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RESUMO

O cromossomo Y € especifico do sexo masculino e constitutivamente
haploide. E transmitido de pai para filho e, diferentemente dos outros cromossomos,
95% do seu conteudo ndo sofre recombinacdo genética. Quando um marcador
genético do tipo “short tandem repeat” (STR) se localiza no cromossomo Y é
denominado Y-STR. Devido a auséncia de recombinacéo, os Y-STRs sdo herdados
de forma haplotipica ao longo das geracgdes, ou seja, os individuos masculinos da
mesma linhagem possuem conjuntos de Y-STRs iguais. A analise de Y-STRs é uma
ferramenta importante para os estudos de vinculo genético em que o0s STRs
autossdmicos ndo sao conclusivos, como em alguns casos post mortem (Suposto
pai falecido). Podem ser utilizados também como um controle interno de qualidade
do laborat6rio de andlises de vinculo genético para os casos com poucas exclusdes,
0s que atingem indices de paternidade baixos, ou mesmo ser uma alternativa
confirmatdria para os casos de exclusdo. Além disso, para se determinar a
probabilidade do perfil encontrado pertencer ao individuo testado € necessario 0 uso
de um banco de dados da populacéo local para o calculo do indice de paternidade e
probabilidades forenses. O Distrito Federal foi criado em 1960 na regiao Centro-
Oeste do Brasil em um territério até entdo despovoado. Em 2010, este territdrio
artificial estava povoado por mais de 2.500.000 habitantes, tratando-se de uma
populacdo nova, de rapido crescimento e com poucas descricfes a respeito da sua
identidade genética. Neste estudo avaliou-se o polimorfismo genético e o0s
parametros forenses para 23 Y-STRs (DYS456, DYS389I, DYS390, DYS389ll,
DYS458, DYS19, DYS385, DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, Y GATA
H4, DYS437, DYS438, DYS448, DYS522, DYS508, DYS632, DYS556, DYS570,
DYS576 e DYS540) em uma amostra populacional de 201 homens do Distrito
Federal. Apesar de existir uma quantidade relativamente grande de descricbes de
frequéncia de Y-STRs em diversas populacbes brasileiras, inclusive do Distrito
Federal, nenhum analisou mais que 17 marcadores. Observou-se que dos 201
haplotipos incluidos, 200 eram diferentes e 199 eram uUnicos, pois 1 ocorreu duas
vezes. A diversidade haplotipica (probabilidade de que dois individuos selecionados
ao acaso possuam haplétipos distintos) e a capacidade de discriminagéo

(capacidade de diferenciar um individuo do outro) foram 0,9999 e 0,995,



respectivamente. A diversidade génica, as frequéncias haplotipicas e alélicas e a
probabilidade de coincidéncia haplotipica também foi relatada. Ademais, a
disponibilidade de haplétipos de outros 22 estados brasileiros no banco de dados

on-line YHRD (www.YHRD.org) possibilitou a comparagdo da distancia genética

(Rst) destas populacdes em relagdo ao Distrito Federal. Assim, a populacdo do
Distrito Federal foi semelhante as populacdes dos estados de Goias, Mato Grosso
do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro (Europeu), Rio Grande do sul,

Cear4, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Amazonas, Roraima, Ronddnia e Amapa.

Palavras-chave: Cromossomo Y; Y-STR; Brasilia; Distrito Federal (Brasil); genética

da populacéo.


http://www.yhrd.org/

ABSTRACT

The Y chromosome is male specific and constitutively haploid. It is transmitted from
father to son and, unlike other chromosomes, 95% of its content does not undergo
genetic recombination. When a "short tandem repeat" (STR) genetic marker is
located on the Y chromosome it is called Y-STR. Due to the absence of
recombination, the Y-STRs are inherited by haplotypes across generations. The male
individuals of the same family have the same sets of Y-STRs. The analysis of Y-
STRs is an important tool for studying genetic relationships in which autosomal STRs
are not conclusive, as in some post mortem cases. Moreover , it can be used as a
laboratory internal quality control for cases with few exclusions, for those with low
paternity index, and even be a confirmatory for the exclusion cases. Furthermore , to
determine the paternity probability and other forensic index the use of a local
database for Y-STR is highly recommended. The Federal District was created in
1960 in Brazil Central-West Region in a previously uninhabited territory. In 2010, this
artificial territory was populated by more than 2,500,000 inhabitants. So, it is a young
population, of rapid growth and with few descriptions about its genetic identity. In this
study, we evaluated the genetic polymorphism and forensic parameters for 23 Y-
STRs (DYS456, DYS3891, DYS390, DYS389ll, DYS458, DYS19, DYS385, DYS393,
DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, Y GATA H4, DYS437, DYS438, DYS448,
DYS522, DYS508, DYS632, DYS556, DYS570, DYS576 and DYS540) in a
population sample of 201 men from the Federal District. Despite a relatively large
amount of frequency descriptions of Y-STRs in various Brazilian populations,
including the Federal District, no more than 17 markers were analyzed. In this study,
It was observed that of 201 included haplotypes, 200 were different and 199 were
unique because 1 occurred twice. The haplotype diversity (probability that two
randomly selected individuals have distinct haplotypes) and the discrimination
capacity (ability to differentiate one individual from another) were 0.9999 and 0.995,
respectively. The genetic diversity, haplotype and allele frequencies and the
probability of haplotype matching was also reported. Moreover, the availability of
haplotypes of 22 other states in online Y-STRs database YHRD (www.YHRD.orq)

enabled the comparison of genetic distances (Rst) of these populations in relation to
the Federal District. Thus, the population of the Federal District was similar to the

states of Goias, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro


http://www.yhrd.org/

(European), Rio Grande do Sul, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Amazonas,
Roraima, Rondénia and Amapa.

Keywords: Y Chromossome; Y-STR; Brasilia; Federal District (Brazil); Population
genetics.
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1 INTRODUCAO

1.1 BRASILIA E O DISTRITO FEDERAL

O Brasil € um pais continental dividido em cinco macrorregides: Norte,
Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (1). O Distrito Federal e Brasilia foram
fundados em 21 de abril de 1960 baseado no desejo de transferir a capital federal do
Rio de Janeiro para o centro do pais. Ambos foram construidos em apenas 4 anos
em um territério anteriormente ndo povoado na regido Centro-Oeste, como resultado
dos esforgos do presidente Juscelino Kubitschek em conjunto com o arquiteto Oscar
Niemeyer, o urbanista Lucio Costa, e milhares de trabalhadores civis conhecidos
como "candangos” (2).

De acordo com o Censo 2010, a populacdo do Distrito Federal é composta
por 2.556.121 habitantes, 54% das pessoas nasceram localmente, e os 46%
restantes s&o imigrantes das outras macrorregides brasileiras: Norte (1,9%),
Nordeste (23,6%), Centro-Oeste (6,4%), Sudeste (12,6%) e Sul (1,5%) (3). Segundo
estas frequéncias e outras descricdes da literatura, as principais migracées
aconteceram da regido Nordeste e Sudeste (4). Além disso, o Brasil foi colonizado
por Portugal, e o processo de mistura entre 0 nativo americano, africano e europeu
ocorreu em diferentes propor¢des nas cinco macrorregiées, o que torna a populagéo
brasileira heterogénea (1, 5-7). Assim, a populacdo do Distrito Federal € nova, mista,
formada a partir de populacdes heterogéneas, de rapido crescimento e instalada em
um territorio artificial. O presente trabalho adiciona uma evidéncia genética as

evidéncias histéricas a respeito da formacado desta populacao.

1.2 OS “SHORT TANDEM REPEATS”

Os “short tandem repeats” (STRs) ou microssatélites sdo sequéncias de DNA
de 2 a 6 nucleotideos que se repetem consecutivamente mdltiplas vezes. Tais
sequéncias representam cerca de 3% do genoma humano, séo variaveis de pessoa
para pessoas e transmitidas de forma mendeliana (8). Atualmente, sdo o0s

marcadores de DNA mais utilizados na identificacdo humana e estudos de vinculo
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genético. Por isso, sdo facilmente amplificados por PCR e apresentam ampla
variabilidade genética, ou seja, sdo altamente polimorficos. Fato que diminui a
probabilidade de que os individuos testados apresentem os mesmos alelos (8, 9).
Por causa da sua aplicabilidade existem empresas que produzem kits para deteccao
de STR que possibilitam a analise simultdnea de varios marcadores como
especificado pelas sociedades forenses internacionais (8). Além disso, 0s STRs
podem ser utilizados para avaliar a distancia genética entre populacdes, fato que

permite a elaboracdo de inferéncias sobre suas composicdes e origens (8).

1.3 O CROMOSSOMO Y

O cromossomo Y € especifico do sexo masculino e constitutivamente
hapldide. E transmitido de pai para filho e, diferentemente dos outros cromossomos,
95% do seu conteudo nao sofre recombinacdo meidtica. Dois segmentos (regides
pseudo-autossdmicas) recombinam com o cromossomo X. Entretanto, estas regioes
compreendem apenas 3 dos 60 Megabases (Mb) que constituem o cromossomo.
Sua porcdo majoritaria e ndo recombinante € chamada de regido do Y especifica
masculina. Por escapar da recombinagdo, o conjunto de marcadores genéticos ao
longo do cromossomo (haplétipos) € transmitido intacto de geracdo a geracdo. Eles
mudam apenas por mutac¢do, ao invés do complexo re-embaralhamento que o0s
demais cromossomos experimentam na meiose. Assim, preservam o registro da sua
historia (10).

Trés classes de sequéncias foram caracterizadas na por¢cdo nao recombinante
do cromossomo Y: X-transpostas, X-degeneradas e as amplicbnicas (10). Dois
blocos de sequéncias localizadas no braco curto do cromossomo Y com tamanho
combinado de 3.4 Mb compde a regido X-transpostas. Estas sequéncias possuem
99% de homologia com outras presentes no cromossomo X, contém dois genes
codificantes e ndo participam do “crossing-over” X-Y durante a meiose masculina.
Os segmentos X-degenerados ocorrem em oito blocos localizados tanto no braco
curto quanto no brago longo do cromossomo Y e juntos compreendem 8.6 Mb. Estes
segmentos possuem 96% de identidade com sequéncias homologas no
cromossomo X, o que dificulta o desenvolvimento de ensaios especificos para o

sexo masculino. As regides ampliconicas compde sete grandes blocos dispersos
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pelo cromossomo Y e juntos compreendem 10.2 Mb (10). A maior parte destas
regibes apresentam 99,9% de identidade intra-cromossomal, ou seja, sao
sequéncias repetitivas e palindrébmicas (sequéncias idénticas, duplicadas e
invertidas). Oito grandes palindromes coletivamente compdem 5.7 Mb do

cromossomo e pelo menos seis delas contém genes codificantes (10, 11).

1.4 OS STRS DO CROMOSSOMO Y

Quando o STR se localiza no cromossomo Y é denominado Y-STR. Devido a
auséncia de recombinacdo, os Y-STRs sao herdados de forma haplotipica ao longo
das geracdes, ou seja, os individuos masculinos da mesma linhagem possuem
conjuntos de Y-STRs iguais. Dessa forma, sua andlise ndo identifica o individuo
apenas aponta sua linhagem paterna (patrilinear) (8).

A tipagem de Y-STR é util em diversas situagcdes como analise de evidéncias
forenses (8), investigacdo de vinculo genético (12), investigacdes histéricas (13),
estudo dos padrées de migracdes (14), e pesquisas genealdgicas (15).
Resumidamente, o valor dos Y-STRs € evidenciado nas situacfes em que 0s STRs
autossémicos sao inconclusivos, como em alguns casos de estudo de vinculo
genético post-morten. E nas situagcdes em que a amostra € uma mistura de DNA
masculino e feminino, como nos vestigios de violéncia sexuais (8).

