 35 ciclos a 94 °C durante
1 minuto, 52 °C, 1 minuto, 72 °C, 1 minuto com uma extensdo final de 3 minutos a 72 °C.
A mistura da reaccdo foi a seguinte: tampdo B 10x (Solis BioDyne), MgCl, 25 mM (Solis
BioDyne), primers 10 pmol/ul (MWG Biotech), DMSO a 15% (Sigma), 7’deaza-2’-dGTP 2
umol (GEhealthcare), dNTPs (1 mM de ATP, CTP, TTP e 0,1 mM de GTP (Promega) e Taq

DNA polimerase FirePol® a 5 U/ul (Solis BioDyne) para um volume final de 25 pl.

2.4.7. Estudo da variabilidade de dois polimorfismos do gene IL4

Utilizaram-se para este estudo os resultados da tipagem dos microsatélites CSF1PO e
D5S818 obtidos no estudo das popula¢des da Madeira (Publicagdo I: Fernandes et al.,
2002), Acores (Publicacdo lll: Velosa et al., 2002), Cabo Verde (Publicacdo V: Fernandes et
al., 2003) e Guiné-Bissau (Publicacdo VII: Gongalves et al., 2002). Analisou-se em primeiro
lugar se os 2 polimorfismos do gene /L4 localizado no cromossoma 5 estavam em LD
fazendo o mesmo em relacdo aos 2 microsatélites utilizados (D55818 e CSF1PO) e os
polimorfismos analisados (IL4590C/T e IL4RP2). Seleccionaram-se os individuos que eram
duplos heterozigdticos e esses foram excluidos pois ndo era possivel determinar a qual
alelo estava ligado cada um dos polimorfismos a estudar. Determinou-se depois a
variabilidade dos microsatélites para cada um dos polimorfismos separados e em

conjunto uma vez que os dois se encontravam em LD.


http://frodo.wi.mit.edu/
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2.5. VISUALIZAGAO DO DNA

A separagao e visualizagdo do DNA foi feito por dois métodos, um manual e outro

automatico como a seguir se descreve.

2.5.1. Electroforese em gel de acrilamida

As amostras foram colocadas num gel de acrilamida T9C5 (9% de acrilamida e 7% de
bis-acrilamida) e sujeitas a uma corrente eléctrica de 150 V e a sua visualizagao foi feita
por nitrato de prata (Budowle et al, 1991), por compara¢dao do tamanho das bandas

utilizando como amostras de referéncia amostras ja tipadas noutros laboratérios.

2.5.2. Eectroforese capilar

Os fragmentos amplificados foram separados num ABI Prism 310 Genetic Analyser
(Applied Biosystem) utilizando um capilar de 47 cm e o polimero POP4. Os dados foram
analisados utilizando o software Genescan ver 3.1.2 (Applied Biosystem). Foram utilizados
os seguintes marcadores de tamanho: ILS600 (Promega) para os kits Powerplex e Yplex
(Promega) e o GeneScan-500 TAMRA (Applied Biosystem) para os kits Yplex5 e Yplex6

(Reliagene) e para os primers marcados com fluorescéncia.

2.6. ANALISE ESTATISTICA

Foram determinadas para todas as populacdes as frequéncias alélicas, o indice de
diversidade génica (Dst), o indice de fixacdo (Fst), o Linkage Disequilibrium (LD), equilibrio
de Hardy-Weinberg (HW), distancia genética entre populacbes e andlise de variancia
molecular (AMOVA, Excoffier et al.,, 1992) utilizando o programa ARLEQUIN v3.0
(Excoffier et al., 2005; http//Igb.unige.ch/arlequin/).
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Utilizou-se o programa GENEPOP (Raymond e Rousset, 1995) para calcular a
diversidade haplotipica e a diversidade génica segundo Nei (1987).

A comparagdo entre o numero de repeticdes CAG e GGC foi feita pelo teste exacto de
Fisher. Os riscos relativos e os respectivos intervalos de confianca (95%) foram calculados
com base na distribuicdo normal de individuos. Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.

Frequéncias alélicas

A frequéncia alélica é calculada pela relacdo entre o nimero de vezes que um alelo é
encontrado no total de individuos.

As frequéncias alélicas sdo um parametro importante nos estudos de teor evolutivo,
pois a variagao genética de uma populagao é normalmente determinada através das

diferencas das respectivas frequéncias alélicas.

indice de Diversidade Génica (Dst)

A heterozigotia é uma medida de variacdo genética de uma populacdo. No entanto,
numa populagdo com cruzamentos ndo ao acaso usa-se o termo diversidade génica.
Neste caso, a heterozigotia ndo é a frequéncia observada de heterozigbticos na
populagdo mas sim a heterozigotia esperada, assumindo que a populacdo estd em
equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei, 1973). Este parametro foi calculado para cada
microsatélite para cada populacdo através do programa ARLEQUIN vs 3.0 (Excoffier et al.,
2005).

A diversidade génica, equivalente a heterozigotia, corresponde a probabilidade de dois
alelos escolhidos ao acaso, num determinado locus nao estarem presentes no mesmo
individuo (Nei, 1987). A partir da comparacdo dos valores de heterozigotia observada e

esperada é possivel determinar efeitos de bottleneck (Cornuet e Luikart, 1996).
Equilibrio de Hardy-Weinberg

O equilibrio de Hardy-Weinberg estipula que numa populacdo infinitamente grande,

em que os cruzamentos ocorrem ao acaso e sobre o qual ndo hd actuacao de factores
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evolutivos (seleccdo, migracdo ou mutacdo) as frequéncias génicas e genotipicas
~ A .

permanecem constantes ao longo das geragdes. Este equilibrio traduz-se na equagdo p* +

2pq + g2 =1, em que p e g correspondem as frequéncias dos alelos de um determinado

locus (Hardy, 1908).

indice de fixagdo (Fst)

Este parametro é utilizado para comparar duas populacdes e pode ser usado como
uma medida para estimar as distancias genéticas entre essas populagdes. Foi calculado
através do programa ARLEQUIN vs. 3.0 (Excoffier et al., 2005). O indice Fst tem um valor
maximo de 1, sendo que este valor significa uma distancia genética maxima entre as
populacdes em comparacao (Excoffier et al., 2005).

