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1. INTRODUCXO
1.1 APRESENTACXO

0 estudo molecular dos cromossomos sexuais, em particu-
lar do cromossomo Y, tem se constituido nos dltimos anos, em uma fonte
incessante de informacBes. Como resultado, um acimule significativo de
dados importantes tem sido gerado para um maior entendimento do papel
desse cromossomo. O grande interesse que se verifica nesse estudo esta
no fato de que, ao contriario dos outros cromossomos, poucos genes es-
.%o local izados no cromossomo Y, e destes, muito poucos foram isolados

@ mapeados.

Na verdade, ha muito tempo, o mecanismo pelo qual o se-
%0 dos individuos & determinado e a participac¥o do cromossomo Y nes-
" se  procesno  vem sendo objeto de especulacdo cient{fica. Mesmo com
avancos recentes e utilizac3%o de técnicas de Biologia Molecular e En-
genharia Genétjca nessa drea especifica, muitas questBes permanecem
ainda som esclarecimento. Devido a esse fato, pesquisadores tém volta-
do a atenc3o, para o isolamento e estudo aprofundado de sequéncias do
cromossomo Y, alcancando dessa forma, um major detalhamento na locali-
#acHo dam regifer cromossbmicas que conteéem genes e que tenham partici-

pacio ou n3o do processo de determinagdo sexual.

Com o desenvolvimento de técnicas de diagndstico pré-na-
tal, diversos grupos té&m uttlizado sequéncias Y-especfficas para me-
Jhor apreciac%o de anomalias do desenvolvimento sexual ( MULLER w¢

a27., ¥987¢; GAL w6 =i 1987 ; DISTECHE ¢ &y 1986 .

p fns



Além disso, um estudo molecular mais aprofundado de
sequéncias  do cromossomo Y poderia também revelar possfveis regiles
promotoras, facilitando assim a localizacdo de genes e fornecendo da-

dos sobre a atividade funcional desse cromossomo.

S5endo assim, torna-se de grande importé&ncia o isolamento
e caracterizac%o a2 nifvel molecular de sequéncias do cromossomo Y, o
que, além de fornecer iInformag¢8es gerails acerca da estrutura fisica
deste cromossomo, contribui no esclarecimento do papel ainda obscuro

do cromossomo Y no processo de diferenciag¢3do sexual masculina.

1.2 0O CROMOSSOMO Y: ESTRUTURA E FUNCXO

No homem, o cromossomo Y é um dos menores <cromossomos,
compreendendo aproximadamente 50.000 Kb (BISHOP w»¢ )., 1984). Ele é
um cromossomo acrocéntrico, compardvel em tamanho aos cromossomos au-
tossbmicos do grupo G. Cinquenta a setenta po; cento do cromossomo ¢é
constituido por uma regi3o heterocromitica, aparentemente sem ativida-
de genet.ica, fluorescente a colorac3o de bandas @ e localizada na ex-
tremidade distal do brago longo do cromossomo Y(Yq) (COOKE ¢ =i.,
1379; GCUREMPP & MULLER, 1982). Variag®es nas dimens@es dessa regido

iLornam egse cromogsomo de tamanho extremamente varidvel, inclusive em

individuos normais.
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Figura 1 : Representacdao esquematica das bandas cromossomicas
no cromossomo Y observadas com os métodos de colora-

gao Q, R, G,

Bandas R positivas

.Bandas N e G positivas
Bandas R negativas

Bandas variaveis

Um grande numero de anormalidades estruturais envolvendo

o crowoseono ¥ tewm aido descrito (BIRBRRE, 1973 BULHER, 1980). Muiltas
destas sendo correlacionadas com organizag¥o testicular alterada e es-
permatogénese anormal ou ausente ( RETIEF, 1987). Um fato importante a
ser acrescentado é que estudos moleculares utilizando linhagens porta-
doras de aberracBes envolvendo o cromossomo Y té&m sido de grande va-
lia na localizag¥o e mapeamento de sequéncias importantes e novas son-
dazr, & inclurive, no mapeamsnto de algunz genezs (AFFARA =¢ 2., 1987;

FERCUSHON -SHITH o mr,., 1987).

Nesse modo, vale a pena destacar a construg¢®o do mapa

fisico de dele¢3o proposto por VERGNAUD gz¢ ai., (1986) e cuja nomen-

.



clatura vem sendo recentemente utilizada de modo sistemdtico por al-
guns autores. Utilizando uma extensa colecZo de sondas (vinte e trés
fragmentos de restrig¢3o especf{ficos para o cromossomo Y), foi analiza-
do o genoma de vinte e sete individuos: dezenove homens 46,XX, dois
homens hermafroditas XX e seis indivfduos portando alterag¢Bes estrutu-
rais microscopicamente detectaveis. Com os resultados obtidos, os au-
tores propuseram um mapa para este cromossomo, no qual a totalidade
dos fragmentos testados foi assegurada a sete intervalos de delecdo
distintos. Em todos os intervalos descritos, pelo menos um dos frag-
ment.os testados foi considerado de hibridiza¢¥o positiva. Segundo este
estudo, o bracgo curto foi subdividido em trés intervalos (intervalos
1,2 e 3), a regi%o que compreende o centréméro, estabelecida no inter-

valo 4, e o braco longo, compreendendo os intervalos 5,6 e 7 (fig. 2).

Figura 2: Mapa Ffsico de Dele¢3o do cromossomo Y proposto por

VERGRAUD ¢ z7. (1986).



Em mamiferos, incluindo o homem, a presenca do cromosso-
mo ¥ & suficiente para a produc¥o de um fendtipo masculino independen:
te do numero de cromossomos X presentes. Por outro lado, embrides com
auséncia desse cromossomo, desenvolvem oviarios e fendtipo feminino
(JACOBS & STRONG, 1959). Essa informag3o permite atribuir ao cromosso-
mo Y um import.ante papel na determinac¥o sexual, ou seja, no desenvol-

vimento da génada primitiva indiferenciada em testiculo.

A partir da sétima semana de desenvolvimento intra-ute-
rino, embrides derivados de zigotos que carregam pelo menos um Cromos-
gsomo Y comecam a sofrer transformag®es. Tafs transformacdes se mani-
festam basicamente na subdivis¥o gonadal para formag3o dos corddes
test.iculares, que, posteriormente, dar%o origem aos canais seminife-
ros; na diferenciac3o das células sexuais primitivas em células ger-

minativas e na forma¢¥o da tudnica albugfnea.

Apds ser desencadeado o processo de transforma¢3do das
gbnadas bissexuals em testfculos, a diferenciacdo sexual masculina
passa ent3o a depender de hormdnios produzidos exclusivamente pelo
préoprio testfculo fetal. Dessa forma, ocorrerad a regressdo dos ductos
de Muller (através da liberac%o do horménio anti- Mulleriano pelas cé-
julas de Sertoli), desenvolvimento dos ductos de Wolff produzindo os
epididimos, canais deferentes, vesfculas seminais, ductos egaculato-
rion o diferenciacioc da genitdlia externa maasculina (BEIGUELMAN,

1382) .
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Apesar de atualmente se ter conhecimento do processo fi-
siologico de diferenciac3o sexual, muito pouco se sabe a respeito da
participac3o do cromossomo Y e a que nfvel, na determinacdo genética,
ele atuaria. N¥o esta claro, por exemplo se essa determinac3o ocorre
apenas com a participag¥o de genes estruturais localizados no préprio
cromossomo, ou ainda, se existe um complexo regulatdrio nesse cromos-
somo que opere regulando positiva ou negativamente genes localizados

no préprio cromossomo Y ou mesmo em autossomos.

Alguns autores ainda especulam sobre a participagdo do
cromossomo X conjuntamente com o cromossomo Y nesse processo ( PAGE uf

al 19687) visto que sequéncias candidatas a possuir gene ou genes que

L 4

supost.amente tenham fung3o na determinacg@o sexual, possuem uma copia

ident.ica no cromossomo X. Se realmente isto for:confirmado, supOe-se
que essas sequéncias homélégas poderiam sofrer algum tipo de. inativa-
¢%o A nive) transcripcional (PAGE z¢ /., 1987). O fato é que, a pro-
pria estrutura e caracter(sticas fisicas do cromossomo Y (nimero ex-
cessivo de sequéncias repetidas, grande porg¢¥o cromossdmica inativa
genét {camente) tornam-se um grande empecilho na obteng3o de algumas
dessas respostas.

Porém, nem sé 2 nivel de determinac3o sexual reside a
particlpa¢3o do cromossomo Y. Também a estreita relag3o entre o cro-
mossomo Y e espermatogénese normal tem sido intensamente estudada. De-
lecBes detectadas clitogenéticamente no cromossomo Y em muitos homens
com falhas espermatégénicas, levam a crer que, afastada devidamente

qualquer natureza clinica para esta anormalidade, fatores que atuam 2a



nf{vel de espermatogénese devam ser codificados por genes localizados

no braco longe do cromossomo Y ( ANDERSSON =¢ x7., 1988). Uma das pri-
meiras descri¢Bes que sugerem esse fato é de autoria de TIEPOLO & ZU-
FARDI (1976¢), na qual, através do estudo citogenético de seis indivi(-
duos azoospérmicos, foram detectadas delegBes na porg3o distal do seg-

ment.o eucromadtico de braco longo do cromossomo Y.

Recentemente se denominou o gene hipotético relacionado

2 Infertilidade de 47F c(dzoospermia facfort. Tanto dados citogenéticos
(RETIEF, 1987) como aqueles obtidos com a utiliza¢do de sondas de DNA

(ANDERSSON ¢ x7., 1988) sugerem sua localizag3o na regiso Yqll, cor-

. (1986). Contrapondo essa hipdtese, existem estudos em que foram
relatados homens azoospérmicos apresentando dele¢Bes na porg3o distal
da regi%o heterocromadtica do brago longo, porém, sem perda da regido
eucromatica, na qual estariam localizados esses genes (COIUER wz¢ af.,
1383). Mais ainda, alguns estudos realizados em pacientes azoospérmi-

cos ut.jlizando sondas que mapeam a regi%o Yqll, n3o demonstraram perda

cromossdmica nessa regido (THO @& z7,, 1987).

Também tém sido descritas na literatura, associagBes en-
ire fatores como estatura masculina (YUNES ¢ a7., 1977) e tamanho de
dentes (ALVESALO & de la CHAPELLE, 1981) com fertilidade masculina,
sugerindo uma proximidade de genes que regulam essas caracteristicas,

3 regido de espermatogénese normal.
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A existéncia de uma determinada regi%o do cromossomo Y
que demonstra possuir homologia com o cromossomo X, também t&m sido
@studada a nfvel molecular. Essa regi%o apresenta homologia genética
entre determinadas sequéncias localizadas nos bracos curtos de ambos
cromossomos e mantém pareamento cromoss8&mico normal, sofrendo s
s iy obrigatério durante a meiose masculina. Devido a essas pe-

cullaridades, tem sido denominada de RegiZo Pseudoautossémica.

Esta regi%o foi evidenciada citogendticamente had muito

tempo por KOI.LER & DARLINGTON (1934), porém apenas recentemente pb&de

ser confirmada por estudos moleculares (SIMMLER ¢ 2;.. 1985). Uma ca- __

2

racteristica marcante & a sua hipervariabilidade, causada por wvaria-
¢ties aleélicas devido.ao grande numero de cépias de sequéncias nucleo-
t{dicas repetidas, o que gera a presenga de inumeros fragmentos poli -

mérficos ou RFLP8 (Resérictions Fragments Length Folimoefisms) nessa

regido (WEISSENBACU w¢ 7.

, 1987).

1.3 O ANT(GERQ 1Y

0 antfgeno II-Y foi a primeira molécula associada a de-
terminacdo primdria do sexo. A partir da observac¥o de que fémeas de
camundongos da linhagem C57BL/6 rejeitavam transplantes de pele de ma-

chos da sua prépria linhagem, sugeriu-se a existé&ncia de um ant fgeno



de superffcie celular exclusivo do sexo masculino (EICIWALD & SILMSER,
1955) . Uma vez que numa linhagem isogénica todas as diferencas geneti-

cas podem ser atribufdas ao cromossomo Y, o antfgeno responsavel pela

rejeicdo foi denominado II-Y, significando histocompatibilidade Y (DIL-

LINCIHAM & SILVERS, 1360).

A detecc3o sorolégica do antfgeno II-Y foi estabelecida

por GOLDBERG ¢ x7., (1971). Os autores demonstraram que © soro anti
1-Y, produzido em fémeas multitransplantadas com pele de machos da
mesma linhagem, era citotéxico para espermatozdides murinos na presen:

ca de complemento de coelho.

0 alto grau de conservacio evolutiva do antfgeno lI-Y foi
constatado por WACHTEL ¢ ai., (1974, 197532}, observando que celulas
do sexo heterogamético de vérias espécies de mamfferos (rato, coelho,

cobhaja e homem), aves e anfibios, absorviam anticorpos II-Y murinos.

Portanto, o antigeno 1I-Y que havia sido inicialmente definido como ma-

cho especifico € na verdade especi{fico para o sexo heterogamético na
maiorta dos vertebrados. Essas e outras observag8es levaram os autores
a propor que o antigeno II'Y seria o produto primario do gene que de-
sempenha a fung3do de induzir a gbnada embrionaria a se desenvolver em

test.fculo, ou ovario no sexo heterogamético (WACHTEL ¢ 7., 1975b).

®00 a2t oat.

, (1377), analisando a presenca de antigeno

U-Y em 17 indiv(duos com anomalias estruturais do cromossomo Y, con-

clyiram  que o gene rezponzdvel pela exprezsfo dezze antigesno eztaris
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localizado na regi3o proximal do brago curto do cromossomo Y (Yp).
Mais ainda, a constatac¥o de que o antfgeno H-Y estd presente em quan-
tidade aumentada num indivfiduo com cariétipo 45,X/46,X,1(Yp), mas estd
ausient.e no indivfduo 46,X,1(Yq), apdia a sugestdo de que o brago curto
do cromossomo Y & essencial para a expressdo desse ant fgeno

(MORFIRA-FIINO 26 a2i., 1979).

Recentemente o papel do antfgeno II-Y na determinag3o go-

nadal tem sido muito questionado. SIMPSON g¢f 37., (1987) refutaram a

hipstese de que o antfgeno lI-Y fosse o produto primdrio do gene res-
ponsavel pela determinac3o sexual, demonstrando que o antigeno Ii-Y e o
fator de diferencta¢3o testicular eram determinados por dois genes lo-
calizados em regiles bem distantes no cromossomo Y, tendo sido o pri-
meiro atribufdo ao Yq e o outro ao Yp. Além disso, hermafroditas ver-
dadeiros XX, nos quale ndo ze detects material do cromozgome Y, apre
sentam express%o do antigeno U-Y. [sto sugere que o gene do antfigeno

II-Y n%o estaria ligado ao cromossomo Y (WOLFE, 13887).