Inicialmente o niumero de Y-STRs caraterizados era limitado, apenas 20 (16).
Atualmente, mais de 400 loci foram descritos, a maioria deles localizam-se nas
regides Yql1.221 (25,3%), Yql11.222, (16,6%), e Yq11.223 (18,4%) no brago longo e
Ypll.2 (22,1%) no brago curto do cromossomo Y (Figura 1) (17), 120 deles sé&o
especificos do sexo masculino e suficientemente polimorficos para serem Gteis nas

analises forenses e genealdgicas (18).
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Figura 1 - Localizagdo cromossomal e unidade de repeticdo de mais de 300 Y-STRs,

0s Y-STRs sublinhados séo os que atendem as necessidades forenses (Adaptado
por Hanson E. K. e Ballantyne J. 2006) - (17)
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1.5 CONJUNTOS DE Y-STRS RECOMENDADQOS

O uso de conjuntos padronizados de Y-STR é recomendado por facilitar a
comparabilidade dos resultados entre os laboratorios e compatibilidade dos bancos
de dados de haploétipos (19).

1.5.1 Haplotipo minimo

O primeiro conjunto de Y-STR recomendado ficou conhecido como haplotipo
minimo e é constituido por 8 marcadores DYS19, DYS389l, DYS389Il, DYS390,
DYS391, DYS392, DYS393 e DYS385 (8).

1.5.2 Haplotipo estendido

Em seguida, houve a necessidade de aumentar a capacidade de
discriminagéo, assim, o haplotipo minimo foi acrescido de dois marcadores (DYS438
e DYS439) (8). Este conjunto de 10 marcadores ficou conhecido com haplétipo

estendido.

1.5.3 Haplétipo Y-Filer

Na década passada, com a disponibilidade dos kits comerciais o numero de
Y-STR genotipados simultaneamente aumentou e, consequentemente, a capacidade
dos conjuntos em diferenciar os individuos. O Kit comercial Y-Filer® (Life
Technologies) detecta 16 Y-STRs e existe o movimento em pr6 de se aumentar
ainda mais o numero de marcadores (20). O kit comercial Y-Filer® detecta os Y-
STRs: DYS456, DYS389I, DYS390, DYS389Il, DYS458, DYS19, DYS385, DYS393,
DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, Y GATA H4, DYS437, DYS438, DYS448.
Neste estudo, o haplétipo composto por estes marcadores € denominado haplétipo
Y-Filer.
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1.5.4 Haplotipo 23 Y-STRs

Atualmente, com a disseminagdo do uso dos Y-STRs, observou-se a
necessidade de que haplétipos fossem compostos por uma quantidade ainda maior
de Y-STRs com a finalidade de aumentar sua capacidade discriminatoria e, assim,
novamente, diminuir a probabilidade de coincidéncia haplotipica devido ao acaso
(21).

Neste sentido, o kit PowerPlex Y23 (Promega), que genotipa 23 Y-STRs
simultaneamente, foi lancado recentemente (22) e diversos pesquisadores
descreveram conjuntos de Y-STRs complementares aos kits comercias (20, 21, 23).

Assim, na rotina do laboratério Sabin, a fonte dos dados para o presente
trabalho, os 16 Y-STRs do kit Y-Filer sdo suplementados com outros 7 (DYS522
DYS508, DYS632, DYS556, DYS570, DYS576 e DYS540) descritos por Asamura e
colaboradores (23). No entanto, ndo existe descricdo na literatura sobre os
parametros forenses e de paternidade para este conjunto de Y-STRs, especifico do
laboratério supracitado, sendo este o principal objetivo deste trabalho. Denominou-
se haplétipo 23 Y-STRs quando todos os marcadores avaliados estavam incluidos
na andlise. Sao eles: DYS456, DYS3891, DYS390, DYS389Il, DYS458, DYS19, DYS385,

DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, Y GATA H4, DYS437, DYS438, DYS448,
DYS522, DYS508, DYS632, DYS556, DYS570, DYS576 e DYS540.

1.6 MARCADORES SIMPLES E MULTICOPIA

A maioria dos Y-STRs utilizados pelas comunidades forenses sdo de copia
simples e possuem apenas um alelo. No entanto, devido as regiées duplicadas e
palindrémicas mencionadas anteriormente, alguns loci ocorrem mais de uma vez e
guando amplificados com iniciadores de PCR locus-especificos produzem mais de
um produto de PCR. Este fato pode causar confusdo ao contar o nimero de loci
presente em um haplétipo. Ja que, um unico par de “primers” podem produzir dois
“amplicons” (8, 24).

Este € o caso do DYS385. Este marcador esta presente em duas regides no
braco longo do cromossomo Y, que se localizam a 40.000 pares de base um do
outro e sua analise pode gerar dois alelos distintos. Ambos alelos sdo considerados

na analise, assim o resultado se assemelha a um gendétipo, no entanto para a
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contagem de Y-STRs que comp®e o haplétipo considera-se o DYS385 como um
anico locus (8).

O locus DYS389 pode gerar dois produtos de PCR com um Unico par de
“‘primers”, entretanto, por motivo diferente do DYS385. Neste caso, o produto de
PCR DYS389 | é um subconjunto do DYS389 Il porque o “primer forward” é
complementar a duas regides separadas por 120 pares de bases. O “primer reverse”
possui um unico sitio de ligacdo. Assim, sdo gerados dois produtos de PCR e, como
ambas regibes amplificadas possuem sequencias polimorficas independentes,
considera-se 0 DYS389 como dois Y-STRs (DYS389I1 e DYS389lIl) (8).

Ademais, alguns locus considerados cépia simples podem gerar resultados
multicépia pelo fato do individuo estudado apresentar uma duplicacdo que nao é

observada para a maioria da populacéao (24).

1.7 TAXAS DE MUTACAO

A variabilidade dos Y-STRs é gerada por mutacdes, a expansdo da sequéncia
repetitiva é mais frequente que a contracdo e os alelos maiores tendem a se alterar
com mais frequéncia que os menores. A maioria das alteragdes envolvem expansao
ou contracdo de uma Unica repeticdo e ocorrem com uma taxa média de 1,998 x 107

por geracao, similar a taxa observada para os STRs autossémicos (25).

1.8 PARAMETROS FORENSES E DE PATERNIDADE RELATIVOS AOS Y-STRS

1.8.1 Frequéncia alélica e frequéncia haplotipica

E a frequéncia relativa de um alelo ou haplétipo em uma populacdo. S&o
calculadas usando o método de contagem direta, dividindo o numero de copias de
um alelo ou haplétipo na populacdo estudada sobre o total de alelo ou haplotipo
encontrados (8). Por exemplo, no marcador DYS448 os alelos encontrados na
populacdo foram os 18, 19, 20 e 21. O alelo 18 ocorreu 16 vezes em um total de
201. Assim, sua frequéncia é 16/201 (0,0796). O mesmo é feito para os haplétipos e
tém-se a frequéncia haplotipica. Para a frequéncia haplotipica pode-se considerar o
haplotipo minimo, estendido, Y-Filer ou 23 Y-STRs.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Frequ%C3%AAncia_al%C3%A9lica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alelo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Popula%C3%A7%C3%A3o
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A partir das frequéncias alélicas e haplotipicas calculam-se os demais parametros
forenses relativos aos Y-STRs.

1.8.2 Diversidade génica (DG)

A diversidade génica é a probabilidade de que dois individuos escolhidos ao
acaso a partir da populagdo tenham alelos distintos. E equivalente a heterozigose
esperada para os STRs autossdmicos (8, 26) e significa que quanto mais diverso

(polimérfico) for o marcador analisado, mais informativo ele é.
E calculado da seguinte maneira:

DG = probabilidade de que dois individuos selecionados ao acaso tenham

alelos distintos para um determinado locus.

Ou seja, 1 - DG = a probabilidade de que dois individuos escolhidos ao acaso

tenham alelos iguais para um determinado locus.

A chance de encontrar ao acaso dois individuos com alelos iguais (1 - DG) é
igual a frequéncia do alelo ao quadrado (Freq. Alélica x Freq. Alélica), pois é a
chance de se encontrar um alelo (Freqg. Alélica) e, em seguida, encontrar ele

novamente (Freq. Alélica).

O somatério de todas as frequéncias alélicas ao quadrado representa a
chance combinada para todos os alelos possiveis (Z Freq. Alélicas?), ou seja, para o

locus.

S Freq. Alélicas? = Soma das frequéncias alélica ao quadrado (Freq. Alelo 17

+ Freq. Alelo2 ? + Freq. Alelo 32 + Freq. Alelo 4% + .... + Freq. Alelo N?).

E em seguida, o valor obtido é aplicado em uma férmula de correcéo para o

tamanho da amostra (N / N-1). Onde, N = Numero de individuos analisados.

Assim, DG =N/ (N-1) x (1 = Z Freq. Alélicas 2).
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1.8.3 Diversidade haplotipica (DH)

A diversidade haplotipica é o principal parametro analitico de um conjunto de
Y-STRs, pelo fato de ndo haver recombinagédo no cromossomo Y e os marcadores
serem transmitidos na forma de haplotipo. Trata-se da probabilidade de que dois
individuos selecionados ao acaso possuam haplétipos distintos (26). O calculo é
idéntico ao da diversidade génica descrito anteriormente. No entanto, usa-se a
frequéncia haplotitica em substituicdo as frequéncias alélicas.

DH = N/(N-1)x(1-Z Freq. Haplotipicas?)

Nesta analise, os marcadores podem ser analisados no formato de haplétipo
minimo, estendido, Y-Filer ou 23 Y-STRs. Espera-se que a DH aumente com os

nameros de Y-STRs incluidos no haplétipo.

1.8.4 Capacidade de discriminacéo (CD)

E a capacidade de discriminar um individuo do outro. E determinada dividindo
0 numero total de haplétipos diferentes pelo niumero total de individuos analisados
(27).

Exemplo 1. 201/201 = 1;

Exemplo 2. 200/201 = 0,995;
Exemplo 3. 194/201 = 0,965;
Exemplo 4. 185/201 = 0,920;

Este valor quanto mais proximo de “1” maior a quantidade de haplétipos
distintos, consequentemente, maior a capacidade de diferenciar individuos. Espera-
se obter maior CD ao aumentar o numero de Y-STRs analisados, ao utilizar Y-STRs
com maior diversidade génica ou ambos (8, 27). Nesta analise, os marcadores

podem ser considerados nos quatro formatos de haplétipo incluidos neste estudo.
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1.8.5 Probabilidade de coincidéncia haplotipica (PCH)

Representa a probabilidade de encontrar haplétipos idénticos em dois
homens selecionados de forma independente e aleatéria. Trata-se do inverso da
probabilidade de encontrar dois haplotipos diferentes ao acaso, ou seja, € a
probabilidade inversa da DH descrita anteriormente. Assim, PCH = 1 — DH (8, 27).
Nesta anadlise, os marcadores podem ser considerados nos quatro formatos de
haplétipo incluidos neste estudo.

1.8.6 Indice de paternidade (IP)

Em muitos laboratérios a andlise de Y-STR € qualitativa devido ao
conhecimento prévio que o haplétipo do Pai € idéntico ao dos seus filhos biologicos.
Entretanto, € recomendado pelas comunidades forenses que seja acrescentada uma
probabilidade de coincidéncia a evidéncia genética (28). Neste sentido, diante de
uma incluséo (coincidéncia em todos os Y-STRs analisados) é necessario calcular o
indice de paternidade (IP). No caso dos Y-STRs, o IP é calculado pela férmula IP =
X/Y, onde X é a probabilidade do individuo analisado seja o pai verdadeiro (100% ou
1) e Y é a probabilidade de qualquer outro homem seja o pai verdadeiro (frequéncia
do haplotipo na populacdo). Ademais, a frequéncia haplotipica é dependente do
namero de individuos incluidos na “database” e do numero de Y-STRs presente em
cada haplotipo. Neste trabalho, o tamanho amostral foi 201. Assim, se um haplotipo
ocorreu uma vez sua frequéncia é 1/201 (0,005) e o IP nesta situacao seria 1/0,005
= 201, justamente o tamanho amostral. A partir do IP calcula-se a probabilidade de
paternidade pela formula IP/IP+1 (29, 30), que neste caso seria 201/202 = 0,9950
(99,50%). Assim, o céalculo do IP e da probabilidade de paternidade para Y-STRs é

dependente do tamanho da base de dados disponivel.