O calculo da distancia genética e os valores de Fst tém em conta as diferencgas
entre pares de populacdes (pairwise difference), sendo estes valores, uma boa medida do
grau de diferenciacdo genética relativa, dependente ndo sé das frequéncias haplotipicas
como também do valor de Heterozigotia (Reynolds et al., 1983). A distribuicdo nula
refere-se a hipdtese de ndo haver diferencas entre as populagdes e é obtida permutando
os haplétipos entre populagdes, estabelecendo-se um valor fixo de Fst. A probabilidade
correspondente refere-se a proporc¢do de permutacdes nas quais o valor de Fst é superior
ou igual ao observado. Varia entre 0 e 1, em que 1 se refere a popula¢gdes que nao
partilham nenhum dos hapldtipos. Valores de Rst sdo andlogos aos Fst mas baseados no
modelo SMM (stepwise Mutation Model; Slatkin, 1995), sendo considerados mais
apropriados para estudos com os microsatélites. Valores de Rst altos indicam uma grande
distancia genética entre populacbes e provavelmente regides do genoma sujeitos a
seleccdo (Kayser et al., 2003). Estudos de associacdo entre STRs e outras mutacdes
permitem detectar mutacdes favoraveis. Se a frequéncia do alelo seleccionado aumenta,
0 mesmo é esperado para a frequéncia do alelo do STR que estd no mesmo hapldtipo que
o alelo sujeito a seleccio dependendo, no entanto, do numero de alelos e

consequentemente da heterozigotia nesse locus (Kayser et al., 2003).
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Teste exacto de diferenciagcdao populacional

Este teste compara as frequéncias alélicas absolutas das diferentes popula¢des de
modo a determinar a hipdtese de distribuigdao aleatdria dos individuos nessas populagdes.
Este teste é andlogo ao teste exacto de Fisher (tabela de contingéncia 2x2) (Excoffier et
al., 2005) e é definido pela construcdo de uma tabela em que cada linha corresponde a
uma populagdo e cada coluna ao numero de haplétipos (Rousset e Raymond, 1995). O
teste é considerado significativo se o valor de p for inferior ao nivel de significancia e
nesse caso as duas populagdes sao consideradas significativamente diferentes, utilizando-

-se quando a amostra é pequena (Excoffier et al., 2005).

Linkage Disequilibrium (LD)

Consiste numa associacdo ndo casual de dois ou mais alelos de diferentes loci no
mesmo cromossoma (Weir, 1996). O Linkage Disequilibrium é de primordial importancia
nos estudos genéticos populacionais pelas implicacdes bioldgicas e médicas que possui,
sendo de particular importancia no mapeamento de genes responsaveis por doencas em
humanos (Li e Stephens, 2003). O Delta (D) é a medida absoluta do Linkage Disequilibrium
e é definido pela diferenca entre a frequéncia haplotipica observada e a frequéncia
haplotipica esperada, tendo em conta a prevaléncia dos alelos que compdem o haplétipo
(Weir, 1996).

Utilizando associacdes de LD poder-se-a obter um conhecimento da variagdao do
genoma apenas conhecendo uma pequena quantidade de loci polimdrficos (Goldstein,
2001).

Padrdes de LD em genes e em regides ndo codificantes podem diferir entre as varias
regides do genoma e dentro das populagdes (Goldstein, 2001).

Mesmo que os pontos criticos de recombinagdo sejam comuns no genoma humano, o
padrdo de LD podera ndao ser o mesmo para todas as populacdes dai a importancia de

realizar estudos de LD em varias populacdes (Stumpf e Goldstein, 2003).



Material e Métodos

Datacdao de mutagoes

A idade de coalescéncia de varias mutag¢Oes foi estimada a partir da variagdo de
microsatélites do cromossoma Y determinando-se o quadrado da média das diferencas
no numero de repeticdes entre todos os cromossomas e o haplétipo fundador (sendo
este constituido pelo conjunto dos alelos mais frequentes de cada microsatélite), dividido
pela taxa de mutagdao W=6,9 x 10 4 por 25 anos (Zhivotovsky et al., 2004).

A idade de coalescéncia foi expressa em milhares de anos (Kya) e a amostra minima

considerada para o calculo da idade de coalescéncia foi de seis individuos.

Construgao de Networks

Utilizou-se o programa NETWORK (Bandelt et al/, 1995; 1999) para a determinacgao de
ligacGes entre os varios haplétipos. Estas ligacdes ajudam a ilustrar as possiveis relacdes
entre os varios individuos com base na variabilidade dos microsatélites do cromossoma Y.

A construcdo de Networks para o cromossoma Y pode ser uma ferramenta util no
estudo da evolugdo das linhagens paternas. A grande diversidade dos hapldtipos indica
que este cromossoma ndo foi alvo de seleccdo recente apesar das repeti¢des
tetranucleotidicas serem muito varidveis e sujeitas a uma alta taxa de mutacao (Cooper et

al., 1996).

Odds Ratio

O Odds ratio (OR) é uma medida utilizada em epidemiologia para avaliar o risco de
ocorréncia de um resultado particular em individuos expostos a um dado factor,
relativamente a individuos que ndo foram expostos a esse factor. Pode ser descrito
matematicamente como: OR=AD/BC, em que A sdo 0s casos expostos, B 0s casos ndo
expostos, C os controlos expostos e D os controlos ndo expostos (Schlesselman, 1982).

A regressao logistica foi utilizada para calcular os valores de OR, os intervalos de
confianga (IC) a 95% e os respectivos valores de P. Para valores de OR superiores a 1
considerou-se que nos casos havia uma maior propor¢ao de expostos relativamente aos
ndo expostos. Nos resultados dos estudos de associa¢do, para os Intervalos de Confianga

foram consideradas duas possibilidades: ndo existem diferencas significativas entre casos
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e controlos, para IC englobando a unidade e existem diferencgas significativas entre casos

e controlos para IC ndo englobando a unidade (Quinn e Keough, 2002).

Determinagao de Paternidade

Foram feitos os calculos para o indice de paternidade e a probabilidade de paternidade
considerando a mae, um filho e o pressuposto pai (tabela 4) e considerando apenas o
filho e o pressuposto pai (tabela 5) (Yepes, 2006), utilizando quatro bases de dados
distintas, nomeadamente a da Madeira (Publicacdo I: Fernandes et al., 2002), Acores
(Publicagdo lll: Velosa et al., 2002), Cabo verde (Publicagdo V: Fernandes et al., 2003) e

Guiné (Publicagao VII: Gongalves et al., 2002).

Tabela 4: Formulas que permitem o cdlculo do indice de paternidade para todos os casos

possiveis de gendtipos considerando o trio mae, filho e pressuposto pai.