Nesse sentido, LAU w¢ atf,, (1986) demonstraram o envol-
vimento de um Jorny autossémico na determinac3o gonadal. Usando anti-
corpo monoclonal anti H-Y, os autores isolaram de um banco de c~-DHNA,
preparado a partir de testfculos de camundongo, uma sequéncia muito
consorvada com expressio em células testiculares, mas n&o em células

ovarianas. Tal sequéncia foi mapeada no cromossomo & humano.
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1.4 GENES LOCALIZADOS NO CROMOSSOMO Y

Embora poucos genes tenham sido localizados no cromosso-

mo Y, alguns deles ja& foram caracterizados a nivel molecular. Um hipo-
tético gene, candidato ao principal papel no processo de determinac3o
sexual, & o TDF (teséicular determining factort, que fol primeiramente
admitido por McKUSICK (1375), e que recentemente té&m sido objeto de

pesiquisa por varios autores (PAGE, 1887; MULLER, 1987b).

Na verdade, atualmente muito pouco se sabe em relag3o a
sua natureza hioquimica, forma de regulag3o, modo de agdo ou mesmo nu-

1988; De La CIIAPELLE

mero de produtos génicos (PAGE g a7

n

1986 .

Varias localiza¢Bes desse suposto gene tém sido propos-
tas. A partir de observa¢Bes citogenéticas e da relagc3o caridétipo-fe-
nét.ipo, alguns autores sugeriram que tanto o brago curto quanto o bra-

co longo do cromossomo Y seriam necessdrios para a diferenciac3o tes-

t.icular (SIFBERS =7 xf., 1973; BULIER, 1980). No entanto, estudos mais
recent.es apontam fortemente gque genes da determinac3do sexual estariam
lJocalirados no braco curto do cromossomo Y ( MULLER & af., 1986 ;
VERGNAUD ¢ a7., 1986; De La CHAPELLE , 1886; SIMPSON ¢ a7,

1937). UibridizacBes do DNA de homens 46,XX e mulheres 46,XY com se-
quéncias Y- espec{ficas, té&m permitido mapear sequéncias bastante proé-
ximas a regli3io de determinac3o sexual (AFFARA ¢ mj., 1987; MULLER ¢

ERa 1986) .

3
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VERGNAUD ¢ z7., (13986) propuseram a localizag3o deste
suposto gene para a por¢#o distal do brago curto do cromossomo Y, mais
precisamente, para o intervalo 1 do mapa fisico de delec3o, porém fora
da regi%o de homologia com o cromossomo X. Além disso, alguns estudos
demonstram que pelo menos em alguns homens XX, o suposto i teria si-
do transferido para o cromossomo X paterno, durante a meiose, sendo

dessa forma por eles herdado (ANDERSSON ¢ nf., 1986).

PAGE =+ 2., (1988), relatou a existéncia de um gene
ZFY  (v-finked wminc fingesr profeind localizado na mesma regi3o do su-
posto iy, e que estd ausente em uma mulher 46,XY com 399,8% desse cro-

mossomo. Esse gene codificé uma proteina que se liga de maneira espe-
cifica a molécula de DNA ou RNA atuandé na regulag¢do da trancrig3o gé-
nica. Dada a semelhanca ffsica da protefna ZFY com outras proteinas
que também possuem fun¢¥o semelhante, o autor sugere que essa proteina
poderia atuar na regulag3o génica de fatores importantes para a deter-

minag3do sexual.

Curiosamente, foi localizadoc também no braco curto do
cromossomo X, um gene ZFX (¥-[inked komalogus of JIFYi (PAGE, 1987
MULLER ¢ x7., 19872), que & uma cépia homdloga ao ZFY. Sendo realmen-
te comprovado o ZFY como um gene importante na determinagdo sexual,
deve-se no futuro considerar novos modelos de determinag¥o sexual que

acomodem também a hipdtese de participa¢Zio de genes localizado no cro-

mossomo X nesse processo (PAGE, 1887).
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PALMER sf¢ sf.. (1990) descrevem entretanto, a andlise de
hibridizac8es do DNA de 4 homens 46,XX, com sondas que mapeam 100 Kb
da porg¢%o distal do braco curto do cromossomo Y (HFO.2, HLI2.1, PO.9,
£1.3, 27A e GMGY3) imediatamente adjacente a regi&o pseudoautossdmica.
Com isso, foi verificado que a regido do cromossomo Y presente nesses

individuos n3o inclui a regi%o definida por PAGE w¢ x}., (13987) (140 Kb

compreendidos no intervalo 1A2 do mapa de delecdo proposto por

VERGNAUD z7 7., 1986).

2

Fstendendo os achados de PALMER ¢ 7., (1330), SIRCLAIR
@f  af., (1990), descrevem um gene S5RY Csen deftsranining region on ¥
chronosone ) que estd contido numa regi@o de?35 Kb no braco curto do
cromossomo Y, que seria indispensavel para a determinac¥o do sexo em
mam{feros segundo PALMER w¢ zj., (1930). Esse gene codifica uma pro-
teina com caracteristicas fisicas que sugerem também um papel na regu-
Jac%o transcripcional. Com a hibridizac3o de uma sonda (pY53.3) isola-
da dessa regiZio a RNAs extrafdos de diversos tecidos celulares (ova-
rio, testfcula, pulmZo e rim), pdde ser verificada a existéncia de um
transcrito de 1.1 Kb somente em tecido testicular e em nenhum outro
t.ecido testado. Fsse dado, juntamente 2 verificag%o da alta conserva
c3o dessa regi%o em muitos mamiferos e a sua especificidade ao cromos-

somo Y tornam também essa sequéncia um candidato bastante proviavel 2o

principal papel na determinagdo do sexo em mamiferos.



Uma sequéncia homoléga a essa (p4.2.2) fol descrita tam-
bém em cromossomo Y de camundongo e é mapeada na regi@o 5.+ ', que su
postamente possui o gene gy, correspondente ao TDF em camundongos e

que teria a fungdo de determinag3o sexual (GUBBAY wf ai. 13990).

Um dos primeiros genes do cromossomo Y que foi clonado,
o KIC2, estd localizado na porg¢3o mais proximal da regi®o pseudoautos-
sébmica (GOODFELLOW i xj., 1983; GOODFELLOW z¢ zy., 1388). A andlise
genética e molecular desse gene tem sido de grande valia para a deter-
minag3o dessa regi3o, sendo que o MIC2 é o Unico gene bem definido co-
mo pertencente a ela. No cromossomo X, tal gene fof localizado na re-
gido Xpter-Xp22-32.

0 MIC2 codifica em ambos jg-;, nos cromossomos X e Y
(MIC2X e MIC2Y)_um antfigeno de superficie celular de fung3do desconhe-
cida que é reconhecido pelo anticorpo monoclonal 12E7. Com a utiliza-
¢3o de um sistema de expressZo do fago Agtll em £,.-pf/, um produto
primario de um clone de c-DNA isolado por DARLING wf arf., (1986) & re-
conhecido por este anticorpo. Utilizando-se de um sistema de células
somdticas hibridas homem-camundongo, os autores observaram que células
que retinham o cromossomo Y ou X expressavam o antfgeno 12E7.

Além disso, o estudo genético do MIC2 tem servido como
ferramenta no estudo da inativac3o do cromossomo X e de forma geral

para o ainda pouco conhecido controle da express¥do génica em mamife-

ros, Jjé que este gene e todos os genes da regi%o pseudoautossdmica es-

capam 2 inativag3o pelo cromossomo X (GOODFELOW zi a7., 1988). Em con-
sequéncia disto, genes dessa regliSo s3o herdados em dose dupla em in-
dividuos XX e XY, e em uma unica dose em individuos XO, representando

assim para esses individuos uma real deficiéncia do produto primario

desses genes (BURGOYNE, 1882).



A analise genética da atividade da enzima esterdide sul-
fatase (575} tem indicado que o gene necessério para a expressdo desta
enzima estaria localizado no cromossomo X (CRAIG w=¢ 57,.,1987), tambénm

possuindo uma céplia correspondente no cromossomo Y.

Um clone de c-DNA i{solado por BALABIO »¢ z7 (1384), per-
mitiu localizar este gene na regiZo Xp22.3 do cromossomo X, correspon-
dendo portanto 3 regi3o pseudoautossdbmica. Este clone, gquando hibridi-
zado ao DNA de indivfduos portadores de ictiose e deficientes para
a 57%, demonstrou que todos individuos haviam perdido material cromos-
sbmico desta regi3o (FRASER w7/ %J", 1987). Porém alguns autores sus-
tentam que o 5y% na verdade ndo seria pseudoautossdmico, e sim locali-
zado no cromossomo X, adjacente 2 esta regiégL_g que estd de acordo

com a informac¢3o de que este gene ndo sofre permuta durante a meiose

masculina (FRASER,«¢# w}r., 1987).

No cromossomo Y, a regi@o correspondente ao g7y tém sido
intrigantemente assegurada ao brago longo (FRASER, 1887; De La CHA-

PELLE, 1987), correspondendo na verdade & apenas uma cdépia incompleta

desse gene. E possfvel supor que a cdpia do gene =¥ na regizo pseu-

doautossdmica tenha sido perdida durante a evolug3o (GOODFELLOW

ef ai., 1988).
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1.5 SEQUENCIAS LOCALIZADAS NO CROMOSSOMO Y

Além dos genes mapeados no cromossomo Y, um numero muito
major de sequéncias de DNA desse cromossomo foi isolado na tentativa
de se localizar outros genes. De acordo com O “feporft of the committse
on the g onebic constituition of the YV chromosomns " (GOODFELLOW XS
Fi., 190 ), sequéncias definidas como possuindo cdpias ou pertencentes
ao cromossomo Y est¥o relacionadas em cinco categorias gerais: sequén-
cias Y- especi{ficas com baixo numero de cdépias, sequéncias repetidas,
sequénclas com homologlia ac cromossomo X dentro da regi%o de pareamen-
t.0, =sequéncias com homologia ao cromossomo X porém fora da regido de
pareamento e sequénclas com homologia ao cromossomo X e 3 cCromossomos
aunt.ossdtmicos. Issas éategorias sdo dependentes das condi¢Bes de es-

tringdncia (concentrac3®o de sais e temperatura) na qual o experimento

de hibridizac3o & realizado.

1.5.1 Sequéncias especfficas em baixo nuimero de cdpias:
¥ de grande interesse o isolamento de sequéncias Y-es-
pecificas de cépia udnica ou em baixo numero de codpias pois representa
uma poderosa ferramenta analftica para o estudo direto da estrutura do

cromossomo Y e da expressdo génica.



.17

Sequéncias Y-especfficas geralmente podem ser «classifi-
cadags de duas maneiras. Primeiramente, sequéncias especificamente mas-
culinas, seriam aquelas que ndo estariam representadas no genoma femi-
nino hibridizando especfficamente com o cromossomo Y. Segundo, se-
quéncias que fornecem um padrZo de reac3o diferentes para o homem e
mulher apds o experimento de hibridizag3o, isto &, estariam também re-
presentadas no genoma feminino, porém com padrdo de bandas diferente

quando comparado ao visualizado em DNA genBmico masculino.

Na tentativa de se obter essas sequénclas, pesquisadores
t.em ut.ilizado basicamente dois métodos de isolamento do cromossomo Y.
0 1isolamento a partir de um sistema de células hfbridas homem-camun-
dongo (BISHOP gz¢ a7,, 1983, BISHOP g¢ x7.,1984) ou o isolamento por ci-

tometria de fluxo ou “$low~sorber” (MULLER g¢ a7., 1986).

BISIOP wf z7.(1983), através do isolamento do cromossémo
Y de células hfbridas, que contém pelo menos uma cépia do cromossomo Y
hu- mano, e constru¢3o de um banco gendmico parcial em cosmidio, pbde
isotar trinta sondas do cromossomo Y, das quais, em condi¢Bes de baixa
estringéncia, seis apresentavam- se espec{ficas para esse cromossomo Y

e quatro, apresentavam- um padr3o de reag¢%o macho-fémea diferente

(MISHOP @f a7., 1984).

CUCLLAEN ¢ zJ., (1984) utilizando algumas dessas son-
das, atém de verificar sua especificidade ao cromossomo Y, pbde de-
monstrar pela primeira vez a nivel molecular a presenca de material

cromossdmico do Y em alguns homens 46,XX.
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Com o isolamento do cromossomo Y a partir da célula hi-
brida 4F7 que contém 4 cépias desse cromossomo, WOLFE ¢ a7,., (1984),
~onstrui({ram um banco cromossdmico em cosm(dio. Dois dos clones estuda-
dos (cos 69 e cos 116) demonstraram conter sequéncias unicas e especf{-

ficas ao cromossomo Y e estas foram localizadas na regi3o heterocroma-

t.ica do brago Jongo desse Cromossomo.

Ainda com a utilizacHo desse sistema no isolamento do
cromossomo Y, e a construc¢3o de um banco gendmico parcial em fago Cha-
ron 4A, DBURK gf zi.,(1985) estudaram uma sequéncia (4B-2) de 3.3 Kb,
selecionada a partir de hibridiza¢%o com DNA de homem 47,XYY, que é um
fragmento de cdépia simples e estéd localizado na porc3o proximal do
braco longo do cromossomo Y. Estudos evolutivos dessa sequéncia de-
monstraram a existéncia de sequéncias semelhantes & esta em DNA de ou-
tros primatas (gorila, chipanzé, orangotange) mas n3o em DNA de fémeas
dessas espécies. Além disso, por falhar em hibridizar com DNA de ho-
mens 46,XX o autor sugere que sua presen¢a pode n3o ser necessiria pa-

ra a determinac?fo sexual.

A partir da construc3o de um banco genbmico de fago en-
riquecido para a porc¢3o eucromdtica do cromossomo Y, obtido por -
£ owmworfee ", MULLER of a7., (1986), selecionaram 25 clones que hibri-
dizavam preferencialmente com o cromossomo Y humano, e destes, 2 clo-

nes (Y 202 e Y -214) possuiam um reduzido numero de copias e eram espe-

cificos para o cromossomo Y.



.19

Com a utilizag3o dessas sequéncias e outras isoladas da
mesma  maneira, o autor pbdde sugerir a sub-divis¥do do brago curto do
cromossomo Y em 5 regiBes (Ypl -YpV) sendo que as regides Yplll e YplV
(Yp11.2- Ypter) foram demonstradas pelo autor como sendo definidas por
sondas Y -especf(ficas ou em adig¢do a sequéncias autossbmicas (Y-280,

Y- 286, Y-228, Y-227).

PACE ¢ a/f., (1987) descrevem 4 sequéncias, isoladas de
diferentes bancos cromoss&micos: pDP307, pDP1007, pDP10035 e pDP1039.
Todas essas sequéncias demonstraram ser especi{ficas ao cromossomo Y.
Uma delas, pDP1007, candidata segundo o autor ao principal papel na
determinagdo sexual, detecta um locus altamente conservado nos cromos-
somos X e Y em diferentes mamfferos testados. Esse fato evidencia o
alto grau de conservac%o dessas sequéncias e a evolu¢3o destas, partir

de um gene ancestral comum.