Para os STRs autossémicos o IP minimo aceitavel € 10.000 que resulta em
uma probabilidade de 99,99% de chance de paternidade. Para os Y-STRs este valor
ainda nédo foi definido, pois os Y-STRs informam apenas a linhagem patrilinear e,
caso seja considerado o mesmo critério dos STRs autossémicos (99,99%), o banco

de dados deve conter 10.000 hapldétipos Unicos da populacdo local. Neste sentido,
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seria necessario a existéncia de um banco de dados com um enorme volume de
informacdes (haplétipos) da populacdo do local onde o laboratério executa o exame
e/ou de haplétipos de populacdes estatisticamente semelhantes a ela. Assim,
determinar quais populacdes sao estatisticamente semelhantes a do Distrito Federal
nos banco de dados de haplétipos internacionais seria uma solugéo para o problema
supracitado e os indices de paternidade para Y-STRs poderiam atingir valores de
99,99%.

Os critérios de exclusdo de paternidade para Y-STRs sdo os mesmos dos
STRs autossbmicos, ou seja, trés diferencas entre os haplétipos sdo necessarias
para excluir o suposto pai da hipotese de ser o pai verdadeiro. No caso de uma ou
duas diferencas o caso € considerado inconclusivo e probabilidade de mutacdo é
investigada. Diante de uma mutacao, a formula para calcular o IP é IP = 0,5u/Y onde
M = taxa de mutacdo do marcador mutado e o Y € a frequéncia do perfil do filho na
populacao (12).

1.9 BANCO DE DADOS DE HAPLOTIPOS Y-STRS

O Lutz Roewer juntamente com Sascha Willuweit fundaram e mantém desde
2000 um banco de dados mundial para haplétipos de cromossomo Y (YHRD - Y
Chromosome Haplotype Reference Database) que pode ser acessado no site

www.yhrd.org. Em setembro de 2013 o banco de dados possuia mais de 115.000

haplétipos de 851 regides em 113 paises, incluido o Brasil. Ele suporta os formatos
de hapl6tipo minimo, haplotipo estendido, PowerPlex Y (Promega), AmpFISTR Yfiler
(Life Technologies) e PowerPlex Y23 (promega). O haplétipo minimo € o formato
gue se encontra com maior representatividade. Além disso, nho YHRD é possivel
pesquisar frequéncia de um haplétipo especifico, executar a Andlise de Variancia
Molecular (AMOVA), utilizada para investigar a distancia genética entre duas ou

mais populacdes, e outras andlises especificas para Y-STRs (31).


http://www.yhrd.org/
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1.10 ESTUDOS ENVOLVENDO Y-STR NO BRASIL E EM BRASILIA

A descricdo de dados populacionais sobre Y-STRs no Brasil é relativamente
frequente e diversos estados tiveram suas populacbes estudadas. A grande
diferenga entre os estudos é o numero de marcadores incluidos, nenhum estudo
brasileiro avaliou mais do que 16 Y-STRs (32-41). A maioria destes dados estao
disponiveis para analise no YHRD, pois o envio para a “database” mundial € uma
exigéncia das revistas forenses.

Em julho de 2013, o polimorfismo genético dos Y-STRs incluidos no kit
comercial Y-Filer® (Haplotipo Y-Filer) foi descrito para a populacdo do Distrito
Federal (n=300) (42). A amostragem do estudo era de conveniéncia (doadores de
banco de sangue) e do total 290 haplétipos eram diferentes, 280 eram Unicos, pois
10 ocorreram duas vezes. Estes resultados indicaram uma DH de 0.9997. Valores
similares foram obtidos para o Y-Filer em outros estudos, Brasil como um todo, n=
500, DH = 0.9998 (43), Rio Grande do Sul, n= 255, DH = 0,9998 (44), Santa
Catarina, n = 109, DH = 0,9990 (45, 46).

No presente trabalho, espera-se que os parametros forenses para o haplétipo
Y-Filer sejam semelhantes aos ja descritos, inclusive para a populacdo do Distrito

Federal, e que estes sejam superados pelo haplétipo 23 Y-STRs.

1.11 ANALISE DE VARIANCIA MOLECULAR (AMOVA) — DISTANCIA GENETICA

Baseando-se na comparacdo de Y-STRs homdlogos entre duas ou mais
populacbes é possivel estimar a distancia genética entre elas. Isto € util para
esclarecer as relacdes evolutivas entre populacdes (47).

O Rst é uma medida de distancia genética, e quanto menor o seu valor, que
inclusive pode ser negativo, maior a similaridade entre as populacdes. Trata-se da
razao entre a variancia genética das duas populacdes comparadas e a variancia
genética de toda a espécie (as duas populacdes em conjunto). Variancia € uma
medida da quantidade de variacdo em torno de um valor médio. Essa variancia
genética é derivada da distancia evolutiva entre os haplétipos (tempo de
coalescéncia). O tempo de coalescéncia € uma estimativa de tempo desde o ultimo

ancestral comum para os dois haplotipos (48).
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A analise de variancia molecular (AMOVA) é uma ferramenta utilizada para
comparar distancias genéticas geradas a partir de dados haploides, como o Rst. Sua
funcdo é avaliar a significancia entre valores de Rst. Com o AMOVA é possivel
avaliar e quantificar a extensdo da diferenca entre duas ou mais amostras
populacionais. O método esta implantado como uma ferramenta on-line no YHRD
sendo possivel estimar tanto o Rst (distancia genética) quanto o AMOVA (valor de
P) (www.yhrd.org) (49).

Para facilitar a interpretacdo dos resultados do Rst, utliza-se uma

representacdo grafica chamada de analise das coordenadas principais (PCoA),
detalhes sobre o PCoA constam na sec¢do materiais e métodos desta dissertacao.

Assim, a populacdo do Distrito Federal foi comparada com as de outros 22
estados brasileiros com a finalidade de estimar as distancias genéticas entre elas e
produzir uma evidéncia genética a respeito da formacdo da populacdo do Distrito
Federal.

1.12 SINTESE E CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo avalia o polimorfismo genético e os parametros forenses
de 23 Y-STRs na populagao do Distrito Federal. Sua importéancia reside no fato de
nenhum outro estudo no Brasil ter analisado mais do que 16 Y-STRs. Ademais, a
populacdo do Distrito Federal € nova, mista, formada a partir de migracdes e
instalada em um territério artificial. Os haplétipos de Y-STRs obtidos serdo utilizados
para investigar a distancia genética da populacdo avaliada em relagcdo a outros

estados brasileiros.


http://www.yhrd.org/
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o polimorfismo genético e os parametros forenses e de paternidade
de 23 loci Y-STRs na populacéo do Distrito Federal do Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever as frequéncia haplotipicas e alélicas dos marcadores DYS456,
DYS389I, DYS390, DYS389Il, DYS458, DYS19, DYS385, DYS393, DYS391,
DYS439, DYS635, DYS392, Y GATA H4, DYS437, DYS438, DYS448,
DYS522 DYS508, DYS632, DYS556, DYS570 DYS576 e DYS540 em uma

amostra populacional do Distrito Federal do Brasil.

e Descrever a diversidade haplotipica, a diversidade génica, a capacidade de
discriminagdo, a probabilidade de coincidéncia haplotipica para os loci

analisados, os indices de paternidade e a probabilidade de paternidade.

e Avaliar a distancia genética da populacdo do Distrito Federal em relacdo a

outros estados brasileiros.
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3 METODOLOGIA

3.1 POPULACAO ESTUDADA

Neste estudo foram analisados individuos que residiam na populacdo do Distrito
Federal e realizou estudo de vinculo genético em um laboratoério de analises clinicas
do Distrito Federal (Laboratério Sabin) entre Maio de 2011 e Agosto de 2013 e
houve a necessidade de tipagem de Y-STR para resolucdo do caso. Assim, trata-se
de uma amostragem de conveniéncia. Durante o periodo foram realizados 2780
estudos de vinculo genético (7506 pessoas envolvidas) e a analise de Y-STR é
realizada quando solicitada, nos casos envolvendo suposto pai falecido (post-
morten), casos convencionais com poucas exclusfes e casos que necessitem de

confirmacédo de exclusfes (controles internos do laboratério).

3.2 AMOSTRAGEM DO BANCO DE DADOS

Todos os perfis de Y-STRs gerados entre Maio de 2011 e Agosto de 2013 foram
recuperados do banco de dados de resultados e os critérios de inclusdo e excluséo

foram aplicados. Ao final, 201 haplétipos foram analisados.

3.2.1 Critério deinclusao

Residir no Distrito Federal e constar na documentacao relativa ao caso o local de

nascimento.

3.2.2 Critério de exclusao

Possuir parentesco comprovado com algum individuo ja incluido no estudo
(Foram excluidos os individuos do mesmo caso que continham perfis de Y-STRs

iguais a do familiar ja incluido no estudo).
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3.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS NA ROTINA LABORATORIAL

3.3.1 Coleta da amostra

Para a andlise de parentesco na rotina, amostras de sangue séo coletadas a

partir da puncdo da ponta de dedo anelar em um cartéo de papel Whatman® FTA™.

3.3.2 Extracéo

Uma perfuracdo de 1,2 mm de diametro é feita no cartdo de papel Whatman®
FTA™ contendo o sangue dos participantes. O perfurador utilizado é o Harris Micro
Punch (Whatman). Em seguida, o disco do papel retirado € depositado em tubo de
PCR e lavado com FTA reagente (Whatman) e agua livre de DNA/RNAse seguindo o
protocolo do fabricante (50). Apds as lavagens, o disco de papel purificado que

contém 0.5-1.0 ng de DNA é utilizado diretamente na reacéo de PCR.

3.3.3 Amplificagdo por PCR

S0 necessarios trés reacdes em multiplex para amplificacdo dos 23 Y-STRs e
assim obter um haplétipo com alto poder discriminatério. O primeiro multiplex
utilizado é comercial (AmpFLSTR® Yfiler® PCR - Life Technologies) e amplifica os
marcadores DYS456, DYS389l, DYS390, DYS389ll, DYS458, DYS19, DYS385,
DYS393, DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, Y GATA H4, DYS437, DYS438,
DYS448. Esta reacdo é executada como recomendado pelo fabricante (51) em um
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Life Technologies). O segundo e o
terceiro multiplex foram descritos por Asamura e colaboradores (23) e amplificam os
marcadores DYS522, DYS508, DYS632, DYS556, DYS570, DYS576 e DYS540.
Resumidamente, consistiam em 0.5 pl da mistura de iniciadores (vide tabela 2), 6.5
Ml de Maxima Probe gPCR master mix (Fermentas), um disco de 1,2 mm contendo o
DNA e volume final de 10 pl ajustado com agua DNase/RNase-free (Fermentas). As
condicdes de termocilcagem séo: pré-incubacdo de 10 minutos a 95°C, 30 ciclos de

15 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C, uma extensao final de 20 minutos a
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60°C. A reacdo de PCR é realizada em um termociclador TC-3000 (Techne). A
sequéncia dos iniciadores, sua respectivas concentracdes e a descricao de quais Y-
STRs cada multiplex contém podem ser evidenciadas na tabela 1. Todos os

iniciadores foram sintetizados pela Life Technologies.