Genotipo do Genotipo Genotipo X Y indice de
pressuposto pai da mae do filho Paternidade
AA AA 1 a 1/a
BB AB 1 a 1/a
AA AB AA % 1/2a 1/a
AB AB % %(a+b) 1/a+b
BC AB % 1/2a 1/a
AA AA % a 1/2a
AA AB % b 1/2b
cC AC % a 1/2a
AB AA Ya 1/2a 1/2a
AB AB AB % %(a+b) 1/a+b
AC AA Ya 1/2a 1/2a
AC AC Ya Y(a+c) ¥(a+c)
AC AB Ya 1/2b 1/2b
AC BC Ya 1/2b 1/2b

CcD AC Ya 1/2a 1/2a
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Tabela 5: Férmulas que permitem o cdlculo do indice de paternidade para todos os casos

possiveis de gendtipos considerando apenas um filho e o pressuposto pai.

Genotipo do Genotipo X Y indice de
Pressuposto pai do filho Paternidade
AA AA a a’ 1/a
AA AB 1/2a a’ 1/2a
AB AA b 2ab 1/2a
AB AB ¥(a+b) 2ab a+b/4ab

AB AC 1/2b 2ab 1/4a
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3.1 ESTUDOS POPULACIONAIS

Foram feitos os estudos das popula¢des do Arquipélago da Madeira, Agores e Cabo
Verde utilizando microsatélites autossomicos e microsatélites do cromossoma Y.
Posteriormente foram feitas comparagdes entre as vdrias populagées, utilizando como

populacdes de referéncia Portugal Continental e Guiné-Bissau.

3.1.1 Populagao da Madeira

Foi determinado o perfil dos individuos para varios microsatélites. Alguns individuos
foram tipados manualmente apenas para cinco microsatélites ndo havendo por isso
informacdo acerca dos outros microsatélites. Foram calculadas as frequéncias alélicas de
17 microsatélites para a popula¢ao da Madeira. Deste estudo concluiu-se que a Madeira
ndo difere estatisticamente do Norte de Portugal apesar de aparecerem, para alguns /oci,
alelos caracteristicos de populagdes sub-saharianas e norte europeias que ndo aparecem
em Portugal continental (Publicacdo I: Fernandes et al., 2002).

Posteriormente dividiu-se a Madeira em 4 grupos: Nordeste, Sudoeste, Funchal e
Porto Santo, o que permitiu fazer comparagdes entre estas quatro regides, nao se tendo
encontrado diferencas significativas entre elas apesar de se terem encontrado diferencas
significativas entre Funchal e Nordeste quando se consideraram quer o estudo do mtDNA
guer os SNPs do cromossoma Y (Fernandes et al., 2005). O facto de ndo se encontrarem
diferencas ao nivel dos microsatélites autossémicos permitiu juntar todos os individuos e
definir a populacdo do Arquipélago da Madeira.

Foi também determinado o perfil dos individuos para varios microsatélites do

cromossoma Y e foram definidos hapldtipos e calculadas as frequéncias alélicas de 7
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desses microsatélites para a populagao da Madeira tendo sido encontrados hapldtipos
gue ndo se observaram na Peninsula Ibérica mas apenas no Norte da Europa (Publicacdo

II: Fernandes et al., 2001).

3.1.2 Populagao dos Agores

Foi determinado o perfil dos individuos para 17 microsatélites apesar de alguns
individuos ndao se encontram tipados para todos os marcadores, visto terem falhado as
amplificacbes de alguns marcadores e em vez de repeti-los optou-se por aumentar o
tamanho da amostra introduzindo novos individuos. Foram calculadas as frequéncias
alélicas para a populagdo dos Agores e quando se fez a comparagdao com a populagdo do
Norte de Portugal observou-se que ndo diferem estatisticamente, excepto com o Norte
de Portugal, para o locus D18S51, e com o Centro de Portugal para o locus VWA. Quando
se comparou com a populacdo da Madeira observam-se diferencas significativas para os
loci D55818, D13S317, FGA, VWA e CD4, surgindo na populagdo dos Agores alguns alelos
gue ndo existem nem na Madeira nem em Portugal Continental (Publicacdo lll: Velosa et
al., 2002).

Posteriormente fez-se a divisdo dos Acores em 3 grupos sendo o primeiro constituido
pelo grupo Oriental que engloba Sao Miguel e Santa Maria, o segundo pelo grupo Central
gue engloba a Terceira, Sao Jorge, Pico Horta e Faial e o terceiro grupo, o grupo Ocidental
gue é constituido por Graciosa, Flores e Corvo. Realizou-se o teste de Fst e como ndo se
observaram diferencgas significativas (p>0,05) entre nenhum dos grupos juntaram-se
todos os individuos num sé grupo que se utilizou para a comparacdo entre as varias
populacdes dos varios arquipélagos considerados.

Foi também determinado o perfil dos individuos para 10 microsatélites do
cromossoma Y e foram definidos hapldtipos e calculadas as frequéncias alélicas desses
microsatélites para a populacdo dos Acores. Foram encontradas diferencas significativas
com a Madeira para os loci DYS390, DYS391 e DYS392 e com Portugal Continental para os
loci DYS391 e DYS393. Quando foram analisadas as frequéncias haplotipicas observaram-
se diferencas significativas para a populacdo dos Acgores quando comparada com a

Madeira e com Portugal Continental (Publicacdo IV: Fernandes e Brehm, 2003).
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3.1.3 Populagao de Cabo Verde

Foi determinado o perfil dos individuos para 17 microsatélites apesar de alguns
individuos ndo se encontrarem tipados para todos os marcadores, visto terem falhado as
amplificacbes de alguns marcadores e em vez de repeti-los optou-se por aumentar o
tamanho da amostra, introduzindo novos individuos. Foram calculadas as frequéncias
alélicas para duas populacdes de Cabo Verde, uma englobando o grupo do Barlavento e
outra o Sotavento com base em estudos anteriores de DNA mitocondrial (Brehm et al.,
2002), onde se que demonstrou haver diferencas significativas entre os dois grupos.

Fez-se uma primeira analise de Fst considerando todas as ilhas separadamente mas
atendendo ao facto de ndo haver diferencgas significativas entre algumas ilhas foram
definidos dois grupos: o primeiro, o grupo do Barlavento, constituido por Sdo Vicente, Sao
Nicolau e Santo Antdo e o segundo, o grupo do Sotavento, constituido por Santiago, Fogo,

Brava, Maio, Boavista e Sal (Publicacdao V: Fernandes et al., 2003).

3.2 BASES DE DADOS POPULACIONAIS

Com os dados obtidos foram construidas bases de dados populacionais, quer para os

microsatélites autossdmicos quer para os microsatélites do cromossoma Y.