1.5.2 Sequéncias repetidas:

14 diversas raz8es para o estudo molecular de sequéncias
repetidas do cromossomo Y. A primeira delas é que existe uma alt{ssima
proporc¢3o de sequéncias repetidas neste cromossomo (aproximadamente
70 %) e um nuimero limitado de genes funcionais conhecidos. Segundo,
est.a significante parcela constitufda de virias famflias de sequéncias
repetidas, s3o genéticamente "n3o codificantes” e sugere-se que este
fato tenha papel fundamental na regulacdo da expressdo génica

(COOKE, 19832). Aiém disso, o cromossomo Y humano tem uma origem evolu-
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tiva recente, em que a malioria de suas sequénclias tem homologia com o
cromossomo X e/ou autossomos humanos e existe mesmo, grande homologia
entre o cromossomo Y com o cromossomo X e autossomos de outros prima-
t.as (SMITH  we aF., 1987; SZADRO g+ m7., 1987, Sendo assim o estudo
dessas sequéncias poderia multas vezes fornecer informag¢des importan-

ftes A nivel evolutivo.

Nas sequéncias de DNA repetido que se encontram disper-
sas no genoma, algumas foram descritas como possuindo cdpias no cro-
mosissomo Y. Fntre elas, a sequéncia pgfy, a sequénecia fiam, a sequéncia
*alphoig”, localizada no centrbmero, além de sequéncias repetidas Y-
especificas, dependentes das condi¢Bes de estringéncia, entre as quais

destacam ‘se as'sequéncias 3.4kb e 2.1k.b.

A famflia de sequéncias g4ryu apresen£a por volta de
300.000 coépias dispersas em todo o geﬁoma. Esta sequéncia € homdloga a
pequenos  RNAs nucleares e transcrita “juy ¢ifrpo” pela RNA DPolimerase
[Tl (DUNCAN ¢ zf,., 1979). No cromossomo Y humano & visfvel apenas que
o espectro dessas sequénclias g7y difere do esperado no resto do genoma
em relacdo ao numero de cdédpias, sendo que em baixa estringéncia poucas
sequédncias s3o observadas no cromossomo Y (SMITH ¢ af., 1987).

A sequéncia gim (Banded Krait minor satellite DNA) osta
associada ao sexo heterogamético em cobras hibridizando preferencial-
ment.e ao cromossomo W (ARNEMANN ¢ 5y, , 1986). Esta sequéncia apresen-
ta repetigBes simples de quadrupletes GCATA e GACA, e em camundongos

est.d relacionada a regi%o pericentrdmérica do cromossomo Y (SMITIL g

ai., 1987). ARNFMAMM o6 ar. (1986) selecionaram entre 68 clones iso-

E
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{ados de um banco de cosmfdio contendo fragmentos do cromossomo Y, 3
clones que apresentavam forte hibridizag¢¥o com oligonucleotf{deos sin-
tét icos GCATA e GACA, demonstrando, portanto, a presenga de homologia
com a sequéncia ggp. Dois desses clones analizados, hibridizavam espe-
cifijcamente com NNA de origem masculina, localizando-se tanto no braco

curto como no brago longo do cromossomo Y.

A maioria das espécies de mamfferos possui uma famflia
de DNA repetido ao acaso, agrupado no centrémero e em outros sitios
heterocromat.icos denominada ‘“alphoid OMNA repeats™ (SHITH we ala,
1987). No cromossomo Y este "alphoid DNA” estd organizado numa estru
{ura de aproximadamente 5 a 7kb que se repe@e, compreendendo 400Kb da
regi3o centromérica. Extensiva andlise de restri¢®do revelou que essas
sequéncias podem ser ”“cromossdmicas especificas” e parecem ter evolui-

do muito rapidamente devido ao fato que muitas diferencas ocorrem en-

tre as espécies (TYLER- SMITII & DROWN, 1987).

1.5.2.1 Sequéncias repetidas Y-especificas:

Setenta por cento do cremessomo Y humano & constitutdo
por sequéncias Y- especf{ficas repetidas. O maior componente dessa fa-
m(lla de sequéncias repetidas & um fragmento de 3.4 kb espagado por
ait.ios de restricdo para a enzima fagplFll e que constitui aproximada-
mente quarenta por cento do cromossomo Y. Outra sequéncia altamente
repet.ida, de 2.1 kb, encontra se também espacada pela mesmo sitio de

restricio e constitui vinte por cento do cromossomo Y. Essas sequén-
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clias encontram-se “/n faadem”, situadas na porc¢3o heterocromatica do

cromossomo Y, sendo que variacBes no tamanho desta regi3o tem sido re-
laclonadas ao numero de cépias da sequéncia 3.4 kb (McKAY

= N S 1‘378) .

TYLER SMITII o4 s¥., (1988), descreveram uma sequéncia de
DNA altamente repetida, especffica e hipervaridvel constituindo-se de
unidades de 20.3 Kb e localizadas no braco curto do cromossomo Y. Ls-
tas unidades estariam dispostas em um bloco maior hipervariavel em ta-
manho de %40 & 800 Kb, e um bloco menor de tamanho constante de 60 Kb.

Sequéncias de DNA j& descritas anteriormente como as sondas Y-156,

Y- 190, Y- 223a (MULLER w=¢ arf,, 1987 foram verificadas nessa sequéncia.

A fung3o das sequéncias repetidas Y-especificas é enig-
mat.ica como o € a da maioria das sequéncias repetidas do DNA eucarié-
tico, entretanto, estd claro que pelo menos as sequéncias 3.4 Kb e 2.1
Kb n¥o estdo envolvidas diretamente na determinagdo sexual, uma vez
que fémeas normalis que possuem essas sequénclas translocadas a cromos-
somos  autossd4micos sBo encontradas na populagdo numa frequéncia de

1:3000 (COOKE =& af., 1979). - =
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A sequéncia 2.1 kb:

Fista sequéncia foi clonada (COOKE g¢ xJ.,1982) no plas-
midio plly?2.1 e hibridiza em uma banda de 2.1 kb no DNA de homem. IIi-
bridizac%o "o sifu" desta sequéncia demonstrou que ela esta localiza-
da preferencialmente na por¢%o proximal da regi3o Yql12 (SCHIMDTKE &
SCIHMID, 1930) ; apesar de BOSTOCK ¢ a27., (1978) sugerirem que algumas

céplas desta sequéncia também possam estar localizadas na por¢do n3o-

fluorescente.

A andlise de restric3o dessa sequéncia demonstra que ela
osts inclufda em um elemento altamente repetido de 2.4 Kb. Além disso,
¢ importante ressaltar que a sequéncia 2.1 Kb (porus OVE3) n3o se  hi-

bridiza 2 sequéncia 3.4 Kb.

Fm relac3o a sua especificidade ao cromossomo Y, apesar
de ja ter sido demonstrado que esta sequéncia é altamente dispersa no
genoma humano, possuindo cdpias em praticamente quase todos os cromos-
somos, o material cromossémico n¥o especffico ao cromossomo Y desta
sequéncia estd presente em menor numero de copias que fragmentos Y- es-
pecificos. Pode se afirmar portanto que a sequéncia 2.1 Kb €& muito

majs especifica ao Y que a outros cromossomos (SMITH g¢ =f., 19867).

Dutro dado importante em relac3o a essa sequéncia foli a

descric3o de sitios fgozlF metilados, os quais estariam envolvidos na
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sua inativac3o génica, confirmando a hipdtese de que metilagBes sitlos
especificas devem estar envolvidas de alguma maneira, na regulac3o de

genes em eucariotos (COOKE ¢ z7,, 1382).

A sequéncia 3.4 Kb:

A sequéncia 3.4 Kb (Jorus £¥7F) € a maijor representante
da famflia de sequéncias repetidas localizadas no cromossomo Y. Seu
nimero de cdpias é estimado em aproximadamente 7000, correspondendo 2

0,4% do DNA genédmico masculino (BISHOP w¢ a7

. 1984). Hibridizag¢8es
com DHNA feminino sob condi¢Bes de baixa estringéncia demonstraram, 2

exemplo da sequéncia 2.1 Kb, que ela também possui alguma homologia

com cromossomos autoss&micos, principalmente os cromossomos 9 e 15.

Os fragmentos de 3.4 Kb s%o na verdade uma mistura hete-
réloga de sequéncias que té&m em comum a ocorréncia regular de sitios
de faxFi; a cada intervalo de 3.4 Kb e uma organizag3o “/g fandem”™ em

varios sitios sobre o brago longo do cromossomo Y (SMITH ¢ a7

noa

19387). Apesar de apresentar homologia com menor numero de cromossomos
autossomos quando comparada a 2.1 Kb, esta sequéncia, no entanto,
apresenta menor especificidade com o cromossomo Y que a outra, pois o

nimero de fragmentos especi{ficos para esse cromossomo € relativamente

menor .
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1.5.3 Sequéncias homélogas ao cromossomo X localizadas na regi3o

de pareamento normal:

A regi%o de pareamento normal do cromossomo Y com o X
estd localizada nas por¢8es distais dos bragos curtos de ambos cromos-
somos (VERGNAUD wo¢ 7., 1986; YEN of 27,.,1988) e & compreendida bési-
camente por cinco jg-i: DXYS14, detectado pela sonda 29C1 (COOKE .¢
#i.,1985); DXYS15, pelas sondas 113b e 113d (SIMMLER ¢ zy., 1985); o
Jomruw DXYS17, detectado pela sonda 602 (SIMMLER &z¢ ax}., 1985); e ainda
os jor-i DXYS20 e MIC2 correspondendo respectivamente as sondas pDP230
(PAGE  wf si., 1887) e pSGl e piSB (GODDFELLOW @i af.,, 1886), sendo a

sonda pSG1, um c-DNA correspondente ao anticorpo 12E7, que é o produto

primadrio do gene pros.

1.5.4 Sequéncias homélogas ao cromossomo X fora da regiZo de pa-

reamento normal:

A existénecia de sequéncias do cromossomo Y homdélogas ao
cromossomo X, mesmo fora da regi%o de pareamento normal entre esses

dois cromossomos, € uma evidéncia concreta da evolugZio desses cromos-

somos a partir de um ancestral comum (KOENING ¢ 7., 1985).

A partir de um banco gendmico humano construfdo por
FRITSCII & MANIATIS, PAGE gzp a7., (1982), {solaram um recombinante

( A -Hs4813) contendo um inserto de 13,5 Kb. Dois fragmentos foram
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obt idos desse recombinante (sondas A e B). Um desses fragmentos
(sonda A) detecta um segmento polimdérfico de 14,6 Kb derivado do cro-
mossomo Y e possui uma cépia homdloga na regi¥o Xp2Z2.2-qter. Essa se
const.itui na primeira descric3o de homologia entre oOs cromossomos Y e

X fora da regi3o pseudoautossdmica.

A partir de dois bancos cromossdmicos Y-especfficos (um
obtido por ‘flow sprtfer” e outro, a partir de células hibridas homen-
hamst.er) e um banco cromossédmico X- especifico (obtido por "flagw sor-
fop*), AFFARA 27 z7., (1986) iscolaram vinte recombinantes aparentemen-
te de cépia simples para o cromossomo Y. Doze deles foram localizados

na regl3o Yp, e oito na regi3o Yq.

Muitos desses fragmentos mostraram homologia ac cromos-
som; X fora da regizo de pareémento. Por exemplo, em diversos nivels
de estringéncié, quatro deles (GMGXY4, GMGXYS, GMGXY6, p2F(2)) locali-
»ados no braco curto (Yp), porém fora da regi%o de pareamento normal,
detect.am sequéncias homdélogas no cromossomo X entre as regides
Xq13 -24. A sonda CMCXY3 localizada entre Yql1-11.22 detecta homologia
em Xpter-Xp22.23, e mesmo uma sequéncia localizada em Ypll.2-Ypcen

(GMCXY?2) apresenta homologia com a regi@o Xq13-Xq24.

Além disso, um fragmento de 4.9 kb (sonda p75/78), iso-
lado a partir de um banco parcial de cosmfdio, fol sub-clonado no
plasmidio pAT153 e selecionado de forma a n%o apresentar qualquer se-
quéncia repetida, mapea no brago longo do cromossomo X. Este fragmento
detecta, em haixa estringéncia, uma sequéncia de 3.4 Kb na regi%o eu-

cromatica do brago longo do cromossomo Y (WOLFE ¢ g{,; 1984) .
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Em um outro trabalho, a sequéncia 2:13 do brago longo do

Y, localizada entre as regiBes Yqcen-qll.1l, detecta um locus altamente
homélogo no cromossomo X (BICKMORE & COOKE - ., 1987 na regido
Xq26 -27. Segundo os autores, esta sequéncia teria sido recentemente

transposta do cromossomo X para o Y uma vez que em chipanzés e gorilas
e@la ocorre somente no cromossomo X, fornecendo assim um significante

dado a nfvel evolutivo.

1.5.5 Sequéncias do cromossomo Y homélogas a cromossomos autossd-

micos:

A homologia entre o cromossomo Y e varios autossomos tem
sido verificada e acredita-se seja consequéncia de uma série de even-
ttos de duplicac¥o e transposicZo no decorrer do processo evolutivo
CAFFARA w¢ mtF., 1986). DBISNOP 24 xtr., (1984), estudando um conjunto de
vinte e seis sequéncias Y -especificas detectaram que quatro delas
apresentavam homologia com cromossomos autossbmicos e uma sonda exi-
bia homologia com o cromossomo X e autossomos.

AFFARA gz¢ a7s., (1986), }ocalizaram entre as regifdes Yp-
ter ‘Yqil sels sequéncias (CMGY3, GMGY4a,b,c, GMGXY2, GMGY11, GMGY1 ,
GMGY2, GMGY5), isoladas a partir de tré&s bancos cromossdmicos. Além
disso, os autores puderam demonstrar distinta homologia dessas sequén-
ciag com autossomos uma vez que esses fragmentos falharam em hibridi-

zar com células hibridas portando somente cromossomo X, mas hibridiza-

vam com os cromossomos 1, 2, 3, &5, 6, 11, 17, 18, 21 e 22.
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2. OBJETIVOS

- Verificar se uma sequéncia, denominada Y-1, iso-
lada de. um banco do cromossomo Y, €& especifica

para esse cromossomo.

- Determinar o mapa de restrig¢3o da sequéncia Y-1.

Isolar sub-fragmentos da sequéncia Y-1 original
— — e caracterizi-los também quanto a sua especifici-

dade ao cromossomo Y.

- Selecionar o fragmento mais especifico ao cromos-
so Y, visando a sua utilizacZo em rotina labora-
torial tanto para fins académicos quanto clint -

CcOs.

Verificar a possivel existéncia de sequéncias

promotoras na sequéncia Y-1.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 A SEQUENCIA Y-1

A Sequéncia Y-1 foi obtida a partir da triagem de um
banco do cromossomo Y (cédigo LLOYNS501), construfdo pelo método de ci-
t.ometria de fluxo na DivisZo de Ciéncias DBiomédicas, Laboratdério Na-
clonal Lawrence Livermore, CA 94550 sob os auspfcios do Laboratdrio
Nacional do Projeto do Banco Gé&nico, o qual recebe apoio do Departa-

mento de LEnergia dos Estades Unidos.

'sse método basea se no fato de que o DNA & um consti-
tuinte estavel e caracteristico dos cromossomos. Cromossomos metafasi-
cos corados com fluorécromos, quando excitados com raio laser, emitem
uma intensidade de fluorescéncia que depende do seu contedido de DHNA.