Tabela 1 - Iniciadores utilizados nos multiplex 2 e 3, suas respectivas concentracdes

e marcacoes fluorescentes

Y-STR Iniciador Concentracéao Marcacéo

Multiplex 2

DYS522 5-TGGATAGACATAGGTGACAGATGAT-3’ 1.0 uyM FAM
5-GTTTCTTGGAACCTCATGGTGGACATC-3’

DYS508 5-CCCAAATTCCAGCTTATTATTCC-3 0.6 uM VIC
5-GTTTCTTAGGTGATAGATGATATGCAGAGAGT-3’

DYS632 5-TGGTTAAGGGCAAACCATT-3 0.6 uM NED
5-GTTTCTTTCTGGGCAACAGAAGGAGA-3’

DYS556 5'-GCCAAAACAATACTAGGCAAAAAT-3’ 1.4 uM PET
5-GTTTCTTGGTTAGTGTAATGCATCCAGCA-3’

Multiplex 3

DYS570 5-GCTGTGTCCTCCAAGTTCCT-3 1.0 uyM FAM
5-GTTTCTTGCTGAAATGCAGATATTCCCTA-3

DYS576 5-GCAAGACCTCATCTCTGAATAAAAG-3’ 1.0 uyM VIC
5-GTTTCTTGCGTATTTGTCTTGGCTTTTTC-3’

DYS540 5-CCCGGGTCCTATACTCATTATT-3 1.4 uM PET

5-GTTTCTTCAACCTGGGCTACAGAGACA-3’

3.3.4 Eletroforese capilar

Os produtos de PCR foram separados e detectados em um analisador
genético 3500. Um microlitro da amostra amplificada foi adicionados a 8.5 ul de
formamida Hi-Di e 0.5 ul de 600 LIZ GeneScan. As condi¢cdes de electroforese sao:
15 segundos de tempo de injecdo, 1.2 Kilovolts para voltagem de injecdo, 15
Kilovolts para voltagem de corrida, tempo de execucdo de 20 minutos a 60°C. O
conjunto de fluorescéncias utilizado é o G5 (FAM, VIC, NED, PET e LIZ). Os dados
brutos sé&o analisados com o software GeneMapper® ID-X v.1.2 e um limite de
deteccdo 200 Unidades Relativas de Fluorescéncia (RFU) é usado para identificacéo
dos pico relativos aos Y-STRs. Todos os produtos e reagentes deste item sao

fabricados pela Life Technologies.
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3.4 ANALISES ESTATISTICAS

3.4.1 Teste de Chi-quadrado (x?

E um teste que possui o0 proposito de avaliar as diferencas entre as
frequéncias de dois grupos a fim de observar se esses grupos se comportam de
forma semelhante (52). Esse teste foi utilizado para verificar se a amostragem
utilizada neste estudo € representativa da populacdo estudada. Foi calculado
utilizando o software GraphPad Prism (6.0) (53).

3.4.2 Frequéncia alélica e haplotipica

E a frequéncia relativa de um alelo ou haplétipo numa populacdo. Foram
calculadas usando o método de contagem direta pelo Microsoft Excel 2011 (vide

introducéao).

3.4.3 Diversidade génica (DG)

E a probabilidade de que dois individuos escolhidos ao acaso a partir da
populacao tenham alelos distintos (DG). Foi calculada pela formula DG = N/ (N-1) x
(1 — Z Freq. Alélicas 2). Neste trabalho, diversidade génica para os loci avaliados foi

calculada utilizando o software Arlequin 3.5 (54).

3.4.4 Diversidade haplotipica (DH)

E a probabilidade de que dois individuos escolhidos ao acaso possuam
haplétipos distintos (26). O célculo é idéntico a diversidade génica descrito
anteriormente. No entanto, usa-se a frequéncia haplotipica em substituicdo as
frequéncias alélicas DH = N/(N-1)x(1-X Freq. Haplotipicas?). Neste trabalho,
diversidade haplotipica para os loci avaliados no formato minimo, estendido, Y-Filer
e 23 Y-STRs foram calculados utilizando a planilha HaPYDive (www.portugene.com)
(55).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Frequ%C3%AAncia_al%C3%A9lica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Alelo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Popula%C3%A7%C3%A3o
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3.4.5 Capacidade de discriminagéo (CD)

E a capacidade do conjunto de Y-STR diferenciar um individuo do outro. Foi
determinada dividindo o nimero total de haplétipos diferentes pelo nimero total de
individuos na populagédo analisada. A CD foi calculada para todos os formatos de
haplétipo incluidos neste estudo (minimo, estendido, Y-Filer e 23 Y-STRS) (27).

Ex 1. 201/201 = 1;
Ex 2. 200/201 = 0,995;
Ex 3. 194/201 = 0,965;

Ex 4. 185/201 = 0,920;

3.4.6 Probabilidade de coincidéncia haplotipica (PCH)

Representa a probabilidade de encontrar haplétipos idénticos em dois
homens selecionados ao acaso. Foi calculado por PCH =1 — DH (8, 27). A PCH foi

calculada para todos os formatos de haplétipos incluidos neste estudo.

3.4.7 indice de paternidade (IP)

O indice de paternidade (IP) foi calculado pela formula IP = X/Y, onde X é a
probabilidade do individuo analisado seja o pai verdadeiro (100% ou 1) e Y é a
probabilidade de qualquer outro homem seja o pai verdadeiro (frequéncia do

haplétipo na populacgéo).

A frequéncia haplotipica € dependente do nimero de individuos incluidos na
“‘database” e do numero de Y-STRs presente em cada haplotipo. Se o tamanho
amostral for 201 e o haplétipo ocorreu uma vez sua frequéncia é 1/201 (0,005) e o IP
nesta situacdo seria 1/0,005 = 201. Se o hapl6tipo ocorrer duas vezes sua
frequéncia € 2/201 = 0,01, IP = 100. A partir do IP calcula-se a probabilidade de
paternidade pela formula IP/IP+1 (29). No caso do haplétipo ocorrer uma e duas
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vezes a probabilidade seria 201/202 = 0,9950 (99,50%) e 100/101 = 0,99 (99%),

respectivamente.

3.4.8 Analise de Variancia Molecular (AMOVA) — Distancia Genética

O calculo do Rst e do AMOVA foram executados através da ferramenta
implantada on-line no YHRD. A calculadora retorna os valores de Rst entre as
populacdes e o valor de P como teste de significancia baseado em 10.000

permutacoes (www.yhrd.org) (49).

Os valores de Rst referentes a comparacéo de diversas populagbes sédo de
dificil interpretacdo, assim, utiliza-se uma ferramenta chamada de analise de
coordenadas principais (PCoA) para facilitar a interpretacdo destes resultados. O
gréafico referente ao PCoA deste estudo foi gerado a partir da matriz de resultados de
Rst através do YHRD com a finalidade de tracar um mapa multidimensional dos
resultados. Cada ponto neste tipo de grafico se refere a uma populacdo. E a
interpretacdo é feita pela distancia entre os pontos, quanto mais proximo um ponto
do outro maior a proximidade genética. O grafico possui quatro quadrantes e a
interseccao entre os eixos corresponde ao ponto zero. O software GenAlEx v.6.5 foi
utilizado para gerar o grafico PCoA.

O AMOVA foi executado no formato de hapl6tipo minimo para que 0s
nameros de populacdes comparadas fossem maior devido a disponibilidade de
dados no YHRD (56). Pois, nem todas as populacdes foram depositadas no banco
com haplotipos de Y-STR extensos como os descritos neste trabalho. Por exemplo,
a populacéo do estado de Alagoas era possivel ser analisada apenas no formato de
haplétipo minimo.

Assim, a populacdo do Distrito Federal foi comparada com as de outros 22
estados brasileiros listadas na tabela 2. Duas popula¢cdées do Rio de Janeiro foram
consideradas, Rio de Janeiro (Europeu) e Rio de Janeiro (Africano) conforme os

dados depositados no YHRD.


http://www.yhrd.org/
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Tabela 2 — Listagem das populacbes comparadas pela andlise de variancia
molecular (AMOVA), com indicagdo da macrorregido a qual pertencem, estado,

numero de acesso no YHRD, e tamanho amostral

Macrorregiao Populagcédo, numero de acesso, numero de haplétipos
Norte Amazonas — AM, YA003528, n= 77
Acre — AC, YAO003530, n=31
Rondo6nia — RO, YA003575, n= 139
Para — PA, YA003525, n=400
Roraima — RR, YA003526, n= 67
Amapé — AP, YA003689, n= 197
Tocatins — TO, YA003529, n= 30
Nordeste Maranh&o — MA, YA003707, n= 140
Ceara — CE, YA003844, n=101
Paraiba — PB, YA003784, n= 300
Pernambuco — PE, YA003710, n= 30
Alagoas — AL, YA003648, n= 247
Bahia — BA, YA003616, n= 205
Sudeste Minas Gerais — MG, YA003708, n= 200
Espirito Santo — ES, YA003849, n= 357
Sao Paulo — SP, YA003142/ YA003128, n=567
Rio de Janeiro — RJ (Africano), YA003267, n= 235
Rio de Janeiro — RJ (Europeu), YA003266, n= 245

Sul Parana — PR, YA003709, n=77
Rio Grande do Sul — RS, YA003462, n= 255
Centro-Oeste Mato Grosso do Sul — MS, YA003706, n=50

Goias — GO, YA003705, n=93

3.5 EXIGENCIAS DAS REVISTAS FORENSES PARA PUBLICACAO DE DADOS
POPULACIONAIS

Para o aceite de dados populacionais envolvendo STR, as revistas forenses

exigem que o laboratorio tenha participado com sucesso dos ensaios de proficiéncia


http://www.yhrd.org/YA003530
http://www.yhrd.org/YA003575
http://www.yhrd.org/YA003525
http://www.yhrd.org/YA003526
http://www.yhrd.org/YA003689
http://www.yhrd.org/YA003529
http://www.yhrd.org/YA003707
http://www.yhrd.org/YA003844
http://www.yhrd.org/YA003784
http://www.yhrd.org/YA003710
http://www.yhrd.org/YA003648
http://www.yhrd.org/YA003616
http://www.yhrd.org/YA003708
http://www.yhrd.org/YA003849
http://www.yhrd.org/YA003142
http://www.yhrd.org/YA003128
http://www.yhrd.org/YA003267
http://www.yhrd.org/YA003266
http://www.yhrd.org/YA003709
http://www.yhrd.org/YA003462
http://www.yhrd.org/YA003706
http://www.yhrd.org/YA003705
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externo como o oferecido pelo Grupo Espanhol-Portugués da “International Society
for Forensic Genetics” (GHEP/ISFG). Além disso, no caso de Y-STR os haplétipos e
informacbes relativas a populagdo estudada devem ser depositados no “Y-
Chromossome Haplotype Reference Database” (YHRD-www.yhrd.org) (49, 57). Os
dados deste trabalho foram depositados no YHRD com o numero de acesso
YA003843.

3.6 ASPECTOS ETICOS

O Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de
Brasilia aprovou este estudo e dispensou a necessidade do termo de consentimento
livre de esclarecido (protocolo 165/12) por se tratar de um estudo envolvendo

analise de banco de dados (Anexo ).
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4 RESULTADOS

4.1 COMPARACAO ENTRE A DISTRIBUICAO DO LOCAL DE NASCIMENTO DA
AMOSTRA POPULACIONAL EXTRAIDA DO BANCO DE DADOS E DA
POPULACAO DO DITRITO FEDERAL DE ACORDO COM O CENSO 2010

Na amostragem deste trabalho, 50,25% (n=101) dos individuos eram nativos
do Distrito Federal e 49,75% (n=100) imigraram das macrorregides brasileiras. A
distribuicdo completa do local de nascimento de todos os participantes é dada na
Tabela 3, onde observou que n&do houve diferenca entre a distribuicdo da
amostragem com a distribui¢cdo de acordo com o Censo 2010 (3), p=0,735.

Tabela 3 - Distribuicdo do local do nascimento dos participantes e da
populacao do Distrito Federal de acordo com o Censo de 2010

Este Trabalho % Censo 2010 %
Centro-Oeste 17 8,46 164.215 6,4
Nordeste 50 24,88 602.104 23,6
Norte 5 2,49 47.783 1,9
Sudeste 26 12,94 321.368 12,6
Sul 2 1,00 38.634 1,5
Distrito Federal 101 50,25 1.382.017 54,0
Total 201 100 2.556.121 100

x% = 2,771, graus de liberdade = 5, p=0,735



4.2 FREQUENCIA ALELICA E DIVERSIDADE GENICA
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A tabela 4 descreve as frequéncias alélicas e a diversidade génica para os 23 Y-STRs avaliados neste trabalho. Os cinco loci mais

polimérficos foram o DYS385 (0,8955), DYS576 (0,7665), DYS458 (0,7648), DYS570 (0,7518) e DYS389I1 (0,7442). Os cinco loci

menos polimérficos foram o DYS556 (0,4392), DYS393 (0,4750), DYS632 (0,4963), DYS540 (0,5092) e DYS391 (0,5436).