3.2.1 Bases de dados dos microsatélites autossomicos

Cinco bases de dados populacionais sdao apresentadas como referéncia para estudos
de populagcbes: Madeira (Publicacdo |: Fernandes et al., 2002), Acores (Publicacdo Il
Velosa et al., 2003), Cabo Verde (Publicacdo V: Fernandes et al., 2003) e Guiné-Bissau
(Publicagdo VII: Gongalves et al., 2002). A base de dados da populacdo da Madeira é
utilizada como referéncia para a averiguacdo de paternidades em que a frequéncia dos
alelos de cada um dos marcadores é essencial para os calculos.

Determinou-se o perfil de cada um dos individuos envolvido no caso de paternidade

utilizando 13 marcadores autossdémicos comuns a todas as bases de dados (tabela 6).
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Tabela 6: Microsatélites e perfis utilizados para um caso de paternidade apenas com o

Pressuposto pai e um filho.

Microsatélite Filho Pressuposto pai
CSF1PO 11,11 11,11
D13S317 8,13 8,12
D165539 9,10 9,13
D18s51 12,14 12,13
D21S11 30, 31.2 29, 31.2
D351358 15,18 15, 16
D55818 12,13 12,12
D75820 10, 13 8,10
D8S1179 13,15 15, 16

FGA 24,24 24,24
THO1 7,9.3 7,8
TPOX 11,11 11,11
VWA 18,18 18,18

Fez-se o cdlculo do IP (indice de Paternidade) e de W (probabilidade de paternidade),
utilizando apenas os 13 microsatélites estudados para todas as populac¢des (tabela 7).

Apesar da importancia das bases de dados populacionais, conseguiu-se demonstrar,
utilizando apenas 13 marcadores, que no caso testado o resultado em relacdao a
paternidade é o mesmo quer se utilize uma base de dados da Madeira quer se utilize uma

completamente diferente como a da Guiné-Bissau (tabela 7).
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Tabela 7: Determinagdo do indice de Paternidade (IP) e da Probabilidade de Paternidade (W)

utilizando, para o mesmo caso 5 bases de dados distintas.

Microsatélite Pl Madeira Pl Guiné Pl Agores PI CvB PI CVS
CSF1PO 2,8986 5,8824 3,1746 3,4965 4,8780
D13S317 2,9412 16,6667 2,3585 3,8462 4,3860
D16S539 2,0000 1,3889 1,9231 0,9434 1,2077
D18S51 1,2500 3,3333 1,9231 4,2373 3,9063
D21S511 3,3333 4,5455 2,6042 4,7170 4,9020
D3S1358 0,8333 0,8475 1,0000 1,2626 2,4510
D55818 1,3158 1,2346 1,3928 1,2165 1,1468
D75820 0,9804 0,6579 0,9804 0,5828 0,6831
D8S1179 1,9231 1,1628 2,3585 2,0492 1,5723

FGA 7,4074 9,0909 7,7519 5,8480 5,3476
THO1 1,7483 0,7143 1,3587 0,8961 1,0204
TPOX 3,8462 3,0769 3,3223 3,8023 3,0395
VWA 5,7143 10,5263 5,6497 7,0922 6,9444
Pl total Pl total Pl total PI total Pl total
41800,4728 347285,49 45907,9520 65726,0630 172032,2659
w W W w w
99,9976 99,9997 99,9978 99,9985 99,9994

3.2.2 Bases de dados dos microsatélites do cromossoma Y

Duas bases de dados do cromossoma Y sdo apresentadas, uma para a populacdo da
Madeira (Publicacdo II: Fernandes et al., 2001) e outra para a populacdo dos Acores
(Publicacdo IV: Fernandes e Brehm, 2003). Na base de dados da Madeira sdo
apresentadas as frequéncias alélicas de 7 microsatélites do cromossoma Y e também os
haplétipos constituidos pelos mesmos. Na base de dados dos Acores sdo apresentadas
frequéncias alélicas para cada um dos microsatélites estudados e também as frequéncias
haplotipicas utilizando 10 microsatélites. Parametros como diversidade génica e

diversidade haplotipica sdo apresentados.
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3.3 ASSOCIAGAO A DOENGAS

Varios estudos associados a doengas foram realizados utilizando microsatélites.
Utilizando microsatélites autossdmicos neutrais para os cromossomas 13, 18 e 21, fez-se
a detecc¢do da presenga de aneuploidias através do liquido amnidtico. Através do estudo
de microsatélites, constituidos por repeticdes trinucleotidicas, nomeadamente repeticdes
CAG e GGC no gene AR, determinou-se a variagao alélica em casos de individuos com
niveis de PSA elevados e em individuos com infertilidade masculina. Foram ainda

analisadas as repeticdes GGC do gene FMR1 para o Sindroma de X-fragil.

3.3.1 Detecgao de trissomias por PCR

Dos 120 casos analisados apenas em 2 se verificou a existéncia de trissomia 21. Os
resultados destes dois casos foram inequivocos aparecendo trés fragmentos com
diferentes tamanhos, um para cada cromossoma 21. Na maior parte dos casos nao
existiam aneuploidias e obtiveram-se dois fragmentos para cada individuo. Em alguns
casos o aparecimento de apenas um pico ndao permitiu concluir se existiam ou nado
aneuploidias pois na maior parte destes casos os individuos eram homozigéticos para
ambos os marcadores desse cromossoma. Nalguns casos surgiram apenas dois
fragmentos apresentando um dos picos o dobro da altura do outro. Nestes casos
suspeitou-se de trissomia. No entanto ao analisar os outros marcadores do mesmo

cromossoma, 0 mesmo ja nao se verificava.

3.3.2 Repetigdes GGC e CAG do gene AR em individuos com niveis de PSA elevados

Foi determinado o gendtipo para cada individuo sendo a designacdo de cada alelo

determinado pelo nimero de repeticdes. Foram calculadas as frequéncias alélicas para as

repetices GGC e CAG (tabela 8).
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Tabela 8: Frequéncias alélicas de repeticdes GGC e CAG do gene AR para duas populagdes,

uma de individuos com niveis de PSA elevados (PSAd) e outra com niveis de PSA normais

(PSACc).
PSAd PSAC PSAd PSAc
GGC (n=96) (n=94) CAG (n=96) (n=94)
3 10
6 14 0,010
8 0,010 15 0,011
10 0,011 16 0,042 0,011
11 0,010 17 0,042 0,032
12 0,011 18 0,021 0,043
13 0,031 0,043 19 0,219 0,181
14 0,010 0,011 20 0,125 0,213
15 0,031 21 0,198 0,128
16 0,010 0,011 22 0,125 0,138
17 0,469 0,489 23 0,052 0,074
18 0,385 0,351 24 0,083 0,085
19 0,042 0,043 25 0,031 0,064
20 0,021 26 0,042 0,021
21 0,011 27 0,010
22 28
26 29

Quando calculado o Odds Ratio para os varios intervalos ndao foram encontradas

correlagdes nem quando foram considerados os valores das frequéncias em separado

nem quando se fez a associacdo das varias combinacdes GGC/CAG.