Assim, ¢ possivel identificar e isolar um cromossomo em particular.

Cromossomos Y, isolados a partir de fibroblastos humanos
dipldides (linhagem 811), com uma pureza estimada de 95%, foram dige-
ridos com a enzima de restrig3o #ingll}, gerando fragmentos de restri-
c¢30o contendo em média 4 Kb, os quais foram ent3o clonados no vetor vi -
ral Charon 21A. A digest3o dos cromossomos Y isolados com a enzim
HindPri implica num enriquecimento do banco cromossbmico para sequén-
cltas oriundas da eucromatina, uma vez que a por¢3o heterocromdtica do
Y e virtualmente desprovida de sftios de restric3o para essa enzima,

nio sendo, portanto, possivel de clonagem apds a digestZo.
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Apds a infecgdo da bactéria LE 392 por particulas de vi{-
rus recombinantes e inocula¢3o do material em placas de petri, as pla-
cas de lise que se formaram foram transferlidas em duplicatas para mem-
hranas de nylon (Colony/Plaque Screen). Os clones obtidos foram sele-
clionados quanto a sua especificidade para o cromossomo Y através de
sucessivas hibridizacBes com DNA gendmico extrafdo de individuos 47,
XYY e 45,X. Clones que hibridizavam com 47 ,XYY, mas n3o com 45,X foram

ent. 3o considerados especificos para o cromossomo Y humano.

Esses clones foram amplificados e apdés a extragZo de DNA
e digest@o com a enzima &/nglri, o fragmento humano liberado foi sub-
clonado no plasmidio de express3o plBi76 (International Biotechnolo-
gies Inc. cat ne 33850). Desse modo, diversas sequéncias de DNA origi-

narias do cromossomo Y foram obtidas e, entre elas, a sequéncia Y-1

(IFARAY g¢ z7., trabalho n3o publicado).
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3.2 LINIAGENS BACTERIANAS E PLASMIDIOS UTILIZADOS

- 1B10L : f.e-oii (FT, hsdS20 (r.e, m'9>, recA13, ara-14,

proA2, lacY1l, galK2, rpsL20 (Smr ), xyL-5, mtl-1, supE44, A utilizada

como receptora nos experimentos de transformagZo e na manuteng¢do e

propagacdo dos plasmidios pIBI76, pKK232-8 e pKK232-8/Y-1

Plasmidios Caracteristicas Procedéncia

resisténcia a ampicilina International

pIBI76
- = Biotechnolo-
gies, Inc.
pKK232 -8 resisténcia a ampicilina, BROSIUS (13984)

resiténcia a cloranfenicol

quando ligado & um promotor

este trabalho

pRK232- 8/Y- 1 resisténecia a ampicilina

resisténcia a cloranfenicol _

quando ligado a sequéncia Y-1
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Figura 3: Mapa de restrigao do plasmidio pKK232-8
E - EcoRI; Sm - Smal; B - BamHI; S -~ Sally; P - Pstl;
H - HindIIl; Pv - Pvull;

Amp"™ - resisténcia a ampicilina Cam® - sensivel a cloranfenicol



3.3. TRANSFORMACXO BACTERIANA :

(MANDEL, M. & IICA, A., 1970 - modificado)

Afim de amplificarmos e posteriormente isolarmos em
major escala o plasmidio pIBl176 contendo o fragmento Y-1, realizamos a
transforma¢3o da bactértia lIB101 com esse plasmfidio. Todas as solugOes
ut.i}jzadas nesse método e nos descritos a seguir encontram-se no apén-

dice.

1. Uma unica coldénia de £, -37¢i- HB101 foil crescida em 5 ml
de meto L, por 16 horas & 372C. Ao final desse perfodo inoculou-se 800
ul) degsa cultura novamente em meio L e esta»foi crescida ateé ter atin-
gido D.O 550nm = O0,4. A cultura fol refriada por alguns minutos, cen-
trifugada (15 minutos, 2500 rpm, 42C), e o sobrenadante descartado.

2. 0O sedimento foi ressuspendldé gentilmente em 10 ml de
solug3o CaCly /Tris- lICl e incubado em gelo por uma hora. Novamente cen-
trifugou -se, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se em 1 ml da
solugdo CaCl, /Tris-IlICl1. 200 ul da suspens¥o celular foram aliquotados
e adicionou-se 500 ng do plasmfdico pIBI76 incubando-se em gelo por
uma hora. A seguir, as células foram submetidas a um choque térmico de
noventa segundos a 422C e imediatamente devolvidas ao gelo.

d. Foram adicionados 800 ul de meio L e incubou-se por mais
uma hora a 372C. Finalmente plaqueou-se 100 ul desse sistema por espa-
Jhamento das células em placas contendo meio L acrescido de ampicilina
(50 ug/mi) e as placas foram incubadas em estufa por uma noite a 372C.

Ao final desse processo, os clones recombinantes foram
submetidos a mini -preparagdo plasmidial e extrag3o em grande escala

para o isolamento do plasmfdio pIBI176.
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3.4 MNINI--PREPARACXO E EXTRACKO DE DNA PLASHIDIAL EM LARGA ESCA-
LA:

(MAKIATIS & cols., 1982 - modificado)

Os plasmidios plBI76 contendo o fragmento Y-1 foram iso-
lados da bactéria (IB101 a partir de extra¢3o em pequena (mini-prepara-
cHo a partir de 5 ml] de cultura) e larga escala (a partir de 50 ml).
Descreveremos aqui somente a extragdo em larga escala, pois para mini-
preparacdo plasmidial utilizamos o mesmo protocolo porém em volumes

reduzidos.

1. Um pré- inéculo da bactéria liB101 contendo o plasmfdio
pIBI76 crescido 3 372C na presenga de ampicilina (100 ug/ml) foi adi-
cionado a 50ml de meio LB, e incubado sob agitagdo por 16 horas a 37¢
C. A seguir centrifugou-se (10 minutos, 5000 rpm) e o sobrenadante fol
descartado. 0O sedimento foil lavado com 20m]l da solu¢do de STE gelada e
mantido no gelo.

7. Centrifugou  se novamente e o sedimento foi ressuspen-
dido em 500 ul da sclug3o I'gelada e lisozima (10 mg/m!) e mantido a

temperatura ambiente por cinco minutos. Adicionou-se ent3o 1 ml da so-

fugdo It previamente preparada e incubou-se no gelo por 10 minutos.

3. Adicionou-se 1,5 ml da solugdo 11l gelada e o material

fol centrifugado (12000 rpm por quarenta e cinco minutos a 42C). O so-

brenadante foi transferido para um novo tubo onde adicionou-se RNase
(20 ug/ml), e incubou-se por uma hora 2 372C.

4. ApSs a incubac3o, o material foi extrafdo por duas

vezes com 2 ml de fenol/cloroformio/alcool iscamflico (25:24:1) homo-
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geneizado por invers3o e centrifugado & 5000 rpm por dez minutos a 4=C

para separacfo das fases.

5. A fase aquosa superior foi retirada e extraida com
cloroférmio, homogeneizada por invers#o e centrifugada (5000 rpm por
10 minutos a 4¢C). Transferiu-se o material para um novo tubo e pre-

ciplitou -se com 0,6 volumes de isopropanol.

6. ApSs a incubacZo por 20 minutos 2 temperatura ambien-
te, o DNA plasmidial fol recuperado por centr{fuga¢%o por 45 minutos a
7000 rpm, 3 temperatura ambiente. O sedimento foi lavado com 5 ml de

atanol 70% (v/v), secado e ressuspendido em 200 ul de TE pll 7,5.

3.5 MAPA DE RESTRICKO DO FRAGMENTO Y-1:

Apés o isolamento do plasmfdio recombinante plBI76, de-

terminamos o mapa de restric¢3o do fragmento Y-1 por digestSes consecu-

t.ivas desse plasmidio com nove enzimas: HindIIl, Bamfi, Ecoli, Ecolil,
HinzIl, Kpni, Fstl, Sali e xpal. Todas as enzimas de restric3o utili-
zadas foram adquiridas a FRL-Bethesda Rescarch Laboratories Life Teck-
nologies, Inc Gatthersburg, MD 20877 USA. As reagBes de digest3o fo-
ram realizadas com uma ou mais enzimas e o resultado das digestBes fol

verificado apds corrida eletroforética em gel de agarose.

3.5.1 Digest%o do DNA com enzimas de restricdo:

As reagBes de digest3o do DNA plasmidial foram
real izadas com um excesso de 2 vezes de enzima ( 2 U de enzima por ug

de DNA). As reacBes foram, na maioria das vezes, incubadas de um dia
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para o outro a 372C, exceg?o feilta a enzima fzgr cuja temperatura de
incubagdo & de (652. Os tampBes de reagdo utilizados, do tipo React,
foram adquiridos Jjuntamente com as enzimas de restrig3o e diluidos no

volume final da reac%o a concentraczo de 1x.

3.5.2 Eletroforese em gel de agarose:

Em cada amostra adictonou-se 1/6 do volume final
de reac?o de azul! de bromofenol. Os fragmentos foram entdo separados
eletroforéticamente em gel de agarose 0,8% preparado com TBE 1x numa
voltagem média de 40 V, utilizando- se como tamp%o de corrida TRE 1x.
Como marcador de peso molecular utiltizamos DNA de fago Adigerido com a

enzima #HingFlP e/ou 1 Kb DNA ladder g#ff, Fneo. caf pf Ss5£5898 fop

oy o
1

#47¢fr. Ao final da corrt+das; o gel foi corado com brometo de etideo

por 20 minutos e o DNA visualizado por exposig3o a luz UV.

3.6 150LAMENTO DO5S SUB--FRAGMENTOS:

Apdés a verificagdo do mapa de restric3o do fragmento
Y -1, foram realizadas digest8es combinadas do plasmfidio pIBI76, con -
tendo o fragmento Y- 1, com as enzimas Kiqnglrl, Sooff e FanXi, visando
o itsolamento dos sub -fragmentos. Aproximadamente 15 ug de DNA plasmi -
dial foram digeridos em cada reagdo, conforme descrito neo ftem 3.5.1.
Os produtos das reag8es de digest3o foram separados por eletroforese
em gel de agarose e visualizadas a luz UV. As bandas correspondentes
aos fragmentos a serem isolados, foram retiradas do gel com o auxflio

de um bhisturi egctéril e estocadas em um frasco estéril.
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3.6.1 Purificagdo dos fragmentos:

Apés a erirac¢3o das bandas relativas aos fragmentos de-
sejados do gel, utilizou-se o Kit ‘“gepne rlean” adquirido do laboratd-
vrio  grooief fae. D.O Dox 2284 La Jolla, CA 92038-2284 na purificag3o

dos fragmentos de restricgio.

1. Incubou- se as amostras por 5 minutos a 502C, para a
dissoluc%o da agarose, em 2,5 volumes de solu¢%o de Nal. A seguir adi-
cionou se 5 wul da matrix silicosa "gfassm/l& " para cada Sug de DKNA
(para éada 0,5 ug adicional, acréétentava-se 1 ul de sflica). 0O mate-
rial foi incubado por uma noite a 42C para permitir a ligag¥o das mo-
ldculas de DNA & sflica.

2. 0 material foi ent3o centrifugado por dois minutos a
42C e o "sedimento silicoso” fol lavado e ressuspendideo por trés vezes
com a soluc3o "NFW WASH” gelada que acompanha o Kit. Apés a dltima la-

vagem, o sedimento_ fol ressuspendido em tamp3o TE 1x plH 7,5 e incubado

por trés minutos a 50:=C.

3. Novamente, centrifugou-se por trinta segundos e o so-
brenadante, correspondendo ao DNA purificado, fol coletado em um novo

t.ubo esteéril.

UNICAMM
BIBLIOTECA BENTHAL 'l
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2.7 ANKLISE DO DRA GEN&NMICO PELO NeTODQ DE SOUTHERN:

As sequéncias isoladas foram avaliadas quango a sua es-
pecificidade para o cromossomo Y utilizando-se o método de Southern
(SOUTUERN | , 1975). Filtros preparados com DNA gendmico extrafdo
de leucdéclitos periféricos de individuos normais do sexo masculino e

feminino foram hibridizados com a sequéncia Y-1 e os sub-fragmentos

isolados.
3.7.1 Extrac#o de DHA genbmico:

1. 20 ml de sangue foram coletados com anticoagulante
EDTA 10% e o plasma foi descartado apds centrifugag@o por 10 minutos

4 2000 rpm a 4=C.

2. A lise celular foi procedida em duas etapas. DPrimei-
ro, os gldbulos vermelhos foram lisados com igual volume da solug¥o
t.ampZ%o apropriada. Segundo, adicionou-se a amostra 10 ml de scluc%o de
lise de glébulos brancos e 1 ml de 5D5 20%. O material foi ent3o incu-

7y

bado_por 10 minutos a I eC. _

3. Feito isto, procedeu-se a duas extracBes do DNA com
igual volume de fenol:clorofdérmio:alcool isoamflico (25:24:1) centri-
fugando se por 20 minutos, 2500 rpm a 42C, e uma extragdo com cloro-
formio:alcoo!l isoamflico (24:1).

4. A fase superior aquosa foil recuperada por outra cen-

trifugagdo e transferida para um novo tubo estéril.
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5. Precipitou -se o DNA com etanol absoluto gelado e es-
tocour sle a - 202C por uma noite. O material foi ent3o novamente centri-
fugado (5000 rpm, 42C, 10 minutos) e o sobrenadante descartado. O
“awllef " de DNA foi lavado por duas vezes com etanol 70% e centrifuga-
do ( 2500 rpm, 42C, 10 minutos) e deixado secar.

6. Bpds a secagem, ressuspendeu-se o sedimento com 1 ml
da solug3o TE 1x e o DNA solubilizado fol dialisado contra uma solug3o
TFd com trés trocas em intervalos de uma hora e meia 2a temperatura am-
biente. As concentracBes das amostras foram determinadas em leitura
espectrofotométrica, a 260 nm, e a pureza do material, verificada pela
relag¢®o das letituras 260/2830 nm.

7. A seguir, 10 ug de DNA gendmico foram digeridos (con-
forme descrito no sub-ftem 3.5.1) com um excesso de 5 ;ezes de dife-
rentes enzimas de restric%o num volume final de 100 ul. Apds a preéi-
tacio do DNA fracionado pela adig¢%o de 1 ul de RNA de levedura
(100 ug/ml), 20 ul de acetato de sddio 2M e 2,5 volumes de etanol ab-
soluto pll 7,5 e incubag¥o por uma noite & -202C, o sedimento recupe-
rado por centrifugac3c foi lavado 2 vezes com etanol 70 % e deixado

s¢eCar. _ - -

. As amostras foram ressuspendidas em 15 ul de TE 1x pll
7,5 contendo 3 ul de azul de bromofenol e aplicadas em um gel de aga-
rose. A eletroforese deu se nas mesmas condig¢Bes descritas no ftem

3.5.2.
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3.7.2 Transferéncia pelo método de Southern:

(SOUTIERN, E.N., 1975 - modificado)

Antes da transferéncia dos fragmentos de DNA contidos no
ge) para a membrana de nylon ( 585 Nytran lote ne2 04199,Keene nit
03431) procedeu-se & desnaturagdo do gel, de acordo com o seguinte
t.rat.amento:

1. Uma lavagem com solug3o acida por 15 minutos.

2. Duas lavagens com uma solug¢do alcalina por 30 minu-

tos.