Tabela 4 — Frequéncia alélica para os 23 Y-STRs analisados, nimero de alelos encontrados (#) e diversidade génica (DG)

Alelo  DYS456 DYS3891 DYS390 DYS389Il DYS458

DYS19 DYS393 DYS391 DYS439 DYS635 DYS392 GATA_H4 DYS437 DYS438 DYS448 DYS522

DYS508 DYS632 DYS556 DYS570 DYS576 DYS540 Gendtipo

DYS385 Gendtipo DYS385

7 0.0050 0815 0.0050 16,16  0.0100
8 0.0050 0.0050 0.0050 04229 0916  0.0050 16,17  0.0050
9 0.0398 0.0100 0.0846 00199 0.5721 00030 1013 0.0050 16,18  0.0249
10 0.0050 0.5572  0.0597 0.0209 0.2935 02935 02189 0.0050 00100 1014 00199 16,19  0.0050
10,11 0.0050 1015 00050 1718  0.0199
10,12 0.0050 1016 0.0050 1818  0.0050
1 0.0100 0.0050 03831 0.3333 0.3582 0.3433 0.0945 03781 05323 0.7085 03134 11,11 00050
12 0.2090 00100 01204 0.0149 04527 0.0498  0.5423 04975 02090 0.1791 0.2488 06268 11,12 0.0100
13 00348 0.6020 0.1393  0.6985 0.1194 05224 0.0846 00050 0.0199 0.1045 0.0199 0.0448 00448 1113 0.0199
14 01144 0.1692 00100 05373 01392 0.0100 0.0498 0.3184 0.0050 0.01% 0.0050 0.0100 11,14 02836
15 04428 0.0050 0.0945 02338 0.0100 0.0050 0.0100 0.5025 0.0100 0.0050 0.0149  0.0348 1,15 01045
15,16 0.0050 11,16 0.0050
16 02085 0.2886 0.0547 0.0100 0.1642 0.0846 01393 1212 0.0199
17 00945 03035 0.0249 0.0050 03582 0.2289 1213 0.0149
17.2 0.0050 1214 0.0448
18 00149 0.2289 0.0796 03184 0.3781 1215 0.0348
18.2 0.0050 1216 0.0199
19 0.0448 0.5224 0.0995 0.1343 1217 0.0100
19.2 0.0050 1313 0.0100
20 0.0100 0.0398 0.2239 0.0597  0.0547 13132 0.0030
A 0.0448 0.0050 02139 01741 0.0190  0.0149 1314 0.0647
2 0.1204 0.1194 0.0299  0.0050 1315 0.0249
23 0.2189 0.5224 0.0050 1316 0.0249
24 0.4875 0.07% 0.0050 1317 0.0299
25 0.0746 0.0249 1318 0.0100
2 00299 0.0149 1414 0.0498
27 0.0299 1415 0.0249
28 0.0050 0.1692 1416 0.0050
29 0.3781 1417 0.0249
30 0.2687 1515 0.0100
3 0.1194 15,16 0.0249
32 0.0199 1518 0.0050
# 6 6 7 7 1 6 5 5 9 6 6 4 6 7 4 6 8 3 3 1 9 5 38
DG 0.6948 0.5680 0.6827 0.7442 0.7648 0.6367 04750 0.5436 0.6692 0.6618 05966 05629 0.6222 0.6530 0.6435 0.7198 0.6386 0.4963 04392 0.7518 0.7665 0.5092 0.8955




4.3 FREQUENCIA HAPLOTIPICA

Dos 201 haplétipos encontrados, 199 eram unicos (Freqg. 0,0050) e apenas o ID 21 ocorreu duas vezes (Freq. 0,010).

Continua
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Tabela 5 — Frequéncia haplotipica e haplotipos incluidos neste estudo considerando os 23 Y-STRs em 201 haplétipos analisados

Freq.
1D Haplotipica DYS456 DYS3891 DYS390 DYS3891l DYS458 DYS19 DYS385 DYS393 DYS391 DYS439 DYS635 DYS392 GATA_H4 DYS437 DYS438 DYS448 DYS522 DYS508 DYS632 DYS556 DYS570 DYS576 DYS540
D1 0,0050 17 13 25 30 16 14 12,15 13 1" 12 23 13 12 15 12 19 11 11 9 1 18 20 12
ID2 0,0050 15 13 24 29 16 14 11,14 13 10 12 23 13 " 15 12 19 10 11 9 1 17 18 12
D3 0,0050 15 13 21 30 18 15 15,16 14 10 12 23 11 10 14 1" 20 1 13 8 12 19 16 12
D4 0,0050 14 12 22 28 15 15 13,15 13 10 11 22 11 1 16 10 20 11 10 8 12 20 17 12
DS 0,0050 16 13 24 29 15 14 11,16 13 1 12 23 13 12 15 11 19 12 11 9 1 17 18 12
D6 0,0050 13 12 24 28 16 15 14,17 12 " 11 21 11 " 16 9 19 10 12 8 " 16 16 12
D7 0,0050 14 12 22 28 14 14 14,14 13 10 12 21 12 " 16 10 20 1 9 8 12 20 17 13
D8 0,0050 16 13 23 30 16 13 16,16 14 10 1 20 1 " 14 10 21 12 12 8 12 18 17 "
D9 0,0050 15 13 24 30 18 14 11,14 13 " 12 24 13 12 16 12 19 10 10 9 " 18 22 12
1D 10 0,0050 15 13 23 29 17 14 11,14 13 " 11 23 13 " 14 12 19 10 11 9 " 19 18 "
D11 0,0050 17 13 24 29 17 14 11,15 13 10 12 23 14 1 15 12 19 10 11 9 ! 17 18 12
D12 0,0050 16 14 23 30 18 13 13,14 13 9 10 21 11 12 14 10 20 12 10 8 12 22 18 "
D13 0,0050 16 13 25 29 17 14 11,14 13 10 12 23 13 12 15 12 19 10 11 9 12 18 18 "
ID 14 0,0050 15 13 23 30 15 16 15,16 15 10 1 21 12 " 14 10 20 12 11 8 1 17 17 "
D15 0,0050 15 13 22 29 18 14 11,14 13 " 13 23 13 12 15 12 19 1 8 9 " 17 18 12
ID 16 0,0050 16 12 24 30 17 13 1417 13 10 12 22 14 12 14 1 20 12 12 9 12 17 18 "
1D 17 0,0050 16 13 25 29 17 14 11,14 13 1 12 23 13 12 15 12 19 10 11 9 1 17 17 1
D18 0,0050 16 14 24 31 20 14 11,14 13 10 11 23 13 12 16 12 19 1 12 9 12 16 18 12
D19 0,0050 15 13 21 30 16 15 16,18 13 " 13 21 11 12 14 " 21 1 15 8 12 19 15 "
1D 20 0,0050 16 13 25 29 17 14 10,13 13 1 13 23 13 13 15 12 19 10 11 9 1 18 18 12
1D 21 0,0100 17 13 24 31 16 14 11,14 13 " 12 23 13 12 15 12 19 10 11 9 " 18 18 12
1D 22 0,0050 15 13 21 30 18 16 8,15 14 10 12 22 11 12 14 1 21 1 14 8 12 18 14 12
D23 0,0050 15 14 24 30 16 14 11,14 13 10 12 23 13 12 15 12 19 10 11 9 1 17 18 12
D24 0,0050 15 13 24 29 18 14 12,14 13 10 12 23 13 12 15 12 18 10 11 9 1" 18 20 12
ID 25 0,0050 18 13 26 30 16 14 12,15 13 " 12 23 13 12 15 12 19 1 11 9 " 18 20 12
1D 26 0,0050 16 13 22 29 17 14 11,14 13 10 13 23 13 1" 14 12 18 10 11 9 1 17 18 12
1D 27 0,0050 15 13 24 29 17 14 11,14 13 " 12 23 13 12 15 12 19 10 11 9 1 16 20 12
1D 28 0,0050 14 12 22 27 19 15 13,14 14 9 11 21 11 12 15 10 18 12 12 8 " 15 18 "
D29 0,0050 16 13 24 29 18 15 11,14 13 1 12 23 13 12 15 12 19 11 11 9 1 18 18 13
1D 30 0,0050 15 13 23 31 16 13 10,15 13 10 12 22 14 13 14 11 19 11 12 9 12 17 16 1
1D 31 0,0050 15 12 24 28 17 14 10,14 13 " 12 23 13 " 14 12 18 10 11 9 " 19 17 12
1D 32 0,0050 14 12 23 28 16 14 11,14 13 10 11 23 11 12 16 10 20 11 10 8 12 18 17 12
ID 33 0,0050 14 13 23 30 18 14 13,16 12 10 1 23 1 " 14 10 19 13 11 8 12 18 18 12
1D 34 0,0050 17 12 24 29 15 13 17,18 13 10 14 21 11 " 14 10 20 12 12 8 12 22 18 "
ID 35 0,0050 15 13 24 30 15 13 16,19 13 10 14 21 11 12 14 10 9 12 12 8 12 20 18 "
1D 36 0,0050 15 13 24 31 19 14 13,15 14 10 13 21 1 13 16 7 19 12 10 8 12 16 16 9
1D 37 0,0050 16 13 22 30 16 13 12,16 12 8 13 21 11 12 14 10 21 12 11 8 " 24 17 "
1D 38 0,0050 14 12 22 28 16 13 10,14 13 10 11 22 11 " 16 10 20 1 10 8 12 18 16 12
1D 39 0,0050 15 14 25 31 18 13 1417 12 10 13 22 14 1 13 9 19 12 12 9 12 17 20 12
1D 40 0,0050 15 13 23 31 18 13 10,16 13 10 12 22 11 " 14 10 21 13 14 8 12 19 19 "
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Tabela 5 — Frequéncia haplotipica e haplétipos incluidos neste estudo considerando os 23 Y-STRs em 201 hapl6tipos analisados