3.3.3 Repeti¢cdes GGC e CAG do gene AR em individuos com infertilidade masculina

Foi determinado o gendtipo para cada individuo sendo a designacao de cada alelo

determinado pelo numero de repeticées. Foram calculadas as frequéncias alélicas para as

repeticdes GGC e CAG (tabela 9).
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Tabela 9: Frequéncias alélicas de repeticées GGC e CAG do gene AR para duas populagdes,

uma de homens inférteis e outra de homens férteis.

Inférteis Férteis Inférteis Férteis
GGC (n=108) (n=99) CAG (n=108) (n=99)
3 0,028 0,010 10 0,010
6 0,009 17 0,009 0,020
10 0,010 18 0,093 0,020
11 0,019 19 0,083 0,070
12 0,009 0,010 20 0,194 0,120
13 0,046 0,020 21 0,148 0,130
14 0,019 0,010 22 0,120 0,150
15 0,028 0,030 23 0,111 0,110
16 0,019 0,010 24 0,093 0,130
17 0,491 0,550 25 0,056 0,090
18 0,250 0,260 26 0,056 0,060
19 0,056 0,050 27 0,019 0,030
20 0,019 0,020 28 0,009 0,050
21 0,010 29 0,009 0,010
22 0,009
26 0,010

Quando foi calculado o Odds Ratio (OD) para os varios alelos das repeticées CAG e
GGC, ndo foram encontradas diferencas significativas. No entanto, quando se
consideraram intervalos de variacdao do tamanho dos alelos, foram encontradas algumas
correlagdes, nomeadamente para os alelos CAG<21 obteve-se um valor de OR = 1,9123
(Cl 95%, 1,0475-3,4912), indicando que estes alelos poderdo conferir susceptibilidade
para a infertilidade, ndo sendo evidente nenhuma associacdo com as repeticdes GGC.

No entanto, quando se fez a associa¢do das varias combinacGes GGC/CAG, obteve-se,
para a combina¢do GGC>16/CAG>23, um valor de OR=0,5227 (Cl 95% 0,2735-0,9989) que
evidencia um possivel efeito protector para alelos maiores dos dois marcadores, o que

ndo se observou na analise dos marcadores em separado.
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3.3.4 Comparagao entre o nimero de repeticoes CAG e GGC do gene AR

Foi feita a comparacdo entre o nimero de repeticdes CAG e GGC do gene AR para 4
grupos: individuos inférteis e individuos férteis (tabela 10); individuos com niveis de PSA
elevados e com niveis de PSA normais (tabela 11).

Quando se compararam as quatro popula¢des de individuos pelo teste de Fst,
encontraram-se diferencas significativas quando comparada a populag¢do de individuos
com niveis de PSA elevado com os inférteis (0,00901+0,0091) bem como destes com os
férteis (0,01802+0,0182). Atendendo a que nao ha diferencas significativas entre as
populacdes de férteis e inférteis, origindrias do Norte de Portugal, e entre os individuos
com niveis de PSA elevado e os que apresentam niveis normais, origindrios da Madeira,
comparou-se entdo os dois grupos populacionais de Norte de Portugal (n=207) e Madeira
(n=190) tendo-se encontrado diferencas significativas entre as duas popula¢des que nao
se deverdo a associacdo com nenhuma patologia mas que indicam uma diferenca entre as
duas populagbes ja observada quer para estudos do DNA mitocondrial (Brehm et al.,

2003), quer em estudos noutros loci autossémicos como os HLAs (Spinola et al., 2005).

Tabela 10: Frequéncias de varios intervalos de comparacio CAG e GGC para individuos

inférteis e individuos férteis

Inférteis GGC
CAG <16 17 18 219 total
<20 0,046 0,148 0,139 0,046 0,380
21 0,019 0,074 0,046 0,009 0,148
22 0,028 0,074 0,019 0,120
23 0,028 0,037 0,037 0,009 0,111
224 0,056 0,157 0,009 0,019 0,241

total 0,176 0,491 0,250 0,083

Férteis GGC
CAG <16 17 18 219 total
<20 0,020 0,081 0,081 0,061 0,242
21 0,010 0,061 0,040 0,020 0,131
22 0,111 0,040 0,152
23 0,081 0,020 0,010 0,111
>24 0,061 0,222 0,071 0,010 0,364

total 0,091 0,556 0,253 0,101
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Tabela 11: Frequéncias de varios intervalos de comparagdao CAG e GGC para individuos: com

niveis de PSA elevados (PSAd) e com niveis de PSA normais (PSAc).

PSAd GGC

CAG <16 17 18 219 total
<20 0,063 0,177 0,188 0,031 0,458
21 0,010 0,115 0,073 0,198
22 0,021 0,073 0,031 0,125
23 0,010 0,042 0,052
224 0,010 0,094 0,052 0,010 0,167

total 0,104 0,469 0,385 0,042

PSAc GGC

CAG <16 17 18 219 total
<20 0,064 0,181 0,191 0,053 0,489
21 0,085 0,043 0,128
22 0,011 0,074 0,053 0,138
23 0,032 0,032 0,011 0,074
24 0,011 0,117 0,032 0,011 0,170

total 0,085 0,489 0,351 0,074

3.3.5 Repeticoes GGC no gene FMR1 para a populagao da Madeira e Guiné-Bissau

Foi determinado o genétipo para cada individuo das populagdes da Madeira e da
Guiné-Bissau, sendo a designacao de cada alelo determinado pelo nimero de repeti¢des
(tabela 12).

Fez-se a andlise dos resultados calculando a frequéncia de cada um dos alelos para as
duas populacdes em estudo e quando se compararam as duas populacdes observou-se a

existéncia de diferencas significativas (P<0,05).
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Tabela 12: Distribuicdao alélica de repeticées GGC do gene FMR1 para as populagbes da
Madeira (n=141) e da Guiné-Bissau (n=104).