3. Duas lavagens com uma2 soluc3o neutralizante por 40

minutos cada. - =

Ap6s esse tratamento o gel foi colocado em uma cuba con-
tendo uma solug3o de 20x 55C e procedeu-se a transferéncia dos frag-
ment.ogs de restric¢do nele contido com o auxflio de pontes de papel
Whatmann 3 MM préviamente embebidas em uma solug3o de 20x S5C. Sobre o
ge} colocou se uma membrana de nylon umedecida em &agua estéril, mais
duas folhas de papel 3 MM também umedecidos em 20x5SC e uma boa quan-
tidade de papel absorvente. Sobre todo o conjunto acrescentou-se_ um
peso homogeneamente distribuido. As bordas do gel foram isoladas com
Vitafilm, evitando a passagem da solucdo diretamente para o papel
absorvente. Apds um perfodo de 12 a 18 horas, o sistema foi desmontado
e a membrana apdés ser secada, foi incubada em estufa a vacuo a 80<C

por duas horas.
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3.7.3 Marcac%o das sondas com isétopo radioativo:

A marcag3o do fragmento Y-1 e dos sub-fragmentos para
posterior hibridi zag3ao, foi feita pelo método de "’,x'»".,:_;‘;(‘.l form gy fose
(FEINBERC & VOCELSTEIN, 1983) com nucleotfdeos radioativos adquiridos

a2 Amersham International, Amersham UK PB10204.
A reac¢3o fol realizada da seguinte forma:

100 ng de DNA a ser marcado, foi diluido em agua estéril

qsp 50 ul, ja levando em conta a adig3o dos outros reagentes a reac3o.

0O DNA foi ent¥o desnaturado a 952C por 5 minutos.

Ao DNA desnaturado foram adicionados os seguintes rea-
gentes: . |

10 ul da soluc¢@o OLD

2 ul de BSA

3 ul de [o¢ - 3p1 4ATP (30 ul)

2 ul de DNA polimerase-Klenow

_ - A reac3o foi realizada no gelo e logo apds, incubada por
aproximadamente 20 horas a 372C, apds o que, fol interrompida com

100 ul de TE 1x pll 8,0.

Os nucleotideos livres, n%3o incorporados a sonda, foram
separados por centrifugac3o em coluna de Sephadex G-50 equilibrada com

T 1x pll 7,5. A incorporac¥o pela sonda de nucleotideos marcados fol
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avallada em equipamento de cintilag3o liquida. Um mfnimo de 2 xlO‘ cpm

por ml de soluc3o de hibridiza¢3o fol utilizado para cada filtro.

3.7.4 llibridizacdo:

(MANIATS & col., 1882 - modificado)

Os filtros foram colocados em um saco plaéstico onde adi-
cionou 'se a solug#do de pré-hibridiza¢¥o em quantidade suficiente para
umedecer o filtro. Apds incubag3o por no minimo 4 horas a 42=C sob
agitag¥o, a solugdo fol descartada e se adicionou uma solug%o de hi-
bridizac%o com dextran sulfato numa propor¢do 4:1 e a sonda desnatura-
da. O material foi novamente incubado por 16 horas a 422C sob constan-

te agitac@o. - =

A lavagem dos filtros deu-se em condi¢g8es de alta e bai-
xa estringéncia. Os filtros hibridizados com os sub-fragmentos Y-l.a e
Y-3.c foram lavados uma vez com a solu¢3o A, por 15 minutos 2 tempera-
tura ambiente e por duas vezes com a solug¢Zo B, por uma hora a 502C
(em condigBes de baixa estringéncial). Os filtros hibridizados com o
fragmento Y- -1 e os sub -fragmentos Y-1.bl e Y~-1.b2 foram lavados uma
vez por 40 minutos com a solug3o C 2 temperatura ambiente, duas vezes
com a solug¥o D por 45 minutos a 56 2C e uma dltima vez com a solucg3o
., rapidamente 3 temperatura ambiente (em condic¢Bes de alta estringén-
cial. |

Cada membrana foi ent3o envolvida em vitafilm e exposta
a2 filme X-OMAT AR (Kodak diagnostic film cat 1651454) na presenga de
placas intensificadoras (Quanta 11l - Sigma) por perfodos variaveis de

3 a 15 dias estocados a -702C.
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3.8 CLONAGEM DO FRAGHMENTO Y-1 NO PLASMfDIO pKK232-8

Visando verificar se a sequéncia Y-1 poderia ativar a
express@o génica, realizamos a clonagem dessa sequéncia no plasmidio
pKK232 ‘8, gentilmente cedido pelo Laboratdério de Genética Molecular

de Bactérias - CBMEG - UNICAMD.

0 plasmidic pKK222-8 & um plasmfdio caracterfstico de
uma fam(lia de plasmfdios "promsfors-probe” (WEST & RODRIGUES, 1982;
BROSIUS, 1984) e fol descrito por BROSIUS, '1984. Esse p{fsmfdlo apre -
senta um gene (aF), que confere, a bactéria transformada, resisténcia
ao antibidtico cloranfenicol. O gene Jar codifica uma enzima, cloran-
fenicol aceti] transferase, que acetila o cloranfenicol inativando-o.
klntretanto no plasmfdio original o gene g£47 aparece inativo. TFragmen:
tos clonados em posicgdo anterior 2 esse gene e que possuam uma oOu mais
silequéncias promotoras, podem ativar a express3o do gene pa7. Portanto,
a presenga de sequéncias promotoras, num fragmento clonado nesse plas-
midio, pode ser verificada pela resisténcia adquirida da bactéria

transformada ao antibidtico cloranfenicol. Desse modo, o plasmfdio

PKK2312 & tem sido utilizado na selecdo de sequéncias promotoras.
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3.8.1 Digest¥o do vetor e ligacg¥%o dos fragmentos:

8 ug do plasmfdio pKK232-8 foram digeridos com a enzima
Hing PP, durante a noite, a 372C. Apds este perfodo, o DNA plasmidial
foi extrafdo duas vezes com fenol e precipitado com 1 volume de aceta-
to de ambnia 7,5 M e 2,5 volumes de etanol absoluto por uma noite a
202C. Apés a precipitagfo, centrifugou-se (30 minutos, 42C) e ressus-

pendeu sc o sedimento em 10 ul de dgua estéril.

A seguir o plasmidio digerido foi incubado com 250 uni -

dades da enzima g4f (facterial Alkaline FPhosphatase - DRL cat n2 8235

5A) e Tris -lIC1 500mM pll 8,0 por 1 hora a 652C visando a desfosforila-
c%o do vetor e, com isso, aumentar a efici&ncia de ligac3o da sequén-
cla Y 1 ao plasmf{dio. ApSs esse tratamento, procedeu-se a outra extra-

c¥o de enzima, conforme descrito anteriormente.

Aproximadamente 400 ng do plasmf{dio pKK232-8 digerido e
desfosforilado, foram ent3o ligados 3 250 ng de inserto Y-1 com 10
unidades da enzima ligase (SRL- ME3F system cloning - cat n28235 O5A)
por 20 horas a 162C. 120 ng da reago de ligac¥o pKK232-8/Y-1 foram
ut.j lizados na transformacg3o da bactéria IIB 101 (ver ftem 3.3). As ce-
lulas transformadas foram espalhadas para uma primeira seleg3do, em

placas contendo meio de cultura e ampicilina e incubadas durante a

noite a 372C.



3.8.2 Transferé&ncia dos clones recombinantes

As colibnias crescidas nas placas contendo ampicilina fo-
ram reinoculadas por palitagem em placas contendo ampicilina (100 ug/
ml) e consecutivamente, em placas contendo cloranfenicol em trés con-
centracBes diferentes (5 ug/ml, 10 ug/ml e 30 ug/ml). Além das cold:
nias obtidas, foram também palitados como controle experimental, célu-
lJass de uma coldnia da linhagem IIB101 n3c transformadas e células
transformadas com o plasmidio pKK232-8 sem o inserto Y-1. Apds o pali -
t.agem, as placas foram novamente incubadas em estufa 2 372 C por uma

noite.

3.8.3 Isolamento e verificac3do da orientacdo do

fragmento Y-1 nos clones recombinantes:

Os plasmidios de 10 clones recombinantes, que cresceram
tanto na presenca de ampicilina como de cloranfenicol, foram extrafdos
por mint- preparac3o, e 6 deles, extrafdos em larga escala (ver fienm
3.4). Apés a digest3o de 1,5 ug de DNA plasmidial com a enzima

Hind il verificou se a liberac3o do fragmento Y-1 em mini-gel.

Também com a digest&o de 1,5 ug de DNA do plasmfdio re-
compbinante plIRNI76 com a enzima gamii, obtivemos a posig3o de insercgdo
do fragmento Y -1 no plasmidio. As bandas correspondentes aos fragmen-
t.os resultantes da digest®o com a enzima gam&)y também puderam ser ve-

rificadas apds a corrida eletroforética destes em gel de agarose.
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4 _RESULTADOS

4.1 MAPA DE RESTRICXO DA SEQUENCIA Y-1:
A estratégia e os métodos, bem como as enzimas utiliza-
das no mapé de restrig¥o da sequéncia Y-1 est3o descritos no ftem 3.5.
0 gel) apresentando os fragmentos obtidos apds as digestBes do plasmi-
dio recombinante pIBI76 contendo o fragmento Y-1, pode ser observado
na figura 5. Os resultados obtidos permitiram sugerir as seguintes

possibilidaes para o mapa de restrigdo da sequéncia Y-1:

Figura 4

A SEQUENCIA Y-1 (3,2 Kb):

1,4 0,5 0,65 0,65
I R e —~=—~ R fomm—m [
nE E E B 11
0,5 1,4 0,65 0,65
R e Rt e R I
nE E E B 1
0B3: U= ginoild, B= #aadyr, E= £opfy. As unidades representadas

correspondem ao tamanho aproximado dos fragmentos em Kilobases de DNA

(1Kb= 1000 pares de base).
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KB

4.26

1.96

0.589

Figura 5 Perfil de digest3o do plasmidio recombinante pIBI7& com
as enzimas &ingFry (2), HindiIfs8amid (3), HindFIPsEcoil (4), HindlIls
Bandil EcoR I(B),  Samir (6), gepir (7). DNA de fago A digerido com fiiq—-

Gdryy (1), 1 Kb DNA ladder (8).
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4.2 ISOLAMENTO DOS "SUB-FRAGMENTOS” :

As reag8Bes de digest3o realizadas para o isolamento dos
sub- fragmentos, bem como a metodologia utilizada na sua purificacdo
estdo descritas no (tem 3.6. ds fragmentos foram isclados a partir de
duas digestBes combinadas, foofl HamfHl € HindlFr-Bam&i.

Ds fragmentos apds o isolamento foram designadeos da seguinte for-
ma:
Y-1.a =.fragmento de 1,4 Kb de extremidades gra8i Fooitl.

fragmento de 0,65 Kb de extremidades §rof i Samidi.

n

Y-1.bt

Y- -1.b2 fragmento de 0,65 Kb de extremidades giagiir Samtif.

Y 1.c = fragmento de 0,5 Kb de extremidades gfoaf i Fondl.

KB

8

- l‘n

!
’

4.26

1-96

=
=
=
=N
=
=~{*}
=a
|y
=
=

Figura 6 Perfil dos sub -fragmentos Y-1.a (3), Y-1.bl(4), Y-1l.c
(5). DNA de fago Adigerido com §ingflf (1), plasmidio pIBI76 digerido

com as enzimas M/ il "BamHl ool
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4.3 MIBRIDIZACKO DA SEQUENCIA Y-1 E SUB-FRAGMENTOS:

A sequéncia Y-1 fol marcada e hibridizada conforme des-
crito no ftem 3.7 com filtro contendo DNA gendmico de individuos nor-
mais do sexo mascullno e feminino digeridos com as enzimas gwijr,
Faagl, ¥Yani e HineFF e lavado sob condicgBes de alta estrin-
géncla.

As hibridizag8es revelaram que apesar de apresentar cer-
ta homologia com DNA gendmico feminino, visualizado pelo padr3o de
bandas observado no experimento de hibridizag®o, a sequéncia Y-1 apre-

senta algumas bandas Y -especificas.

1 23 45 8. .L 89
- =
- @9 =¥
W e >
:-‘- ol
L.

Figura 7 Illibridizacdo da sequéncia Y-1 com DNA gendmico
de  homem e mulher normais digerides respectivamente com as enzimas
Hoirir f(colunas 2 e 3), Y¥wni (colunas 4 e 5), #incil (colunas & e 7)),

fan?r (colunas £ e 9). DNA de fago 2 digerido com §,;ansfrrycl).
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Os sub -fragmentos isolados foram também hibridizados com
filtros contendo DNA gendmico, visando selecionar um fragmento que se

apresentasse mais especifico ao cromossomo Y que o fragmento Y-1.

0 fragmento Y-1.a hibridizado com filtro preparado com a
enzima i-o4#] demonstra uma banda Y-especifica. A hibridizac¥o do frag-
mento Y ‘1.b2 com filtro contendo DNA gendmico de homem e mulher nor-
mais digerido com as enzimas fgiff e frp#Y demonstra um padr3do de ban-
das diferonte para cada sexo, Incluindo uma banda sé visualizada na

coluna correspondente ao DNA gendmico feminino.

Sob condicBes de alta estringéncia, o fragmento Y-1.bi

hibridizou apenas com DNA gendmico masculino, no filtro preparado com

a enzima xwni, demonstrado por uma banda uUnica de 35,4 Kb. Em uma outra
hibridizac3oc dessa sonda com filtro preparado com a enzima Hino &5,
observamos um padr3o de bandas especffico para cada sexo, verificado

pela presenca de duas bandas de 11,8 e 6,2 Kb, sendo a banda de peso

molecular 11,83 Kb, especf{fica para o cromossomo Y.

A hibridizac%o do fragmento Y-1.c com DNA gendmico de
homem e mulher digeridos com as enzimas §glri e foofl, demonstrou ho-
mologla com DNA gendmico feminino, porém, como o fragmento Y-1 origi-
nal, algumas bandas s¢ foram verificadas nas colunas correspondendo a

DNA gendmico masculino.

Os resultados das hibridizacBes podem ser visualizados

nas figuras 8 a 11.
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Figura 8 llibridizag¢%o do fragmento Y-1.a com DNA gendmico de ho-
mem (coluna 2) e mulher (coluna 3) normais digerido com geoiti. DNA de

fago Adigerido com #ing¥yy (coluna 1).