Freq.
1D Haplotipica DYS456 DYS3891 DYS390 DYS3891l DYS458 DYS19 DYS385 DYS393 DYS391 DYS439 DYS635 DYS392 GATA_H4 DYS437 DYS438 DYS448 DYS522 DYS508 DYS632 DYS556 DYS570 DYS576 DYS540
ID 41 0,0050 15 13 24 28 18 14 12,15 13 11 1 23 13 12 14 12 19 10 11 9 12 14 20 1
ID 42 0,0050 16 13 24 29 18 15 11,15 13 11 12 23 13 12 15 12 19 1 11 9 11 17 17 1
ID 43 0,0050 15 13 24 30 18 14 10,14 14 10 12 23 13 13 15 12 19 10 1 9 11 18 18 12
ID 44 0,0050 15 13 24 29 17 14 11,14 13 1 1 23 13 11 14 12 18 10 1 9 1 16 18 12
ID 45 0,0050 16 13 24 29 17 14 11,15 13 11 12 23 13 12 15 12 19 10 11 9 11 17 20 12
ID 46 0,0050 15 13 23 29 18 14 14,14 13 1 13 23 13 13 15 12 19 10 1 9 1 19 16 12
ID 47 0,0050 16 12 22 28 17 15 15,15 14 10 12 21 16 12 15 10 21 1 11 8 11 20 16 12
ID 48 0,0050 15 14 23 31 19 14 13,16 12 10 1 20 1 11 14 10 20 13 11 8 13 17 19 12
ID 49 0,0050 17 14 24 30 17 14 11,14 13 11 13 25 13 12 15 12 19 1 11 9 11 17 18 12
ID 50 0,0050 15 13 21 31 16 15 14,17 13 10 1 21 1 12 14 11 21 11 13 8 13 20 16 12
ID 51 0,0050 16 13 24 29 18 13 13,14 13 9 10 21 12 12 14 10 20 1 11 8 12 22 18 10
ID 52 0,0050 15 12 22 29 17 15 13,14 14 10 11 21 1 11 16 10 21 1 10 8 11 19 18 1
ID 53 0,0050 15 13 22 28 15 15 12,14 12 10 1 21 1 1 14 9 21 il 10 8 1 18 18 12
ID 54 0,0050 15 12 24 28 17 14 11,14 13 11 13 23 13 12 15 12 19 10 12 9 11 16 19 1
ID 55 0,0050 15 12 24 30 17 17 11,14 13 1 13 11 13 23 13 12 15 il 10 8 1 18 18 "
ID 56 0,0050 15 14 21 31 18 15 16,18 13 10 1 21 1 12 14 8 21 1 12 8 1 17 16 12
ID 57 0,0050 14 13 23 27 15 17 12,12 13 10 1 22 1 11 15 10 21 11 14 8 11 21 17 1
ID 58 0,0050 17 12 24 29 15 15 14,15 14 11 13 21 1 12 16 10 21 1 11 8 11 19 18 1
ID 59 0,0050 16 14 24 30 18 14 11,15 13 11 12 23 14 13 15 12 19 10 1 9 11 17 17 12
ID 60 0,0050 15 13 24 29 17 14 11,14 13 11 12 25 13 11 15 12 20 1 11 9 11 17 18 12
ID 61 0,0050 16 13 22 30 15 13 17,18 13 10 1 22 1 12 14 10 21 12 12 8 12 20 18 1
ID 62 0,0050 14 13 24 32 16 15 11,12 13 1 12 23 1 12 14 10 21 1 10 8 13 15 18 "
ID 63 0,0050 17 13 23 29 19 14 11,14 13 11 12 24 13 12 15 12 19 10 11 9 1 18 19 12
ID 64 0,0050 15 13 23 29 17 14 14,15 13 1 13 23 13 12 15 12 19 10 1 9 1 17 19 12
ID 65 0,0050 15 12 22 29 18 15 13,14 14 10 1 21 1 1 17 10 21 1 12 8 11 19 18 1
ID 66 0,0050 15 13 23 27 18 14 11,15 13 " 1 23 13 12 15 12 19 10 Ll 8 " 17 17 12
ID 67 0,0050 16 13 24 29 15 14 12,14 13 11 10 24 13 12 15,16 12 20 10 11 9 11 18 17 12
ID 68 0,0050 16 14 25 30 17 14 11,14 13 11 1 24 13 12 15 12 19 1 12 9 11 18 18 12
ID 69 0,0050 15 13 23 28 18 14 11,15 13 11 12 23 13 12 15 12 19 10 11 9 11 18 16 12
ID70 0,0050 17 13 24 31 16 13 16,18 13 10 10 22 1 13 14 10 20 12 12 8 12 20 15 1
ID71 0,0050 16 13 23 31 18 14 11,14 13 11 11 23 13 1 15 12 19 10 1 9 11 17 17 12
ID72 0,0050 16 13 24 28 17 14 12,14 13 10 1 23 13 12 15 12 19 10 10 9 1 17 19 13
ID73 0,0050 15 12 24 28 16 14 11,14 12 il 12 23 13 12 15 12 19 10 1 9 13 17 19 12
ID74 0,0050 15 13 22 30 19 15 14,14 13 11 12 21 1 1 16 10 21 12 10 8 1 17 17 1
ID75 0,0050 13 12 24 28 16 16 13,17 13 10 1 21 1 1 16 9 19 11 12 8 il 18 16 12
ID76 0,0050 15 12 23 28 17 15 13,16 1" 10 12 20 25 1 15 1 20 13 12 8 12 17 18 1
ID77 0,0050 14 12 22 28 15 14 13,14 13 10 10 22 1 11 16 10 20 1 10 8 11 18 18 12
ID78 0,0050 16 13 24 30 17 12 11,15 13 10 12 23 13 12 15 12 19 10 11 9 13 17 17 12
ID79 0,0050 15 13 24 29 15 14 11,14 12 10 1 23 13 12 15 12 19 10 11 9 11 17 17 12
D 80 0,0050 16 13 24 30 17 14 11,15 13 11 12 24 13 12 14 12 19 10 10 9 11 17 17 1
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Tabela 5 — Frequéncia haplotipica e haplétipos incluidos neste estudo considerando os 23 Y-STRs em 201 hapl6tipos analisados

Freq.
o Haplotipica DYS456 DYS3891 DYS390 DYS3891l DYS458 DYS19 DYS385 DYS393 DYS391 DYS439 DYS635 DYS392 GATA_H4 DYS437 DYS438 DYS448 DYS522 DYS508 DYS632 DYS556 DYS570 DYS576 DYS540
ID 81 0,0050 15 12 24 28 17 14 11,14 13 1 11 23 13 12 15 12 19 10 1 9 1 17 18 12
ID 82 0,0050 17 13 24 29 17 14 11,14 13 11 11 24 13 11 15 12 19 10 11 9 11 17 19 12
ID 83 0,0050 14 12 23 28 18 14 13,17 12 10 12 22 11 11 14 9 21 11 10 8 12 16 19 11
ID 84 0,0050 14 12 22 28 16 14 13,17 13 10 12 21 11 11 16 9 19 1 12 8 11 18 16 12
ID 85 0,0050 14 14 24 28 16 15 12,16 12 11 12 23 13 12 14 12 18 10 12 9 1 18 21 11
ID 86 0,0050 15 14 24 30 15 14 11,14 13 10 1 23 13 12 15 12 19 10 11 9 11 17 19 12
ID 87 0,0050 15 15 23 31 17 13 13,14 13 9 9 21 11 12 14 10 20 1 10 8 12 21 18 11
ID 88 0,0050 16 13 25 29 16 14 11,14 12 10 11 23 13 12 15 13 19 10 11 9 1 18 17 12
ID 89 0,0050 15 13 21 30 16 16 18,18 13 10 9 21 11 11 14 11 21 11 14 8 12 18 17 12
1D 90 0,0050 16 12 26 28 17 14 11,14 13 10 12 23 13 12 15 12 18 12 1 9 1 17 18 12
ID 91 0,0050 18 13 28 29 16 15 11,15 13 11 12 23 13 12 15 12 19 10 11 9 11 17 18 12
ID 92 0,0050 15 13 23 29 17 14 11,13 13 11 13 24 13 12 15 12 19 10 11 9 1 18 17 12
ID 93 0,0050 17 12 22 29 16 15 13,15 14 10 13 22 11 12 16 10 21 12 1 8 11 20 18 1
ID 94 0,0050 13 12 24 28 16 15 13,17 13 10 11 21 11 11 16 9 19 1 13 8 1 18 16 12
ID 95 0,0050 15 13 24 29 17 15 11,15 13 10 12 23 13 12 15 12 20 10 11 9 11 18 19 12
ID 96 0,0050 15 13 24 29 17 14 12,14 13 1 11 23 13 12 15 12 20 10 11 9 1 17 17 12
ID 97 0,0050 14 12 22 28 16 14 13,15 13 10 11 22 11 1 16 10 20 1 10 8 12 19 16 12
ID 98 0,0050 13 14 23 31 16 15 14,16 14 10 12 23 12 12 14 10 20 1 10 8 11 18 18 11
ID 99 0,0050 16 13 24 29 18 14 12,15 13 1 12 23 13 12 15 12 19 10 1 9 1 17 20 11
ID 100 0,0050 15 14 23 31 15 15 14,15 14 10 11 22 12 11 14 10 20 13 12 8 11 18 18 11
ID 101 0,0050 15 13 24 30 16 15 16,16 12 1 13 22 11 1 15 9 21 1 10 8 1 16 17 12
ID 102 0,0050 16 13 24 27 17 14 11,15 12 10 12 23 13 12 15 12 18 10 1 9 11 16 17 12
ID 103 0,0050 15 13 25 29 16 14 11,14 13 1 12 23 13 11 15 12 18 10 12 9 1 16 19 12
ID 104 0,0050 15 14 24 30 18 13 13,14 13 10 10 21 11 12 14 10 20 12 10 8 12 22 18 1
ID 105 0,0050 17 13 23 29 16 16 15,15 14 1 11 20 12 1 14 1 20 13 11 8 1 20 19 11
ID 106 0,0050 15 13 23 29 17 14 1,14 13 1 13 23 12 12 15 12 19 10 10 9 11 16 16 13
ID 107 0,0050 14 12 22 28 14 14 14,14 13 10 11 21 11 11 16 10 20 12 9 8 12 20 16 13
ID 108 0,0050 15 13 24 31 18 14 1,1 13 1 12 25 13 12 15 12 18 1 1 9 1 17 18 12
ID 109 0,0050 15 13 25 29 17 12 11,12 13 11 12 23 13 13 16 12 19 10 12 9 11 17 17 12
ID 110 0,0050 17 12 22 29 17 15 12,16 14 10 12 21 11 12 16 10 21 12 1 8 1 17 17 11
D 111 0,0050 15 13 24 29 18 14 11,15 13 10 11 23 13 12 15 12 19 1 11 9 11 18 18 12
ID 112 0,0050 14 13 24 29 17 14 11,14 13 11 12 23 13 12 15 12 19 10 11 9 1 16 18 12
ID 113 0,0050 15 13 24 29 15 14 11,13 14 10 1 23 13 12 15 12 19 1 11 9 11 17 18 12
ID 114 0,0050 15 13 21 30 16 16 16,18 14 10 13 21 11 12 14 1 21 1 12 8 12 19 18 12
ID 115 0,0050 16 13 23 29 17 13 13,14 13 9 1 21 1 12 14 10 20 13 10 8 13 23 18 1
ID 116 0,0050 16 14 24 30 18 14 11,14 13 1 12 23 13 12 15 12 19 10 1 9 il 18 18 12
ID 117 0,0050 15 14 24 30 19 15 10,14 12 10 11 23 14 13 15 12 19 10 1 9 1 18 17 11
ID 118 0,0050 17 14 21 31 17 17 17,18 15 10 12 21 11 11 14 11 21 10 12 8 12 17 18 12
ID 119 0,0050 16 13 24 29 18 13 12,13 13 1 12 23 13 12 15 12 19 10 1 9 1 18 17 12
ID 120 0,0050 14 13 24 29 16 14 11,13 13 11 13 23 13 11 15 12 19 1 11 9 11 17 18 12
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Tabela 5 — Frequéncia haplotipica e haplétipos incluidos neste estudo considerando os 23 Y-STRs em 201 haplétipos analisados