(CGG)n Madeira Guiné-Bissau
(n=141) (n=104)
0,007 -

8 0,007 0,009
13 0,007 -
14 0,035 -
16 0,007 -
19 0,028 -
20 0,071 0,009
21 0,028 0,009
22 - 0,019
23 0,064 0,077
24 0,014 0,019
25 0,014 0,019
27 0,007 0,009
28 0,100 0,067
29 0,262 0,231
30 0,248 0,221
31 0,057 0,144
32 0,021 0,019
33 - 0,009
34 - 0,019
35 - 0,019
36 0,007 0,009
38 0,014 0,038
39 - 0,009
40 - 0,009
41 - 0,029
43 0,009
He 0,849 0,870

Determinou-se posteriormente a frequéncia desses alelos em duas subpopulacdes da
populacdo da Madeira, uma de individuos sobredotados e outra de individuos com

suspeita de Sindrome de X-fragil (tabela 13).
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Tabela 13: Distribuicio alélica de repeticoes GGC do gene FMR1 para trés grupos da
populacdao da Madeira: populagdo em geral (n=115), grupo de sobredotados (n=26) e

individuos com suspeita de X-fragil (n=25).

(CGG)n Madeira Sobredotados X-fragil
(n=115) (n=26) (n=25)
- 0,038 -
0,009 - -
13 0,009 - -
14 0,034 0,038 -
16 0,009 - -
19 0,034 - -
20 0,061 0,116 -
21 0,026 0,038 -
23 0,052 0,116 -
24 0,009 0,038 -
25 0,017 - -
27 0,009 - 0,080
28 0,122 - 0,080
29 0,270 0,231 0,520
30 0,235 0,308 0,120
31 0,052 0,077 0,080
32 0,026 - 0,040
33 - - -
34 - - 0,040
35 - - -
36 0,009 - -
38 0,017 - 0,040
He 0,8508 0,8462 0,7200
(0,0195) (0,0448) (0,0904)

Observaram-se diferencas significativas entre a populacdo da Madeira e a populacado
com suspeita de Sindrome de X-fragil, ndo se tendo observado diferencas desta com a
populacdo de sobredotados, havendo diferencas significativas entre a populacdo de
sobredotados e a populacdo de individuos com suspeita de Sindrome de X-fragil.

Estas diferencas devem-se a elevada frequéncia do alelo 29 nos individuos com

suspeita de Sindrome de X-fragil (figura 4), indicando uma possivel ligacdo deste alelo a



Resultados | 73

outras mutacdes no cromossoma X que poderdo ser responsaveis pelo fendtipo de

Sindrome de X-fragil nestes individuos.

0,6 -

0,5 A

Madeira (N=115)
‘| ) Sobredotados (N=26)
0,2 - m X-fragil (N=25)
L
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Figura 4: Distribuicdo dos alelos GGC nas trés subpopula¢6es da Madeira

3.4 ANALISE DE MUTACOES

O estudo dos microsatélites do cromossoma Y associados a SNPs (Single Nucleotide
Polymorphims), determinados por Goncalves e colaboradores (Goncalves et al., 2003;
2005), permitiu estabelecer a variabilidade dos microsatélites e a idade de coalescéncia
de todos os haplogrupos do cromossoma Y, nas populacdes da Madeira e dos Acores. Na
Madeira e nos Agores dois possiveis efeitos fundadores sao identificados nomeadamente
em relacdo aos haplogrupos J2 e G respectivamente (Publicacdo IX: Fernandes et al.,,
2008b).

Determinou-se a variabilidade de microsatélites do cromossoma Y para o haplogrupo
E3b de individuos das populacdes da Madeira, Acores, Portugal Continental, Guiné-Bissau
e Cabo Verde sendo possivel definir um haplétipo associado a cada um dos sub-
haplogrupos dentro deste haplogrupo, detectando-se também possiveis mutacdes em
alguns SNPs do cromossoma Y. Foi ainda possivel fazer datacdes de cada um dos sub-
haplogrupos do E3b e comparar com outros estudos realizados anteriormente para

outras populacdes (Publicacdo VIII: Fernandes et al., 2008a).
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Fez-se a datacdo de mutagdes no cromossoma Y, nomeadamente no gene DAZ
relacionado com a infertilidade (Publicacdo IX: Fernandes et al., 2006). Através da
diversidade observada em dois microsatélites autossémicos do cromossoma 5 foi possivel
determinar quais as combinag¢bes mais antigas constituidas pelos polimorfismos RP2 e
590 C/T do gene IL4. Foi ainda possivel determinar fendmenos de crescimento rapido de
algumas populacdes bem como a possivel ocorréncia de seleccao nesse gene, em algumas

populac¢des (Publicagdo XI: Berenguer et al., submited).

3.4.1 Cromossoma Y

No estudo dos haplogrupos do cromossoma Y e do DNA mitocondrial para a populacao
da Madeira verificou-se que havia diferencas significativas (P<0,05) entre os grupos de
Nordeste e Sudoeste e Nordeste e Funchal bem como o Funchal com o Porto Santo
(Fernandes et al., 2005) mas, como ndo se verificaram diferengas significativas entre
Nordeste e Porto Santo e entre Sudoeste e Funchal, juntaram-se os individuos em apenas
dois grupos que se designaram por Nordeste e Sudoeste. Fez-se o estudo dos
microsatélites do cromossoma Y e apesar de existirem diferencgas significativas quer para
os haplogrupos do cromossoma Y quer para o mtDNA, o mesmo ndo se verificou nem
para os microsatélites autossémicos nem para os do cromossoma Y. Verificou-se, no
entanto, a existéncia de um efeito fundador em relagdo a linhagem J do cromossoma Y,

no Porto Santo (Publicacdo IX: Fernandes et al., 2008b).

3.4.2 Gene DAZ

O gene DAZ estd relacionado com a infertilidade masculina. Os homens podem ter no
seu genoma até 4 cépias deste gene, situado no cromossoma Y, observando-se uma
variacdo do numero de cdpias de individuo para individuo, o que torna possivel a
definicdo de haplétipos para este gene. Alguns homens inférteis apresentam
microdelecgdes em algumas cdpias deste gene. No entanto foi estabelecida uma relacao

entre essas microdeleccbes e os haplogrupos do cromossoma Y, tendo-se concluido que
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muitas das variagdes observadas constituem polimorfismos na populagao fértil.
Recorrendo a variabilidade dos STRs do cromossoma Y foi possivel determinar, segundo
Zhivotovsky et al. (2004), a idade de coalescéncia dos varios hapldtipos do gene DAZ

(Publicagdo X: Fernandes et al., 2006).

3.4.3 Gene IL4

Utilizaram-se para este estudo os resultados da tipagem dos microsatélites CSF1PO e
D5S818 obtidos no estudo de populagdes. Analisou-se em primeiro lugar se os 2
polimorfismos do gene /L4 localizado no cromossoma 5 estavam em LD, fazendo o
mesmo em relacdo aos 2 microsatélites utilizados e os polimorfismos analisados. Depois
de se verificar a existéncia de LD, determinou-se a variabilidade dos microsatélites para
cada um dos polimorfismos. Fez-se o mesmo depois de se definirem hapldtipos utilizando

os dois polimorfismos (Publicacdo XI: Berenguer et al., submited).
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Os microsatélites permitem-nos estudar o genoma quer numa perspectiva do
individuo quer em relagao a diferentes populagdes.