Eh 2 =sl 3l

=)

e W W

Figura 9 Uibridizac3o do fragmento Y-1.b2 com DNA gendmico de ho-

mem e mulher normais digerido com #giy} (colunas 1 e 2) e groil (colu-

nas 31 e 4).
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KB
A) ; B)

9.4

»

Figura 10 Hibridiza¢Bes do fragmento Y-1.bl com DNA gendmico de

homem e mulher normais digeridos com jyunJ (figura 10-A, colunas 1 e

a

|
Figura 11 Hibridizag%o do fragmento Y-1.c com DNA gendmico de ho-

mem e mulher normais digeridos com a enzima ;777 (colunas 1 e 2) e

Femny (colunas 3 e 4).
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4.4 CLONAGEM DA SEQUENCIA Y-1 NO PLASMIDIO pKK232-8:

No intuito de verificarmos se a sequéncia Y-1 seria ca-
paz de promover a express3o génica, o que poderia indicar a existéncia
de sequéncias promotoras em seu interior, utilizamos o sistema de clo-
nagem do plasmfdio pKK232-8 descrito por BROSIUS (1984).

Para esse fim, a sequéncia Y-1 foi clonada no sftfo de
restric®o #ipoiiy do plasmfdio pKK232-8. O plasmfdio recombinante con-

tendo agora a sequéncia Y-1 fol denominado pKK232-8/Y-1.

4.4.1 Selec%o dos clones recombinantes:
Numa primeira seleg¢do dos recombinantes contendo o in-
serto Y-1, em meio de cultura contendo ampicilina (100 ug/ul), apés o
espalhamento de 100 ul de células transformadas, obtivemos um total
aproximado de 150 clones. Somente as células da linhagem HB101 trans-

formadas pelo plasmidio, cresceriam em meio contendo o antibidtico.

Os recombinantes selecionados iniclialmente em placa con-
tendo ampicilina foram transferidos para placas contendo cloranfenicol
nas concentracBes de 5, 10 e 30 ug/ml. Como controle de crescimento e
de competéncia das células, utilizamos a bactéria HB101 transformada

com o plasmidio pKK232-8 sem inserto e a bactéria n3o transformada.

Diversas coldnias, transferidas da seleg¢Zo inicial com

ampicilina para placas contendo cloranfenicol sobreviveram nesse melo
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tanto nas concentracBes de 10 ug/ml como 30 ug/ml de cloranfenicol.

Nessas concentracBes de antibidtico n%o foi observado qualquer cresci-
mento dos controles utilizados. Com 5 ug/ml de cloranfenicol, observa-
mos tanto o crescimento dos clones recombinantes como dos controles
utilizados. Desse modo, a concentrag¢Zo minima de cloranfenicol exigida

para diferenciar os clones recombinantes €& de 10 ug/ml.

Dez clones, selecionados entre aqueles que cresceram em
meio sélido contendo tanto ampicilina como cloranfenicol foram subme-
tidos & uma mini-preparac¢3o plasmidial para verificar a presenca do
plasmidio pKK232-8/Y-1. Apés a mini-preparacdo, todos os clones sele-
cionados possuiam o plasmfdio (figura 12). Em seis clones real izamos

extrac%o em malor escala de plasmidios, que foram depois, digeridos
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Figura 12 Perfil dos plasmidios extrafdos por minipreparag¢zo. DNA
de fago A dligerido com #/insfFrf (1), 1IB101 nZo transformada (2) Plasmi-
dio pMFY -40 usado como controle de extracZo (3), pKK232-8 (4), plasmi-

dios extraidos dos clones (5 3 14}:

Figura 13 Perfil da digest3o do plasmidio pKK232-8/Y-1 com a en-

vima gipgiPy. DNA de fago A digerido com (fiiaggrry(1). DPlasmidio
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pKK232-8 digerido com {ipngrri(2). Clone C52 digerido com jfiingiiyy libe-

rando um fragmento de 3.2 Kb (3). Clone C3 digerido com gipgrri (4).

4.4.2 Verificac3o da orientag3io da sequéncia Y-1 nos clones re-—

combinantes:

A construcZo do mapa de restricdo do fragmento Y-1 pos
sibilitou nes wverificar a orieﬁtagﬁo do fragmento no plasmidio
pKK232- 8. DPara este fim, realizamos uma digest3o do plasmidio
pKK232 -3/Y~1 com a enzima famtl. Como pode ser observade na figura 14,
a digestdo produziu 2 bandas de 2,55 kb e 5,75 kb,aproximadamente,
que, permite__ﬁfponstrar o sub-fragmento Y-1.b2 como sendo a regizo
mais proxima ao infcio da transcrigdo do gene pgf, como pode ser ob-

servado na figura 15. < -

KB

4.26

2.25

Figura 14 Perfil do plasmfdio pKK232-8/Y-1 digerido com a enzima
fzamiii  (4). DNA de fago A digerido com gingiryr (1), pKE232-8 digerido

com WlindIlll (2), pKK232-8/Y -1 digerido parcialmente com Samiy(3).
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Figura 15 Mapa de restri¢%o do plasmfdio pKK232-8/Y-1. A linha
determinando tamanho em Kb corresponde ao fragmento gerado pela diges-
t3o do plasmidio pKK232-8/Y-1 com a enzima famiy.

E - EcoRI; P - Pstl; Sm - Smal; B - BamHI; S - Sall;

II - Hindl11; Pv - Pvull; Amp" - resisténcia 2 ampicilina

§

Cam - sensibilidade a cloranfenicol.
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5. DISCUSSXO

0 isolamento da sequéncia Y-1 a partir de um banco cro-
mossdmico enriquecido para a por¢3o eucromdtica do cromossomo Y e a
ut.ilizagc%0 de teécnicas de DNA recombinante, permitiu-nos uma série de
estudos moleculares, visando utilizar essa sequéncia do cromossomo Y a
nivel de rot.ina laboratorial! e pesquisar a existé&ncia de sequéncias

promotoras nesse fragmento.

Fxperimentos de hibridizag3c utilizando o fragmento Y-1
fornaceram algumas informag¢g@es importantes para um conhecimento mais
aprofundado dessa sequéncla., A hibridizac3o da sequéncia Y-1 com £i1-
tros contendo DNA genémico de homem e mulher digerido com diferentes
enzjimas de restrié%o, possibitou- nos observé; que esta apresenta um
grau de homologia também com DﬁA gendmico feminino, verificado em to-
dast as hibridiza¢8Bes realizadas. Entretanto, paralelamente demonstrou
sempre algumas bandas Y-especi{ficas para o cromossomo Y, que s3o vi-

zuali=adaz nag }inhaz correapondentes ac DHA genémico mazsculino.

A determina¢3o do mapa de restrigdo dessa sequéncia per-
mit.iu- nos entre outros aépectos, o isolamento de fragmentos menores 2
partir do fragmento original e com isso tivemos a oportunidade de tam-
bém caracteriza los e analisar a especificidade destes para o cromos-

somo Y.
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Um dos fragmentos isolados (Y-1.bl), mostrou em todas
hibridizac®es realizadas, apresentar um padr3o de bandas especffico
para o cromossomo Y. Hibridizado com DNA gendmico digerido com | jrgal
demonstrou uma banda unica de 9,4 Kb, apenas com DNA gendmico de ori-
gem masculina. Em uma outra hibridizac%o dessa sonda realizada com DNA
gendmico masculino e feminino digerido com a enzima &ins-il, observamos

a presenca de duas bandas, de 11,8 Kb e 6,2 Kb, sendo a banda de 11,8

Kb, especifica para o cromossomo Y.

Resultados semelhantes aos nossos foram descritos por
BISHOP »f xJf., (1983 e 1984), onde o autor observa uma unica banda es-
pecifica ao cromossomo Y, porém n3%o observamos semelhanca em relag3o

ao peso molecular das bandas verificadas pelo autor com os nossos re-

sultados.

Também BISHOP ¢ s, (1983), VERGNAUD w=¢ af., (1986) e
" SMITH w=¢ at., (1387) descrevem sondas, onde a especificidade ac cromos-
somo Y era devido a um padr3o de hibridizag3o diferente entre DNA ge-

némico feminino e masculino. Como os nossos resultados, estas sondas

detectam a presenga de duas bandas no DNA genbmico masculino enquanto

que em DNA de origem feminina somente uma das bandas estava represen-

tada.

A aplicac3o do fragmento Y-1.bl para fins de diagndstico
sexual & recomendada, ja que esse fragmento apresenta 2 alta estrin-

géncia, grande especificidade com DNA gendmico masculino.
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Além disso, visando verificar se a sequéncia Y-1 possula
alguma sequéncia promotora que pudesse promover a ativagZo da expres-

s¥0 génica, utilizamos o sistema de clonagem do plasmfdio pKK232-8.

0O experimento de clonagem do fragmento Y-1 no plasmidio
pKK232-8 permitiu-nos verificar que esse fragmento pode conter sequén-
cias que possuam atividade promotora. Essa estratégia jéd havia sido
utilizada anteriormente por BROSIUS (1984), que através da clonagem de
fragmentos de DNA total do bacteridfago A digerido com a enzima .
no plasmfdio “uromafor—pirois " pKK175-6, pdde obter diversos cleones que
presumi{velmente contém promotores ativos. Mais recentemente, esse
sistema foi ytilizado na clonagem de seqﬁéncias de X.rameesteris (se-
quéncias procaridticas) (PIMENTA, 19380) e de 7.opruzi (sequéncias euca-

riéticas) (MARCELING, 1388%9).

Em nosso experimento, o crecimento das células da linha-
gem HB101 de £.-07f transformadas com a ligagdo pKK232-8/Y-1, em meio
de cultura contendo ampicilina, garantiu-nos que estas portavam o
plasmfdio pKK232-8, j& que células dessa |linhagem n%o 'transformadas,
s3o sensfveis a concentrag3o de antibidtico utilizada come demonstrado

pelos nossos controles. Porém, isso n3o nos garantia que o plasmidio

portasse o fragmento Y-1.

Apds transferéncia para placas contendo cloranfenicol,
vadrios clones sobreviveram tanto em meio sdlido como liquido contendo
o antibidtico, nas concentrag¢Bes de 10 e 30 ug/ml. Dez clones (C3, C5,

c3, €9, C13, C40, C52, C83, C3S0 e C93) tiveram seus plasmidios extrar-
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dos por minipreparac¢3o e seis (C3, C8, C9, C52, C90, C93) foram sub-

metidos a extragZo plasmidial em grande escala. Numa andlise prelimi-
nar, pelo menos dois clones C52 e C3 liberaram o fragmento Y-1 (3.2

Kb) apds digestdo com a enzima giagrrs.

Com a demonstragdo da presenga do fragmento Y-1 nesses
dois clones, podemos concluir que o crescimento da bactéria em meio
contendo cloranfenicol foi decorrente da ativag3o do gene a7 pela se-

quéncia Y-1.

A comprovada ativac3o do gene gJ4r pelo fragmento Y-1,
nos permite sugerir a existéncia nesse fragmenﬂg‘a; regides que pos-
suam uma ou mais sequéncias com caracterfsticas promotoras, capazes de
atuar na ativag3o desse géne. Um fato que caracteriza essas regiSes &
a sua pr&ximidade a posic3do +1 da molécula de DNA, que corresponde 32
primeira base a ser transcrita. Podendo ser citado como exemplo de
constituintes dessas sequéncias em eucariontes, o quadro TATA e o qua-
dro CAAT localizados respecttivamente a -25 e -80 pb do iniclio da
transcrig¢do, correspondentes eucaridticos das sequéncias -10 e -35 en

procariontes.

A analogia existente entre essas regides caracterfisticas
de sequéncias promotoras em procariontes e eucariontes pode ter permi-
tido o reconhecimento de uma sequéncia promqtora ne fragmento Y-1 pelsa
maquinaria de transcrigdo das ceélulas de g.-o7f/¢, possibilitando a

transcricdo do gene 747.
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Visando wverificar a regido do fragmento Y-1 que se en-
contrava mais proéxima ao infcio da transcric¢3o do gene 47, determina-
mos a posic3o de inser¢do do fragmento Y-1 no plasmidico pKK232-8 a2
partir de digest8es realizadas com a enzima gumiy. Os resultados obti-
dos permitem supor que sequéncias promotoras devem estar localizadas
na regido correspondente ao sub-~fragmento Y-1.b2, ja que foi verifica-

do ser esta a regiZo mals prdéxima do infcio da +transcrig¢do do gene

e OAar.

Conhecendo-se o fato que sequé&ncias promotoras est3o ge-
ralmente situadas numa posig¢3o imediatamente anterior a genes, é ra-
zoavel suﬁg}ﬂéntzo que a sequéncia Y-1 possa comportar um gene ou par-
te de um gene, ou ser uma regido bastante prdxima a algum gene no cro-
mossomo Y. A confirmagdo desse fato podera ser feita utilizando—ée as
técnicas de sequenciamento possibilitando determinar a existéncia e o
posicionamento de sequéncias promotoras neste fragmento, uma vez que

essas sequéncias s¥o consensuais apresentando grande similaridade en-

tre diferentes organismos.

Além disso, se comma utilizag3o de técnicas de sequen-
ciamento verificarmos que essa sequéncia contém parte de um gene, sera
possivel 1isolarmos a sequéncia contendo o gene completo aplicando a

estratéglia de “oseomosons wmald ing Para esse fim, um bance cromossé-
mico do Y peoderia ser investigado usando—-se a sonda Y-1, na expectati-

va de selecionar outros clones com sequéncias que se extendam além dos

limites do fragmento Y-1.
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A utilizag3o de técnicas de Biologia Molecular no estu-
do de umaz sequéncia isolada do cromossomo Y, nos permitiu um aprofun-
damento adequado na abordagem de alguns aspectos caracteristicos rela-
tivos a sequéncia Y-1 em particular, e de uma forma geral, pesquisar o
ainda complexo e desconhecido funcionamento desse cromossomo. Quest8es
como mecanismos de regulacfoc génica, existéncia de sequéncias genéti-
camente ativas e de sequéncias promotoras permanecem ainda pouco es-
clarecidas. Desta forma, estudos nessa diregdo poderiam até mesmo con-
tribuir na descoberta e determinagdo de um maior nimero de genes loca-
lizados nesse Ccromossomo.

Deve—-se também notar a grande contribuicé;.aé utilizacg3o
de técnicas de DNA recombinante na drea especifica de Genética Humana,
atuaﬁdo muitas vezes como um complemento muito mais sensivel do que
as técnicas atua{s empregadas em clitogenética humana. Esta nova abor-
dagem tem permitindo uma andlise mais apurada de alguns casos clini-
cos, nos quais, o emprego sistemdtico da citogenética n%o obtém uma

resolu¢%o ideal na andlise cariotipica desses individuos.

Finalmente, o emprego rotineiro em uso laboratorial e
clinico, e o estudo académico de sequéncias do cromossomo Y humano,
pode e deve acentuar a concentrag3o de informagBes disponiveis a2 res-
peito desse cromossomo e de uma forma mais ampla, ao estudo molecular

do genoma humano.
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6. CONCLUSBES:

1.

3.

Pudemos concluir que a sequéncia Y-1, apesar de apre-
sentar bastante homologia com o cromossomo X e/ou au-
tossomos, possui também regi®es especificas para o
cromossomo Y. A partir das hibridiza¢des realizadas,
pudemos determinar que estas regiBes correspondem ao

sub-fragmento Y-1.bl

A partir da clonagem da sequéncia Y-1 no plasmidio
pKK232-8, wverificamos que a sequéncia Y-1 fol capa=z
de ativar a express3o gé&nica. Desse modo podemos su-
ger{;ﬂaue a ativagdo génica pelo fragmento Y-1 tenha

sido devido a existéncia nesse fragmento, de sequén-

cias promotoras.