Freq.
D Haplotipica DYS456 DYS3891 DYS390 DYS3891l DYS458 DYS19 DYS385 DYS393 DYS391 DYS439 DYS635 DYS392 GATA_H4 DYS437 DYS438 DYS448 DYS522 DYS508 DYS632 DYS556 DYS570 DYS576 DYS540
1D 121 0,0050 15 13 22 29 16 14 13,15 12 10 11 23 11 10 15 9 21 13 10 8 " 17 15 13
1D 122 0,0050 15 14 25 30 16 14 1,14 13 10 12 23 13 " 15 12 19 10 " 9 12 17 17 12
D123 0,0050 15 12 24 28 16 15 1,14 13 12 11 23 13 12 15 12 19 12 " 9 " 18 17 12
ID 124 0,0050 16 12 24 29 18 13 13,14 12 10 13 23 15 12 14 " 20 12 " 9 " 17 19 1
ID 125 0,0050 16 13 24 28 18 14 12,13 13 " 11 23 13 13 15 " 19 10 " 9 " 18 18 1
ID 126 0,0050 15 13 24 30 17 13 16,18 13 10 13 23 11 " 14 10 20 10 10 9 " 17 19 12
ID 127 0,0050 16 13 24 29 16 14 11,13 13 12 12 24 13 " 15 12 19 13 12 8 13 19 17 10
ID 128 0,0050 16 13 24 29 18 14 1,15 13 10 12 23 13 12 15 12 19 " " 9 " 17 17 12
ID 129 0,0050 16 13 23 31 18.2 14 13,18 12 10 12 21 11 " 14 10 20 13 1" 8 12 19 16 12
1D 130 0,0050 15 13 24 29 17 14 1,14 13 " 11 23 13 12 14 12 19 " 12 9 " 17 18 13
1D 131 0,0050 13 14 22 32 19 15 13,13 14 10 13 21 11 " 16 10 21 " 1" 9 13 18 18 "
ID 132 0,0050 15 13 24 28 15 15 12,12 13 " 12 24 13 " 14 " 19 " 12 10 " 18 18 12
ID 133 0,0050 15 14 23 29 18 14 1417 13 10 11 21 13 10 14 9 20 15 10 8 12 18 17 12
ID 134 0,0050 16 13 24 29 18 14 1,15 13 10 12 23 13 12 15 12 19 " 1" 9 " 17 18 12
ID 135 0,0050 16 13 24 29 17 14 1,15 13 10 12 23 13 " 15 12 20 12 1" 9 " 17 18 12
ID 136 0,0050 17 13 24 29 17 14 1,14 14 " 11 23 13 " 14 12 18 " 1" 9 " 17 19 12
ID 137 0,0050 15 13 24 30 17 14 1,15 13 " 11 24 13 12 15 12 19 " 1" 9 " 18 18 12
1D 138 0,0050 15 14 24 30 19 13 15,16 13 10 12 23 14 " 14 10 20 13 12 9 12 18 20 "
1D 139 0,0050 16 13 23 29 16 14 1,14 13 10 12 25 13 12 14 12 19 " 10 9 " 18 15 12
1D 140 0,0050 15 12 23 29 17 15 1415 14 10 12 20 11 12 16 10 21 13 10 8 " 18 15 12
1D 141 0,0050 15 13 22 30 16 14 12,16 13 10 11 23 11 " 14 9 21 12 10 8 12 16 17 12
1D 142 0,0050 15 14 26 31 16 14 1,14 13 " 13 23 13 10 15 12 19 " 1" 9 " 17 16 12
ID 143 0,0050 15 13 24 29 17 14 1,14 13 " 12 23 13 12 15 12 19 " 1" 9 " 16 19 12
ID 144 0,0050 16 13 23 28 17 14 1,14 13 10 11 23 13 12 15 12 19 " 1" 9 " 17 16 "
ID 145 0,0050 16 13 25 29 17 14 1,14 12 10 11 23 13 13 15 13 19 " 1" 9 " 19 19 12
ID 146 0,0050 14 14 23 30 18 17 9,16 13 10 15 21 16 12 15 10 18 12 9 8 1 17 16 12
1D 147 0,0050 18 13 24 29 16 15 12,12 13 10 10,11 23 13 12 15 12 19 " 1" 9 12 17 21 12
1D 148 0,0050 16 12 24 26 16 15 12,14 13 " 10 24 13 12 14 12 19 " 1" 9 " 17 19 12
ID 149 0,0050 16 13 24 30 18 14 15,16 12 10 12 23 11 12 15 9 21 12 10 8 1 19 15 12
1D 150 0,0050 14 12 23 28 16 14 14,14 13 10 12 23 11 12 16 10 20 12 10 8 12 18 17 12
1D 151 0,0050 15 13 26 29 17 14 1,14 13 11 12 23 13 12 15 12 19 " 11 9 1 17 17 12
ID 152 0,0050 15 12 23 28 16 16 14,14 14 10 11 22 11 13 16 10 21 12 10 8 1 17 18 11
ID 153 0,0050 16 13 23 29 17 14 12,15 12 11 12 23 13 12 15 13 19 " 11 9 1 17 19 12
ID 154 0,0050 15 14 24 30 15 14 11,14 13 10 11 23 13 12 15 12 19 " 1 9 1 17 16 12
ID 155 0,0050 16 13 24 30 17 14 1,15 13 1" 12 24 13 12 14 12 19 " 10 9 1 17 18 12
ID 156 0,0050 15 11 22 27 15 15 12,15 13 10 12 20 11 10 16 10 21 12 1 8 12 17 17 12
ID 157 0,0050 14 13 22 30 17 15 16,17 14 10 12 22 12 " 15 10 20 12 12 8 1 18 14 12
ID 158 0,0050 13 12 23 28 16 15 13,17 13 10 11 21 11 " 16 9 19 12 12 8 1 16 18 12
ID 159 0,0050 15 11 24 27 19.2 13 1217 12 10 11 22 11 10 14 10 20 14 10 8 1 22 18 11
1D 160 0,0050 16 10 24 26 18 14 1,14 13 " 12 23 14 12 15 12 19 " " 9 " 19 19 11
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Tabela 5 — Frequéncia haplotipica e haplétipos incluidos neste estudo considerando os 23 Y-STRs em 201 hapl6tipos analisados

Freq.
1o Haplotipica DYS456 DYS3891 DYS390 DYS3891l DYS458 DYS19 DYS385 DYS393 DYS391 DYS439 DYS635 DYS392 GATA_H4 DYS437 DYS438 DYS448 DYS522 DYS508 DYS632 DYS556 DYS570 DYS576 DYS540
ID 161 0,0050 16 13 23 29 17 14 11,14 13 11 12 23 13 12 15 12 19 1 11 9 11 18 18 12
ID 162 0,0050 16 13 24 30 18 15 11,14 13 10 12 23 13 1 15 12 19 1 il 9 1 19 16 12
ID 163 0,0050 16 14 24 30 17 14 11,14 13 11 12 23 13 12 15 12 19 12 1 9 11 18 18 1
ID 164 0,0050 15 13 21 30 16 15 13,16 14 10 12 20 13 1 16 10 19 12 10 8 1 18 16 12
ID 165 0,0050 14 12 22 30 16 15 14,14 14 10 12 20 11 12 16 10 21 13 11 8 11 17 18 11
ID 166 0,0050 15 14 24 30 16 16 11,14 13 1 12 24 13 1 15 12 19 1 il 9 1 18 16 Ll
ID 167 0,0050 17 13 24 29 16 14 12,13 13 10 10,12 23 13 12 15 12 19 1 1 9 12 18 20 12
ID 168 0,0050 17 12 23 31 16 15 13,14 14 10 11 21 11 12 16 10 20 12 10 8 1 20 16 12
ID 169 0,0050 16 13 24 29 17 14 11,14 13 11 11 23 13 11 14 12 18 11 11 9 11 17 16 11
ID 170 0,0050 16 14 24 30 18 13 13,14 13 9 10 21 11 12 14 10 20 13 10 8 1 18 21 Ll
ID 171 0,0050 15 12 23 28 16 16 14,14 14 10 11 22 11 13 16 10 21 12 10 8 11 17 18 12
ID 172 0,0050 16 13 24 30 17 15 11,14 14 1 12 23 13 12 15 13 19 1 1 9 1 16 19 12
ID 173 0,0050 16 13 25 29 17 14 12,14 14 10 11 23 11 12 15 12 19 10 11 9 11 17 17 12
ID 174 0,0050 15 14 24 30 17 14 11,14 13 10 12 23 13 1 14 12 18 10 1 9 il 18 17 12
ID 175 0,0050 14 13 24 30 17 15 11,14 13 11 12 23 14 12 15 11 19 1 11 9 11 18 18 12
ID 176 0,0050 15 13 25 32 16 16 11,15 14 1 10 23 11 13 14 1 20 1 10 9 12 19 19 12
ID 177 0,0050 17 14 24 30 17 14 11,14 12 10 12 23 13 12 14 12 19 12 11 9 11 16 18 12
ID 178 0,0050 15 13 25 31 21 16 12,15 14 10 13 21 12 11 15 10 20 13 12 8 11 18 18 11
ID 179 0,0050 16 13 24 29 18 14 11,14 13 11 12 24 13 12 15 11 19 10 11 9 11 17 18 12
ID 180 0,0050 15 13 23 29 16 15 11,15 12 10 11 23 13 13 15 12 19 1 11 9 11 18 19 12
ID 181 0,0050 17 13 24 29 18 15 11,14 13 10 13 24 13 12 15 12 19 1 10 9 1 17 18 1
ID 182 0,0050 15 13 24 29 16 17 11,14 13 10 1 23 13 12 15 12 19 1 10 9 il 17 18 12
ID 183 0,0050 16 13 23 26 18 14 13,16 13 10 1 22 13 1 14 9 19 13 10 8 12 18 17 12
ID 184 0,0050 15 13 24 29 17 14 12,14 13 10 12 23 13 12 15 12 19 1 11 9 11 18 18 1
ID 185 0,0050 16 13 23 29 18 14 11,14 13 12 11 23 13 13 15 12 19 12 12 9 1 19 18 1
ID 186 0,0050 16 13 23 31 16 15 12,17 12 10 11 23 11 11 15 9 21 12 11 8 11 18 15 13
ID 187 0,0050 14 12 22 28 16 14 13,14 13 10 1 21 11 1 16 10 20 12 10 8 12 18 17 Ll
ID 188 0,0050 15 14 24 31 19 13 15,16 13 10 12 23 14 13 14 10 20 13 12 9 12 18 19 12
ID 189 0,0050 15 12 24 30 16 13 15,18 13 1 12 22 11 1 14 10 20 13 13 8 12 18 16 1
ID 190 0,0050 16 13 26 29 18 13 14,14 13 9 10 21 11 12 14 10 20 13 11 8 12 21 18 11
ID 191 0,0050 15 14 24 30 17 13 13132 13 9 10 21 11 12 14 10 20 13 10 8 12 22 18 Ll
ID 192 0,0050 15 13 26 29 20 15 13,13 12 10 11 22 11 11 15 9 21 12 9 8 13 15 19 13
ID 193 0,0050 15 13 24 29 18 14 12,12 13 11 10 23 13 12 15 12 19 10 12 9 1 17 19 1
ID 194 0,0050 15 13 24 29 18 13 11,15 14 10 11 23 13 11 15 12 19 12 11 9 11 17 20 12
ID 195 0,0050 16 14 24 30 18 13 12,14 13 1 12 24 13 1 15 12 19 1 il 9 1 17 17 12
ID 196 0,0050 15 14 25 32 16 14 17,18 14 10 12 25 12 12 14 11 18 15 12 8 11 20 17 1
ID 197 0,0050 16 14 24 30 17 14 11,15 13 1 12 23 13 1 14 12 18 1 1 9 1 17 17 12
ID 198 0,0050 16 13 23 31 17.2 14 13,18 12 10 12 21 11 11 14 10 20 13 11 8 12 19 17 12
ID 199 0,0050 13 12 24 28 16 15 13,17 13 10 1 21 11 1 16 9 19 12 12 8 il 18 16 12
1D 200 0,0050 14 12 23 29 15 14 14,14 13 10 12 22 11 11 16 10 21 12 10 8 12 21 17 12
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4.4 DIVERSIDADE HAPLOTIPICA, CAPACIDADE DE DISCRIMINACAO E
PROBABILIDADE DE COINCIDENCIA HAPLOTIPICA

4.4.1 Considerando-se o haplétipo minimo (8 Y-STRS)

Dos 201 haplétipos incluidos, 170 eram diferentes e 153 eram unicos. Pois,
um haplétipo ocorreu nove vezes, dois ocorreram quatro vezes, trés ocorrem trés
vezes e onze ocorreram duas vezes. A diversidade haplotipica, a capacidade de
discriminagdo e a probabilidade de coincidéncia haplotipica neste caso foram
0,9966, 0,8457 e 0,0034, respectivamente.

4.4.2 Considerando-se o haplétipo estendido (10 Y-STRS)

Dos 201 haplétipos incluidos, 180 eram diferentes e 164 eram unicos. Pois,
um haplétipo ocorreu trés vezes, dois ocorreram quatro vezes e treze ocorreram
duas vezes. A diversidade haplotipica, a capacidade de discriminacdo e a
probabilidade de coincidéncia haplotipica neste caso foram 0,9986, 0,8955 e 0,0014,

respectivamente.