Nos varios estudos cuja compilacdo resulta nesta tese, caracterizaram-se
geneticamente vdrias populagdes humanas dos Arquipélagos da Madeira, Acores e Cabo
Verde tendo sido construidas bases de dados de microsatélites autossdmicos para cada
uma das populagdes estudadas. Verificou-se que existem diferencas significativas entre as
varias ilhas de Cabo Verde (Publicagdo V: Fernandes et al., 2003).

Foram definidas idades de coalescéncia a partir do estudo dos microsatélites do
cromossoma Y, que permitiram concluir que as cépias do gene DAZ situado no
cromossoma Y, sdo o resultado de um processo evolutivo estando essa evolucdo
associada a alguns haplogrupos. Verificou-se também a ocorréncia de possiveis mutagdes
nos SNPs que definem os haplogrupos através da comparacdo dos microsatélites do
cromossoma Y dentro de cada haplogrupo especialmente no haplogrupo E3b (Publicacdo
VIII: Fernandes et al., 2008a).

Verificou-se existir uma associacdo entre o nimero de repeticdes CAG e GGC do gene
Receptor de Androgéneos (AR), situado no cromossoma X e a infertilidade, especialmente
guando combinados os dois polimorfismos, parecendo haver um efeito protector dos
alelos maiores e alguma susceptibilidade para os alelos menores.

Quando se estudou o numero de repeticdoes GGC do gene FMR1 em doentes com
suspeita de Sindrome de X-fragil observaram-se diferencgas significativas quando
comparadas com a populacdo em geral e com um grupo de sobredotados. Essa diferenca
deveu-se principalmente a presenca do alelo 29 em quase todos os individuos o que, por
si sO, ndo constitui um factor de risco mas poderd ser uma indicacdo da associacdo deste
alelo com outra mutacdo no mesmo gene, responsavel por este fendétipo (Kunst et al.,,

1996).
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Os microsatélites podem tornar-se numa preciosa ferramenta no estudo de outras
mutagdes no mesmo cromossoma, principalmente se se tratar de mutag¢des no
cromossoma Y.

Utilizaram-se os microsatélites do cromossoma Y para definir hapldtipos, associa-los
aos haplogrupos (definidos por mutagdes pontuais) e estudar a influéncia das linhagens
paternas nos trés arquipélagos.

E de salientar a importancia dos microsatélites na datacdo das mutacdes. Com esta
metodologia foi possivel provar que os haplétipos do gene DAZ resultam da evolucdo e
nao parecem estar relacionados com a infertilidade masculina (Publicagao IX: Fernandes

etal., 2006).

4.1 ESTUDOS POPULACIONAIS

Através do estudo das populacdes foi possivel verificar que, apesar da colonizag¢do dos
trés arquipélagos ter sido feito pelos portugueses, existem diferencas significativas entre
os varios arquipélagos e dentro destes existem diferencas que reflectem as vdrias
influéncias durante e apds a colonizagao.

Recorrendo aos estudos dos microsatélites autossémicos foi possivel identificar
diferencgas entre os diferentes grupos de ilhas de Cabo Verde (Publicacdo V: Fernandes et
al., 2003), que foram posteriormente confirmadas através da analise do cromossoma Y
(Gongalves et al., 2003) e do mtDNA (Brehm et al., 2002). Identificaram-se vdrias
influéncias na populacao de Cabo Verde, nomeadamente uma influéncia europeia por
linhagens paternas (observada através do cromossoma Y) de cerca de 50% (Gongalves et
al., 2003) que nao se verifica por linhagens maternas (DNA mitocondrial) (Brehm et al.,
2002).

Apesar de se terem encontrado evidéncias de uma micro-diferenciacdao da populacao
da Madeira através do estudo do cromossoma Y e do mtDNA, que podera ser o reflexo do
processo de divisdo e povoamento inicial do arquipélago (Fernandes et al., 2005), o
mesmo ndo se observou quando se recorreu ao estudo dos microsatélites autossdmicos.

O estudo do cromossoma Y nas populagdes da Madeira e dos Agores permitiu observar

diferencas nas influéncias masculinas nos dois arquipélagos, recorrendo a variabilidade de
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microsatélites do cromossoma Y dentro dos haplogrupos, detectando-se dois possiveis
efeitos de fundador (Publicacdo VIII: Fernandes et al., 2008a).

A elevada taxa de mutacdo dos microsatélites faz com que estes sejam bons
marcadores genéticos quando se pretende a diferenciacdo entre individuos e, quando se
tratam de microsatélites neutrais, podem ser um auxiliar precioso na identificacdo de
individuos e no estudo de populacgdes.

Utilizou-se o estudo de microsatélites autossomicos neutrais do Sul de Portugal para
justificar o aparecimento de um desequilibrio de Hardy-Weinberg nesta populagdo para a
mutagdo CCR5 A32, concluindo-se que esta esteve sujeita a selec¢dao, visto que este

desequilibrio ndo se verifica no estudo dos microsatélites (Freitas et al., 2006).

4.2 BASES DE DADOS E TESTES DE PATERNIDADE

O estudo dos microsatélites autossomicos permitiu a criacdo de bases de dados das
trés populagdes. Apesar das bases de dados populacionais serem importantes,
demonstrou-se que ndo é imprescindivel a utilizacdo de uma base de dados especifica da
populacdo, para os calculos de paternidade, podendo ser utilizados quaisquer valores de
frequéncia dos varios microsatélites. A partir de apenas 13 microsatélites, ndo havendo
nenhuma exclusdo, o valor de cada um dos IP (indice de paternidade) serd irrelevante
para a conclusdo final da paternidade, desde que seja este valor seja superior a 10000, o
gue corresponde a uma probabilidade de paternidade superior a 99,99%.

As bases de dados populacionais assumem principalmente uma importancia primordial
na identificacdo de individuos, a partir de qualquer amostra biolédgica, e em estudos
populacionais onde se pretende comparar quer perfis de individuos quer frequéncias

alélicas das varias popula¢des em estudo.

4.3 ASSOCIACAO A DOENGAS

O método de deteccdo rapida de aneuploidias a partir de liquido amnidtico, mostrou

ser radpido e eficaz na de deteccdo de aneuploidias. Para melhorar os resultados podem
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ser utilizados outros microsatélites dos cromossomas 13, 18 e 21 que permitiriam
esclarecer qualquer duvida. Esta técnica pode vir a ser ainda mais util, quando for possivel
fazer diagndstico pré-natal utilizando métodos ndo invasivos, a partir do sangue materno
(Samura et al., 2001). Também permite detectar se a origem do alelo supranumerdrio é
materno ou paterno, por comparacgao dos alelos dos progenitores.