0 fragmento Y-1.b2 € a regido da sequéncia Y-1 mais

préxima ao gene ativado g4r. Com isso, podemos su-

gerir que possiveis sequéncias promotoras encontram-

se nessa regi3o.



7. APERDICE

HEIO5 DE CULTURA

MEIO LB
Dacto- triptona  ----- 1,0%
Extrato de levedura --- 0,5%
NaC] --- 1,0%

pil 7,5 ajustado com KNaOll ou HCI

HRIO L
Bacto- Triptona ——=----- 1,0%
Extrato de levedura ---- 0O,5%
NaC} e eee 0,5%

pll 7,2 ajustado com NaOll ou IlICI

MEIO L para placas

Bacto -Triptona - ------- 1,0%
I'xtrato de levedura ---- 0,5%
NaCl —---=--- 0,5%
Nacto- agar -------1,5%

pll 7,2 ajustado com NaOll ou IIC1
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OBG: Todos os meios de cultura apés sua preparagdo, foram au-

t.oclavados a 127¢/ 1,5 atm por vinte minutos.

ANTIBISTICOS

Ampicilina

Foram adicionados 25 mg de antibidtico a 1 ml de &gua
estéril. Filtrou-se em membrana porosa (marca milli-pore) estocou-se a

=-20¢<C.

Cloranfenicol

Foram adicionados 34 mg do antibidtico &2 1 ml de etanol

100 % e estocou-se a -20=2C.

SOLUCGES

Soluc3o utilizada na transformac3o bacteriana:

CaCly /Tris- licl
CaCl,  -—-—- 50 mM

Tris-1iCl --—--- 10 mM (pH 8,0)
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SolugBes utilizadas em mini-preparac%o e extrag¥%o de plasmidios

em larga escala:

TE 1x

Tris-NCl -------- 10 mM (pll 7,5)
EDTA ---=—-=-— 5 mM

STE

NaCl s------- 0,1 M

Tris-lICl -------- 10 mM (pll 8,0)
EDTA -------- 1 mM

Solug3do de RNase A
RHage A -------- 10 mg/

Dissolvida enm

Tris-lIC1 -------- 10 mM (pll 7,5

NaCl -=-=--—-= 15 mM

Fervida em banho-maria por 10 minutos.

Solug3o 1

Tris-lICT  -------. 25 mM
EDTA ~e--=-—= 10 mM
Glicose  -------- 50 mM

Solucg3o 11
NaQll ---=---- 0,2 ¥

5DS —eem - 1Y



GSolucd3o 111

Acetato de Potassio -- 5 M (pll 5,2)

Fenol:Clorofdérmio:Alcool isoamilico

Fenol bidestilado -- 25x
Cloroférmio ---=~--- 24%
Alcool isocamflico -- 1x
llidroxiquinolina --- 0,08 %

ApSs a mistura, tamponava-se com Tris-IIC!

(pll 8,0).

Clorofdérmio/Alcool isocamiliceo
Cloroférmio -------- 86 %

Alcool isoamflico -- 4 %

Etanol 70 %
etanol = -------- 70 %

estocado a -202C.

SolucBes utilizadas em Eletroforese:

T.B.E (10 %)
Trizma-base ---—---~- 89 mM
EDTA 020 m-m---- - 2,5 mM

Kcido .bdérico ----~- 83 mM
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20mM



Azul de bromofenol

o

Sacaroge -t - - 25 %
Acetato de sdédio -- 5 mM

Azul de bromofenol- 0,05 %

Brometo de Etideo

Brometo de etfdeo -- 8 mg/ml de dgua estéril

Soluc8es utilizadas em extrag3do de DNA genbmico:

Soluc3o de lise de gldbulos vermelhos:

Tris- IIC] s-e----- 10 mM (pll 7,6)
Mg,Cl --=----- 5 mM
NaCl ~ ----=---- 10 mM

Solug3o de lise de gldbulos brancos:

NaCl -------- 300 mM
EDTA s=-==-=- 10 mM
Tris-}C1  ----=--- - 10 mM (pll 7,5

TEd (tamp3o de diadlise)
Tris- lIC] --—----- 1 mM (pll 8,0)

EDTA ==--=----- 100 uM



SolucTes

no gel:

de
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desnaturac3o das amostras contidas

Solucg%o acida

lC1 -~------ 0,25 N

Solucg3o alcalina
NaOil -~=--~---- 0,5 M

NaCl fe--i--- 1,5 M

Solugdo neutralizante
Hatl - 3 H

Tris-IC1  -------- 0,5 M (pll 7,5

Solucg3o utilizada na transferéncia do DNA para os filtros:

SSC (20 )
NaCl  =—---- -~~~ 3 M

Na-Citrato ---+=---- 0,3 M



SolugBes

primers

tivamente.

Solug3o A:

solugao 0 ------- 1,0 ml

2 -ME --=-==--18,0 ul

solu¢do de dTTP --—-—- 10,0 ul

solug3o de dGTP ---- 10,0 ul

solug3o de 4CTP ---- 10,0 ul

SolucgZo O:

Tris-lIC] ~-----=- 1,25 ¥ (pll 8,0
M9201 ce=m--—-125,0 mHM

SolugBes de dNTPs

dNTPs = ------- 100,0 mM (pll 7,0)

.71

utilizadas na marcagZo da sonda pelo método de “randon-
Solug3o OLD
SolucgBes A, B, C nas propor¢des de 100: 250: 150 respec-

dissolvido em 3&gua; pll acertado com trizma ba:

se.



Solucg3o B
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JIIEPES e oo 2,0 M (pll £,6)
GSolugdo C
llexadeoxirribonucleotideos -- 90,0 U/ml

Dissolvidos em:

Tris- HC1 -e=—-- 3,0 m¥ (plI 7,4
EDTA ~=--=--=- 0,2 nmM
Solucdo de hibridizag3o:
Formamida -------- 25,4 ml
NaPO4 1M —--=-=-=- 2,5 ml (pIl 7,5)
100 x Denhart's ---- 1 ml
20 x 55C ---- 7,5 ml
ssDNA e 10 mg/ml de solug@o
Yeast RNA ~=-=----=7,5 mg
dgua estéril ------- qsp 40 ml

estocado a

-20=C.



Solucd3o

géncial:

Solucgdo

cia):

de

de

l avagem dos filtros
Solug3o A

ssc smrmmmms 1x

5DS ——mm--- 0,1%
Solug¢Zo DB

Ssce sm--- - 0, 1%
SDS ———e—--— 0,1%
lavagen dos filtros
Solug¢3o C

55C c----- 2%
Denhart's  -~--——=-—-= 1x
Solug3o D

ssc T ---=-- 0,1x
5SDS mm—m—-—= 1%
Solug3o E

12731 o J e 0,1x

(baixa estrin-

(alta estringén



.74

8. REFERENCIAS BIBLIOGRKFICAS:

1. AFFARA, N. A.; FLORENTIN, L.; MORRISON, RN.; EKEWOK, K.;

MITCURLL, M.; COOKE, A.; JAMIESON, D.; GLASGOW, L.: MEREDITHI, L.:

noyn, r. & FRERCGURSZON- SMITH, M. A. HEegional azzignment of Y-1inked DHA
probes by deletion mapping and their homology with X-chromosome and
autosome sequences. Auo i, Soidfs Few. 14: 5353-5373, 1986.

?. AFFARA, N.A., TFERGUSSON-SMITI, M. A.; MAGENIS, R. E.;
TOLMIE, J.; COOKE, A.; BOYD, E.: JAMIESON, D.; KWOK, K.; MITCIELL, M.
& SNANDDEN, L. Mapping the testis determinants by an analysis of Y-spe-

cific sequences in male with apparent XX and XO karyotypes and females

with XY karyotipes. wurof. doidy Keg. 195: 7323-7342, 1987.

3. ALVESALG, L. & De la CIHAPELLE, A. Tooth size in two- males
with deletions of the long arm of the Y chromosome. aaa.fum. Seast, D4:

49 -54, 1981.

4. ANDFRSSON, M.; PAGE, D. C. & De la CHAPELLE, A. Chromosome
Y -specific DNA is transfered to the short arm of X chromosome in human

XX mal G’S . EBeieanes 233: 786-788, 1986.

5. ANDFRSSON, M., PAGE, D. C.; PETTAY, D.; SUDBRT, 1!.; TURLEAU,
C.; De CROUCHY, J. & De la CIHAPELLE, A. Y; autosome translocations and

mosaicism in the aetiology of 45,X maleness:assignment of fertility

factor to distal Yqll. fouwm,. Sened 79: 2-7, 1988,



.75

G. ARNEMANN, J.: JAKUBICZKA, S5.; SCIHMIDTKE:; S.: SCHAPER, R. &
FPPITFN, J. T. Clustered GATA repeats (Dkm sequences) on the ¥ chromo-

some. fom. Seasé. 73: 301 303, 1 986 .

7. DALLABIO, A.; DARENTI, G.: CARROZZO, R.: SEBASTIO, G.;
ANDRIA, G.; BUCKLLE, V.; FRASER, N.; CRAIG, I.; ROCCHI, M.:; ROMEO, G.:
Jonsis, A. C. & PERSICO; M. G. Isolation and characterisation of a
sterotd sulfatase c -DNA clone: genomics deletions' in patients with X-
linked ichthyeosiza. Ffroo. aafe. Sead. Sod. LG54 84: 4519-4523, 19867.

3. BEIGUELMAN, B. Citogenética llumana. 32 edi¢3o. S5%o Paulo,

I'ditora Koogan Guanabara, 1982, 243-301.

3. BICKMORZ, W. A.; COOKE, II.J. Evolution of homologous sequen-
ces on the human X and Y chromosomes, outside the meiotic pairing seg-

ment . Aol Acids fes. 15: 6261-6271, 1987.

10. DBILLINGIIAM; R. E.; SILVERS, W. K. Induction of tolerance of

skin isografts from male donors in female mice. Srigacy 128: 780-781,

.7

13583.

11. nIisnor, €. E.; GUELLAEN, G.; GELDWERTHI, D.; V0SS, R.;
FELLOUS, M. & WEISSENBACI, J. Single copy DNA sequences specific for

the human Y elromossome. AMafaee 303: 831-832, 1983.



76

12. ©BIsNopr, C.; GUCELLAEN, G.; GELDEWERTI, D.; FELLOUS, M.;
WITISSENDACH, J. Extensive sequence homologies between Y and other hu-

man chromosomes. i, Maf. &iot. 173: 403-417, 15884.

13, NBOSTOCK, €. J., GOSDER, J. R.; MITCIHELL, A. R. Localisation
of a male specific DNA fragment to a sub-region of the human Y chromo-

SOMNEY . AMa e 272:. 324 328 ’ 1976.

14, RBROSIUS, J. Plasmid vectors for the selection of promoters.

151 160, 1984,

15. BUCKLE, V., BOYD, Y.:; CRAIG, I. W.; FRASER, N.; GOODICLLOW,
0. N. & WOLFE, J. llomologous expressed genes in the human sex chromo-
some paiFTTE} I‘egion. Aalfgive 317: 739- 741 . 1985.

16, BULYNER, E. A synopsis of the human Y chromosome. g, e

55: 145-175, 1980.

17. BURGOYNF, P. 5. Genetic homology and crossing over in the X
and Y chromosome of mammals. jium. Senpsf, 61: 85-380, 1982.
16, RURK, R. D.; MA, P_ & SMITII, K. D. Characterisation and
ovolution of single copy sequences from the human Y chromosome.
#iai. D: 576 581, 1985.
9. COIFN, G.; MANUEL, A.; COIEN, M.; FAGAN, K. & GRUNSTEIN, II.
A deletion of heterochromatin only of the Y chromosome in a azoosper -

64: 297- 300, 19635.

miIC mate . fioan




.77

20. COOKE, 1. J. & IIINDLEY, J. Cloning of human satellite III

L
™
=

iu

NNA: different components are on different chromosomes. Ayl

Fow. ©: 3177-3197, 1979.

21. COOKE, 1I. J., SCHMIDTKE; J. & GOSDEN, J. R. Characterisa-
tion of a human Y chromosome repeated sequence and related sequences

in hi gher pri mates. STheomosoms 87: 491 502, 1982.

?2. COOKE, I. J.; BDROWN, W. R. A. & RAPPOLD, G. A. Illypervaria-
ble telomeric sequences from the sex chromosomes are pseudoautosomal.
Matoges 317 687 692, 1985 -

?2. CRAIG, 1.; LEVY, E. & FRASER, N. The mammalian Y chromoso-
me: molecular search for the sex -determining gene. Summary and pers-

pect ives. fewelopmend 101 (Suppl .): 185-190, 1987.

24 . DARI.ING, S. M., DANTING, G. S.; PYM, DB.; WOLFE, J. &
COONFELLLOW, ©P. N. Cloning and expressed gene shared by the human sex

chromosomes. Fror. Mafao. fcad. Soi. 5 83: 135-139,0 1986,

L . NP

25. De La CHAPELLE, A. The etiology of maleness in XX men. gy,

Sonof, 58: 105 116, 1986.

2¢. De La CHAPELLE, A. The Y-chromosomal and autosomal testis-

determining genes. fuwiw foemsent 101 (Suppl .): 33-38, 1987.



.78

27. DISTECHE, C. M.; DBROWN, L.; SAAL, H.; FRIEDMAN, C.;

THUL.INE, 11.C.; 1IOAR, D. 1.; PAGON, R. A. & PAGE, D. C. Molecular de-
tection of a translocation (Y; 15) in a male. fum.Sepsé, 76 372-377,

1986

26. DUNCAN, C.; BIRO; P. A.; CIOUDARY, P. V.; ELDER, S. T.;
WAN:. R. R. C.; FORGET, B. G.:; De RIEL; J. K. & WEISSMAN, S. M. RNA po-
lim: ~ase 11l transcriptional units are interspersed among human non-

alfa-globin genes. pego, azfa. dosd. Soi. USA 76: 5095- 5099, 1979,

29. ELICIWALD, E. J.; SILMSER, C. R. wuntitled. 7{rasgpiantion

il 2: 148- 149, 1955.

30. FLEINDBERG, A. P. & VOGELSTEIN, B. A technique for radiolabe-
ling DNA restriction endonuclease fragments to high specific activity.

Gnsl. Fioprben. 132: 6-13, 1983.

31. FFERGUSON- SMITH, M. A.; AFFARA, N. A. & MAGENIS, R. E. Orde-
ring of Y -specific sequences by deletion mapping and analysis of X-Y
interchange males and females. [wiw fopmsnf 101(Suppl.): 41-50, 1987.

32. T[FRASER, N.; BALLABIO, A.; ZOLLO, M.; PERSICO, G. & CRAIG,
1. Identification of incomplete coding sequences for steroid sulphata-
3¢ on the human Y chromosome: evidence for an ancestral pseudoautosso-

mal gene? fuwyriopmear 101 (Suppl.): 17-132, 1987.



.79

33. GAL, A.; UWEBER, B.; NERI, G.; SERRA, A.; MULLER, U.;
SCHFMPP, U.: PAGE, D. C. A 45,X male with Y-specific DNA +translocated

onto chromosome 15. awm. /. Sum. Seosf. 40: 477-488, 1947.

34. GOLDBERG, E. 1I.; DBOYSE, E. A.; BENNETT, D.; SCHLEID, M.;
CARSWELL, ©E. A. Serological! demonstration of H-Y (male) antigen on

mouse sperm. Auigqan 232: 478-480, 1871.

35. GOODFELLOW, P.; DBANTING, G.; SIERR, D.; ROPERS, H. n.;
CAINT, A.; FTERGUSON-SMITI, M. A.; POREY, 5. & VOSS, R. Genetic eviden-
ce that a Y linked gene in man is homologous to a gene on the X chro-
mosome. Aafyew 302: 346- 349, 1983.

36. GOODFELLOW, P. J.; DARLING, S. M.; THOMAS, N. 5. &
COODFELLOW, P. N. A pseudoautosomal gene in man. #Foigncs 234: 740- 743,

1986.

37. GOODFELLOW, P. N.; DAVILES, K. E.: ROPERS, H-lI. Report of
the Committes on the genetic constitution of the X and Y chromosomes.

Cifgmeast. Dell Sease. 40: 296-352, 1985,

LR S deds £

36. GOODFLLOW, P. N.; PYM, DB.; PRITCHARD, C.; ELLIS, N.;
PALMER, M.; SMITI, M. GOODFELLOW, P. J. MIC2: a human pseudoautosomal

gene. Fh G5, Teans. B Soo. Long 322: 145-154, 1368,

39. GUDBAY, J.; COLLINGTON, J.; KOOPMAN, P.; CAPEL, B.;

IZCONOMON, A.; MUNGTENBERG, A.; VIVIAN, N.; .GOOD?ELLOU, P.:



.80

LLOVELL -BADCE, R. A gene mapping to the sex-determining region of the
mousne Y chromosome is a member of a novel family of embrionically ex:

pressad genes. pafges 346: 245- 250, 13990,

40. GUEJJ.AEN, G.; CASANOVA, M.; BISIIOP, C.; GELDUYERTH, D.;
ANDRE, G.; FELLOUS, M. & WEIGGENBACH, J. lluman XX males with single

copy DNA fragments. Mafyre 307: 172-173, 1984.

43, JACOBS, IP. A. & STRONG, J. A. A case of human {ntersexua-
lity having a possible XXY sex determining mechanism. pafurse 183:

302 -303, 1958.

42. XOFNING, M.,; MOISAN, J. P.; HEILIG, R. & MANDEL, J. L. Ilo-

‘mologies between X and Y chromosomes detected by DNA probes: localisa-

tion and evolution. xurlt. Hcigds Rew. 13: 5485- 5501, 19865.

43. XOLLER, P. C. & DARLINGTON, C. D. The genetical and mecha-
nical properties of the sex chromosomes. ;. Heagsi,. 29: 159-173, 1934.

44._ KOO, C. C.; WACIHTEL, S. 5.; SALENGER, P. 5.; NEN, M. I.;_
NOSICK, 1.; AMARQOSE, A. IP,; DOREIS, E.; VENTRUTO, U. II-Y antigen: Ex-
presston  in human subjects with the testicular feminization syndrome.

S ienee 196: 655 656, 1977.

45, LAU, Y. -F., CIIAN, K.; KAN, Y. W. & GOLDBERG, E. Isolation
of a male specific and conserved gene using an anti lI-Y antibody. s,

Mo, Geasf, 391 142, 1986.



.81

46. MANDEL, M. & IIIGA, A. Calcium-dependent bacteriophage DNA

infection. ;. #of. &7/of. 53: 159, 1970.

47. MANIATS, T.; FRITSCH, E. F. & SAMBROCK, J. Molecular clo-
ning- A laboratory manual. Cold S5pring Harbor Laboratory. New York,

USA, 1982,
48 . MARCELINO, L. - Comunicac¢3o Pessoal, 1989.

43. WARCU5, M.; TANTRAVAIIl, R.; DEV, U. G.; MILLER, D. A. &
MIILER, 0. J. lluman-mouse cell hybrid with human multiple Y chromoso-

mes. Mafgre 262: €3- 65, 1976.

50. McKAY, R. D. G.:; DBORROW, M.; COOKE, H. J. The identifica-
tion of a repeated DNA sequence involved in the karyotype polymorfism

of the human Y chromosome. vyéppeneft,. Oefl Sensé, 21: 19-32, 1978.

51. McKUSICK, U. A. Mendelian inheritance in man. 4th edn. Bal-
t.imore: Jonhs llopkins University. 19875,

52. MOREIRA-FILIO, C. A.; OTTO, P. G.; FROTA-PESSOA, O. H-Y ge-
ne expression in apparent absence of the long arm of the Y chromosome.

Gai. e Meg. Sensf. 4: 135139, 1979,



.82

53. MULLER, U.: LALANDE, M.; DISTECHE, C. M.; LATT, S. A. Cons-
tiuct.ion, Analysis and application to 46,XY Gonadal Dysgenesis of a
re ombinant Phage DNA Library from Flow-3orted Human Y chromosomes.

Dyfomefeoy 73 418- 424, 1986,

54, MUILER, U.; DONLON, T.; SCIHIMD, M.; FITCH, N.; RICIER, C.
I,.; LAILAN, M.; LAST, 5. A. Deletion mapping of the testis determining
locus with DNA probes in 46,XX males and in 46,XY and 46,X dic(Y) fe-

males. Ao, drids Hew., 14: 6489-6505, 1 987a.

55. MULLER, U. Mapping of testis-determining locus on Yp by the
molecular genetic analysis of XX males and XY females. fwiwliopasnt

101 (Suppl.): 51 58, 1987b-

56. MULLER, U., LATT, S. A. & DON LON, T. Y-specific DNA se-
quences in male patients with 46,XX and 47 ,XXX. awm. /. asd. Seowf.

28: 393 -401, 1987c.

57. PAGF, D.; De MARTINVILLE, B.; BARKER, D.; WYMAN, A.; WHITL,
R.; TFRANCKE, U. & BOTSTEIN, D. Single copy sequences hybridises to
polymorphic and homologous loci on human X e Y chromossome. &,
aafn. fead. Sod. s 79: 2352-2356, 1982.

56. PAGR, D. C.; MOSHER, R.; SIMPSON, E. M.; TISHER, E. M. C.;
MARDON, G.; POLLACK, J.; McGILLIVRAY, B.: De La CHAPELLE, A. & BROUN,

.. G. The sex determining region of the human Y chromosome encodes a

finger protein. fejf 51: 1091-1104, 1987.



.83

53. PAGE, D. C. Is ZFY the sex—determining gene on the human Y

chromosome 7 Fi i), Vrans. . Soo. Lond. 322: 155-157, 1988.

60.PALMER, M. 5.; SINCLAIR, A. H.; BERTA, P.; ELLIS, N. A.;
GOODFELLOW, ©P. N.; ABBAS, N. E. & FELLOUS, M. Genetic evidence that

F&y 38 not the testis-determining factor. mufpems 342: 937-939, 19S0.
6G1.PIMENTA, A. Express3o do gene da &« -amilase ¢au/} de Facil-

Tus wubtilis sob o controle de um promotor de Yaanffomonas campeskteis.

Tese de Mestrado, UNICAMP, Campinas, SP, Brasil, 13930.

62. RETIEF, A. E. Cytogenetics and recombinant technology " in

male nfertility. geohives of dadeoiosy 17: 119-123, 1987.

€£3. SCIHFMPP, W. & MULLER, U. High resolution replication pat-
terns of the human Y chromosome. Intra and interindividual wvariation.

Chromoesnms 86: 229-237, 1982.

64. SCIMIDTKE, J. & SCHMID, M. Regional assignment of a 2.1 Kb
repetitive sequence to the_distal part of the human Y heterochromatin.

Hum Genei, 55: 255257, 1980.

&5. SIEBERS, J. W.; VOGEL, W.; HEPP, H.:; BOLZE, H. & DITTRICI,
A. Structural aberrations of the Y chromosome and the corresponding

phenotype. Humaawsanstid 19: 57-66, 1973,



.84

66. SIMMLER, M. C.; ROUYER, I'.; VERGNAUD, G.; NYSTROM-NAITI,
M.; NGO, K. Y.:; De l.a CIUAPELLE, A. & WEISSENDACIH, J. Pseudoautossomal
DNA sequences in the pairing region of the human sex chromosomes. /-

fusee 317 692 697, 1985,

&7. SIMPSON, E.; CHANDLER, P.; GOULMY, E.; DISTECIHE, C. M.,
FLRCJSON -SMITH, M. A. & PACE, D. C. Separation of the genetic loci for
the II'Y antigen and for testis determination on the human Y-chromoso-

me. Mafioee 326: 876 878, 1987.

68. SINCLAIR, A. II.; BERTA, P.: PALMER, M. S.; HAWKINS, J. R.;
CRIFFITULIS, B. L.; SMITH, M. J.; FOSTER, J. W.; FRISCIANT, A-M.;
1.OVE]L. RBADGE, RT & GOODFELLOW, P. R. A gene from the human sex-deter-
mining region encodes a protein with homology to a conserved DNA-bin-

ding motif. Hurysrx 346: 240- 244, 19S0.

69. SMITI, K. D.; YOUNG, K. E.; TALBOT Jr., C.; GSCHEMECKPLEPER,
B. J. Repeated DNA of the human Y chromosome. fuwiwiopment 101:(Suppl.)

77 -32, 13837.

70. SOUTHERN, E. M. Detectian of specific sequences among DNA

fragments separeted by gel eletroforesis. .5, #Maf. &ipi, 98: 503-517,1975.

71. S5ZABO, P., KUNKEL, L. M.; YU, L. C.; GEORGE, D. & SMITI, K.
N. Chromosomal distribution of DNA sequences derived from the human Y
chromosome in human and higher primates. yfowepsf, il Seasf. 25:

212 -213, 19487.



.85

72. TIEPOLO, L. & ZUFARDI, 0. Localization of factors control-
)ing spermatogenesis in the non- fluorescent portion of the human Y ch-
romosome long arm. fgm, Seasi, 34: 119- 124, 18976.

73. -Tno, 5. . T.; BEIZADIAN, A.; BYRD, J. R.; TISCIHFIELD, J.
A.; McDONOUGH, P. G. Use of deoxyribonucleic acid probes to test for

Yqll deletions in males with spermatogenic arrest. fupreiFify ang  Sio-

~ifity 48: 058 860, 1987.

74, TYLER- SMITHI}, C. & BROWUN, W. R. A. Structure of the major
block of alphoid satellite DNA on the human Y chromossome. i, #nof.

Hioayr. 195:. 457- 470, 1987. —_—

75. T%LED-SMITH, C. & MULLER, U; Structure of a hypervariable
tandely repeated DNA sequence on the hort arm of the human Y chromoso-
me. i, moi., #8qoF. 203: 837- 848, 1988.

76. VFRGNAUD, G.; PAGE, D. C.; SIMMLER, M. C.; BROWN, L.;
ROUYER, T'.; NOEL, B.; BOTSTEIN, D.; De La CIAPELLE, A. & UWEISSENBACI,
J. A deletion map of the human Y chromosome based on DNA hybridiza-

tion. P T Fligm faenptan & 38 : 109- 124 y 1 986 .

77 . WACHTEL, S. S.; KOO, G. C.; ZUCKERMAN, E. E.; HAMMER LING,

U.; CURID, M.: BOYSE, E. A. Serological cross reactivity between [-Y

(male) antigens of mouse and man. Fego. agaba. Scad. Sod. D88 71

L

12151213, 1374.



.86

73. WACUTEL, 5. S5.; KOO, G. C.; BOYSE, E. A. Evolutionary con-

servat.ion of Il Y(male) antigen. pufurs 254: 270-272, 1975a.

79. WACUTEL, S. S.; KOO, G. C.; BREG, W. R.; ELIAS, S.; BOYSL,
. A.; MILLER, 0. J. Expression of H-Y antigen in human males with two

Y chromosomes. pwsy Eng. .f. Hed. 293:1070-1072, 1975b.

80. WLRISSENDBACH, J.; LEILLIERS, J.; PETIT, C.; ROUYER, F. &
SIMMLER, M. -C. Normal and abnormal interchanges between the human X

and Y chromosomes. [uwiglopmezni 101:(Suppl.) 67-74, 1987.

T 81, WEST, R. W. & RODRIGUES, R. L. Construction and characteri-
zation of g,.-p7f promoters probe plasmid vectors, 1. Cloning of promo-

ters: containing DNA fragments. Sops 7: 271-288, 1982,

£2. WOLFLE, J.; EAICKSON, R. P.; RIGBY, P. W. & GOODFELLOW, P.
N. Regional localization of 3 Y-derived sequences on the human X and Y

chromosomes. gdpn. HMHum. Seasd, 48: 253-259, 1884.

3. WOLFE, J. Others genes of the Y chromosome. {uwiwlogasod

101: 117 118, 19837.



.87

34. YEN, P. II.; MARSI, B.; ALLEN, E.; TSAI, 5. P., ELLISON, J.;
CONNOI.LY, 1I..; NEISWAUGIH, K. & SHAPIRO, L. J. The human X-linked ste-
roid sulfatase gene and a Y-encoded pseudogene; evidence for an inver-
sion of the Y chromosome during primate evolution. Jwj;y 55: 1123 1135,

1938.

£85. YUNIS, E.; GARCIA-CONTI, F. L.; TORRES DE CADALLERGC, 0. M.;
GIRALII, A. Yq deletion, aspermia, and short stature. pfuywm, Seagé, 39:

117 122, 1977.



RESUNO

Neste +trabalho, descrevemos o estudo molecular de uma
sequéncia isolada de um banco do cromossomo Y humano, denominada Y-1.
A partir de hibridizac®es realizadas com essa sequéncia pudemos veri-
ficar que esta apresenta bastante homologia com o cromossomo X e/ou
aut ~: s;omos, porém demonstrando algumas regiBes especfficas para o cro-
mossomo Y. Com a construg¢Zo de um mapa de restrig¢do, pudemos isolar
sub- fragmentos a partir da sequéncia original visando determinar um
fragmento que se mostrasse mals especifico a esse cromossomo. Com os
nossos resultados, pudemos determinar que o fragmento Y-1.bl & alta-

mente especi{fico para o cromossomo Y.

Além disso, com o experimento de clonagem da sequéncia
Y 1 no plasm(dio prgmofor-probs pRK232-8, pdde-se verificér que a se-
quéncia Y -1 foi capaz de ativar a expressdo da atividade génica e ¢é
provavel portanto, que esse fragmento contenha sequéncias promotoras
em seu interior. A partir da verificag3o da orientag3c do fragmento

Y- 1 no plasmfdio pKK232 -8, foi verificado que o sub-fragmento Y-1.b2 é

o mais provavel candidato a conter essas sequéncias. Devido a proximi-
dade caracteristica dessas sequéncias a genes, & possfvel que com a
utilizag3o futura de técnicas de sequenciamento seja verificado a pre-

senga de um gene ou parte dele nessa regiso.