O estudo do numero de repeticGes GGC no gene FMR1 (Fragile X Mental Retardation),
situado no cromossoma X e associado a Sindrome de X-fragil, permitiu inferir acerca da
probabilidade da ocorréncia de individuos pré-mutados e doentes na populacdo da
Madeira. A observacdo da existéncia de uma baixa frequéncia de alelos de tamanho
elevado, pode justificar a inexisténcia na Madeira de nenhum individuo com diagndstico
confirmado de Sindrome de X-fragil, devido a mutacao no gene FMR1. No entanto, a
predominancia do alelo 29 nos individuos com diagndstico clinico de Sindrome de X-fragil,
guando comparado com a populacdo em geral (P<0,05), poderd indicar uma associacdo a
outra mutagao neste gene ou noutro gene, como o FRAXE, que se encontre em LD e que
poderd ser responsavel pelo fendtipo observado nestes individuos.

A partir da determinacdo da frequéncia dos alelos dos tripletos CAG e GGC do gene AR
(Androgen Receptor) do cromossoma X, foi possivel comparar os valores obtidos para um
grupo de individuos com infertilidade masculina e os de outro constituido por individuos
gue apresentam niveis de PSA elevados. Definindo hapldtipos pode-se fazer também a
comparagado entre os mesmos grupos. Apesar de nao haver diferencgas significativas entre
os dois grupos de férteis e inférteis quando se consideram intervalos de repeticdes ja se
observam diferencas significativas indicando que fragmentos com tamanhos pequenos
quer de repeticdes CAG quer GGC poderao predispor para a infertilidade enquanto os
tamanhos maiores, principalmente de repeticdes CAG, poderdo ter um efeito protector
em relacdo a infertilidade. Considerando que os individuos do estudo férteis/inférteis
eram oriundos de uma populacdo do Norte de Portugal e os individuos do estudo dos
niveis de PSA eram da Madeira, quando se comparam os dois grupos populacionais
observam-se diferencas significativas entre eles o que vem reforcar a importancia de
manter, para estudos de caso controlo, populacdes da mesma regido e ndo apenas do
mesmo pais onde pode haver subestruturacdo da populacdo, como parece ter acontecido

neste caso.
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4.4 ANALISE DE MUTACOES

A variabilidade dentro dos microsatélites e a construcdo de diagramas em rede
(networks) permitiram detectar fenémenos de efeito fundador.

As datacdes do haplogrupo E3b permitiram verificar efeitos fundadores para este
haplogrupo, no caso de Cabo Verde e Portugal Continental (Publicagdo VII: Fernandes et
al., 2008a), bem como nos casos dos haplogrupos J2 e G na Madeira e Agores,
respectivamente (Publicacdo IX: Fernandes et al., 2008b).

Através da combinagdo dos resultados dos microsatélites (haplotipos) e SNPs
(haplogrupos) do cromossoma Y observou-se a existéncia de mutagdes recorrentes nos
SNPs no haplogrupo E3b, que podem ocorrer, apesar de pouco frequentes (Publicacdo
VII: Fernandes et al., 2008a).

Os microsatélites do cromossoma Y permitiram definir a idade de coalescéncia de
mutag¢des, nomeadamente algumas delec¢des no gene DAZ, localizado na regido AZFc do
cromossoma Y, e concluir que muitas dessas deleccdes, supostamente associadas a
infertilidade, sdo polimorfismos e terdo sido o resultado de um processo evolutivo do
cromossoma Y, paralelo a evolucdo observada nas mutagdes que definem os haplogrupos
(Publicacdo X: Fernandes et al., 2006).

Verificou-se a existéncia de Desequilibrio de Ligacdo (Linkage Disequilibrium) entre
dois microsatélites (D55818 e CSF1PO) e dois polimorfismos do gene /L4 (ILARP2 e 1L4590)
localizados no cromossoma 5, tendo-se utilizado esses microsatélites para analisar a
variabilidade dos dois polimorfismos e inferir sobre a sua ancestralidade e evolucdo
permitindo assim justificar a diferenca na frequéncia dos polimorfismos nas varias
populacdes estudadas.

Foi possivel esclarecer algumas duvidas, através de estudos de LD, acerca da origem da
elevada frequéncia do alelo T resultante da mutacdo pontual 590 C/T do gene /L4, bem
como de outro polimorfismo no mesmo gene que consiste numa deleccao de 70 pares de
bases (IL4ARP2) e que se encontra em LD com o primeiro, indicando a ocorréncia de um
crescimento rapido da populacdo associado a uma seleccdo positiva que justifica a
elevada frequéncia desta mutacdo em populac¢des africanas (Publicacdo XI: Berenguer et

al., submited).
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O locus mais apropriado para ajudar a perceber a seleccdo que ocorreu neste caso,
serd o CSF1PO pois tem um maior valor de Rst e os loci que apresentem maiores valores
de Rst sdo os candidatos mais provaveis a seleccdao. Quando esta ocorre em determinadas
regides contendo esses loci entdo outros loci na mesma regidao deverdao apresentar
também altos valores de Rst (Kayser et al., 2003).

Apesar de elevados niveis de variabilidade em populacdes africanas indicarem que
estas populagdes sdao mais antigas ou que tém um tamanho maior (Kayser et al., 2003), o
gue se verifica para os alelos 183 e T do gene /L4, que apresentam uma maior
variabilidade e aparecem com maior frequéncia nas populagdes africanas, parece dever-
se a um crescimento rapido destas populacbes associado a uma possivel seleccdo destes
alelos, que se encontram em LD. Estas mutacdes, que sdao mais recentes do que as
ancestrais (253 e C) que aparecem noutras espécies, aparecem com frequéncias altas

nestas populacdes africanas (Publicacdo XI: Berenguer et al., submited).

4.5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos trabalhos ja desenvolvidos, outros estudos semelhantes poderdao ser
feitos para novos genes associados a estas ou outras doengas.

Seria interessante continuar o estudo da populacdao do Arquipélago da Madeira,
aumentando a amostragem de maneira a possibilitar a andlise das populacdes de cada
um dos concelhos.

Uma vez que o efeito da selec¢do parece ser mais acentuado no cromossoma X do que
nos autossomas, seria interessante estudar os microsatélites do cromossoma X e

comparar com os estudos ja realizados para outros loci.
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