4.4.3 Considerando-se os 16 Y-STRs do kit Y-Filer

Dos 201 haplétipos incluidos, 194 eram diferentes e 187 eram Unicos. Pois,
sete haplotipos ocorreram duas vezes. A diversidade haplotipica, a capacidade de
discriminagcdo e a probabilidade de coincidéncia haplotipica neste caso foram
0,9997, 0,965 e 0,0003, respectivamente.

4.4.4 Considerando-se 0os 23 Y-STRs incluidos no estudo

Dos 201 haplétipos incluidos, 200 eram diferentes e 199 eram unicos. Pois,
um haplétipo ocorreu duas vezes. A diversidade haplotipica, a capacidade de
discriminagédo e a probabilidade de coincidéncia haplotipica neste caso foram
0,9999, 0,995 e 0,0001, respectivamente.
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4.45 Indice de paternidade (IP)

O indice de patenidade para todos os haplotipos (exceto ID 21) foi o préprio
tamanho amostral (IP = 201) e a probabilidade de paternidade foi de 0,9950 (99,5%).
Para o ID 21, que apareceu duas vezes, o indice de paternidade foi IP = 100 e a
probabilidade de paternidade foi de 0,9900 (99,00%).

4.5 DISTANCIA GENETICA DA POPULACAO DO DISTRITO FEDERAL EM
RELACAO A OUTROS 22 ESTADOS BRASILEIROS

Os 201 haplétipos deste estudo foram comparados a outros 4043 haplétipos
brasileiros presentes no YHRD e os valores do Rst e AMOVA foram calculados
utilizando a ferramenta disponivel no préprio “site”. A tabela 2 descreve os estados
avaliados, o tamanho amostral de cada populagéo e o respectivo nimero de acesso
no YHRD (vide materiais e métodos). Os resultados da anélise constam na tabela 6
e sdo apresentados na forma de matriz. Na parte inferior da diagonal estdo os
valores de Rst dos pares de populacdes comparadas e na parte superior o valor de
P segundo o AMOVA. Quanto menor o valor do Rst entre os pares de populacdes
menor a distancia genética entre elas. Assim, a semelhanca em relacdo ao Distrito
Federal foi (ordem decrescente) Alagoas (Rst = -0,0001, P = 0,3658), Sao Paulo
(Rst = -0,0001, P = 0,3799), Amazonas (Rst = -0,0004, P = 0,3866), Goias (Rst = -
0,0011, P =0,4489), Ceara (Rst =-0,0041, P =0,7787), Mato Grosso do Sul (Rst = -
0,0042, P = 0,6057), Paraiba (Rst = 0,0000, P = 0,3615), Roraima (Rst = 0,0014, P
= 0,2920), Minas Gerais (Rst = 0,0037, P = 0,1314), Rio de Janeiro (Europeu) (Rst =
0,0049, P = 0,0854), Rio Grande do Sul (Rst = 0,0055, P = 0,0762), Rondbnia (Rst =
0,0064, P = 0,0808), Pernambuco (Rst = 0,0066, P = 0,2104), Amapa (Rst = 0,0073,
P = 0,0507), Espirito Santo (Rst = 0,0139, P = 0,0245), Para (Rst = 0,0141, P =
0,0032), Parana (Rst = 0,0151, P = 0,0404), Maranhéo (Rst = 0,0323, P = 0,0005),
Acre (Rst = 0,0415, P = 0,0191), Bahia (Rst = 0,0468, P = 0,0000), Tocantins (Rst =
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Tabela 6 — Matriz com resultados do Rst (abaixo da diagonal) e valor de P segundo o AMOVA (acima da diagonal) para os pares

de populagdes incluidas na comparacao (Distrito Federal e outros 22 estados brasileiros)

RR AM AC RO PA AP TO MA CE PB PE AL BA ES MG sp Af:i{:ano Eu?;peu PR RS MS GO DF

RR * 01341 01431 04266 01330 07654 00829 00773 06388 02905 02103 03706 00180 02343 05022 05441 00002 05384 02248 03508 06525 04788 02920
AM 0,0100 " 00441 00260 00027 00355 00143 00013 02408 00598 03286 01228 00006 00078 00618 00800 00000 00388 00277 00270 01915 01798 0,3866
AC 0,0177  0,0430 . 02125 00164 00737 08165 05601 00696 00543 01630 00862 07218 03911 02422 00576 02016 01291 03913 01228 0,570 02024 0,0191
RO 00012 00211  0,0082 " 00457 02425 01417 02034 04846 04628 01281 04269 00241 05595 07845 03661 00001 08978 08000 08120 06428 06021 0,0808
PA 0,0055 00204 00407 00077 » 01776 00143 00006 01207 00080 00101 00078 00000 00001 00056 00011 00000 00124 00266 00008 00924 00133 0,0032
AP 00052 00169 00235 00017 00019 * 00392 00090 04892 00809 00386 01519 00001 00146 01280 07223 00000 01518 00805 00388 02023 01578 0,0507
TO 00274 00690 -0,0230 00133 00433  0,0345 . 07743 0038 00367 01138 00346 09095 02823 01447 00288 05487 00838 04797 00958 01323 0,119 0,0094
MA 00133 00492 -0,0068 00030 00270 00202 -00118 . 00238 00085 00723 00093 05249 02420 0,036 00025 00079 00853 07450 00738 0,700 00753 0,0005
CE 00051 00032 00307 00018 00049 -0,0017 00433 00209 * 08461 01912 00453 00029 00938 03227 08265 00000 05366 01632 03348 05382 05821 07787
PB 00013 00112 00273 -00009 00086 00046 00340 00168 -0,0043 * 01352 07997 00003 00475 02251 02582 00000 03819 01823 02906 06323 04872 03615
PE 00094 00008 00216 00153 00490 00324 00350 00264 00097 00130 . 01549 00802 01757 02446 01814 00045 01630 02008 02284 05347 04250 02104
AL 00003 00068 00242 -00007 00095 00028 00371 00177 -0,0054 -0,0021 00116 . 0,0002 00432 03091 0459 00000 04928 01244 02169 04446 04589 0,3658
BA 00275 00574 -0,0106 00149 00462 00357 -0,0145 -00019 00354 00310 00317  0,0310 " 0,027 00120 00000 00517 00035 02760 00050 00638 00185 0,0000
ES 00025 00257 -0,0013 -00015 00213 00103 00027 00014 00097 00102 00099 001177 00164 . 0468 00953 00003 01295 07883 01741 05493 04455 0,0245
MG 00028 00129 00052 -00035 00128 00041 00131 00062 00003 00014 00051 00003 00167 -0,0014 . 04451 00000 06311 05410 06179 07996 07343 10,1314
sp 00025 00080 00256 00000 00102 00029 00356 00198 -00037 -0,0001 00085 -0,0005 00360 00058 -0,0008 . 00000 02834 01200 01711 07235 06211 03799
RJ-Aficano 00745 01141 00079 00550 00954 00844 -00073 00219 00868 00810 00773 00831 00085 00507 00578  0,0886 * 0,0000 00126 00000 00023 00001 0,0000
RJ-Europeu  -0,0027 00159 00146 -00039 00092 00029 00210 00078 -0,0022 -0,0001 00110 -0,0010 00200 00052 -00019 00004 0,0642 . 04919 08238 07519 03446 00854
PR 0,0044 00208 -0,0025 -00059 00153 00107 -0,0059 -0,0055 00070 00040 00100 00066 00017 -0,0045 -00029 0005 00200  -0,0020 . 0,6358 06541 03649 0,0404
RS 00001 00191 00154 -00034 00158 00080 00199 00072 00002 00005 00059 00014 00190 00036 -00019 00015 00621 -0,0025  -0,0037 . 09289 05561 0,0762
MS 00070 00080 00171 -0,0054 00106 00050 00206 00076 -0,0046 -0,0047 -0,0081 -0,0020 00191 -00034 -00077 -0,0055 00609 -00065 -00076 -0,0089 " 0,7657 0,6057
GO 00024 00062 00094 -00030 00166 00046 00194 00113 -00035 -0,0015 -00028 -00012 00217 -00012 -00041 00024 00846 00001  -0,0003 -0,0023 -0,0080 * 04489
DF 00014 -00004 00415 00064 00141 00073 00570 00323 -00041 00000 00066 -0,0001 00468 00139 00037 -00001 01027 00049 00151 00055 -00042 -00011  *
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0,0570, P = 0,0094), Rio de Janeiro (Africano) (Rst = 0,1027, P = 0,0000). Para
facilitar a visualizag&o destes resultados um mapa do Brasil foi colorido de acordo

com o valor de P em relac&o a populacao do Distrito Federal (Figura 2).

- RJ (Europeu)
‘RJ (Africano)

] r>o00s
Bl r<o005

j Dado ndo disponivel

Figura 2 — Mapa do Brasil com os resultados do valor de P da comparagao entre as
populacdes estudadas com o Distrito Federal segundo o AMOVA

Em seguida, os valores do Rst foram analisados no grafico de PCoA para
facilitar interpretacéo e visualizagdo dos resultados (Figura 3). Nesta andlise a inter-
relacdo de todas as populacdes sdo avaliadas. Os estados do Sul e Sudeste
situaram-se no centro do grafico distribuidos entre os quatro quadrantes, exceto o
estado de Séao Paulo que se posicionou juntamente como os estados do Nordeste
no quadrante superior direito.

Os estados do Norte dispersaram-se pelos diferentes quadrantes sendo que
Tocantins, Acre, ficaram proximos do Rio de Janeiro (Africano), Maranhdo e Bahia
nos quadrantes da esquerda, e relativamente separados dos demais agrupamentos
populacionais. Par4d, Amapa, Roraima e Rondbnia situaram-se relativamente
proximos no quadrante superior direito. Entretanto, Rondbnia esta mais proxima do

agrupamento Sul/Sudeste e Roraima de Paraiba, Alagoas e Ceara, estados
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pertencentes a regido Nordeste. O estado do Amazonas posicionou-se no quadrante
inferior direto proximo ao Distrito Federal e Pernambuco. Os estados do Nordeste
também se dispersam pelo grafico, pois Paraiba, Alagoas e Ceara situaram-se
préximos no quadrante superior direito. Pernambuco dispersou-se deste
agrupamento posicionando-se no mesmo quadrante que o Amazonas e 0s estados
do Centro-Oeste (inferior direito). Maranhdo e Bahia posicionaram-se no lado
esquerdo do grafico proximo ao Rio de Janeiro (Africano).

Nota-se que os estados do Centro-Oeste e o Distrito Federal situaram-se no
quadrante inferior direito. O Distrito Federal situou-se isolado no centro do quadrante
inferior direito em uma posi¢cdo relativamente equidistante dos agrupamentos de
estados que compBe o Centro-Oeste, Nordeste e do estado de Sdo Paulo e

Amazonas.

Principal Coordinates (PCoA)

+ PA

+ AP

+ MA +RO
. FR pg
¢+ TO «PR RJ- Europeu ¢ ‘ALSPO
*
+ BA * + *RS
+AC ES e
+ RJ- Africano R MS
GO + DF

CE

Coord. 2

+ AM

+ PE

Coord. 1

Figura 3 — Gréafico da analise de coordenadas principais (PCoA) dos valores de Rst
da tabela 6. Representacdo grafica das distancias genéticas entre todas as

populacdes avaliadas neste estudo
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5 DISCUSSAO

Este trabalho visa descrever as frequéncias haplotipicas e os parametros
forenses e de paternidade de 23 marcadores Y-STRs em uma amostra populacional
do Distrito Federal e, além disso, investigar a composicado da populacédo utilizando
como ferramenta o cromossomo Y. Grande parte deste cromossomo ndo sofre
recombinacdo durante a meiose, portanto, preserva informacfes historicas a
respeito dos individuos do sexo masculino. Podendo ser alterado apenas por
mutacdes que ocorrem a uma taxa de 1,998 x 107 por geracéo (25).

O Distrito Federal é um territorio artificial inaugurado ha 53 anos em um local
até entdo despovoado. Sua populacdo fundadora era composta apenas por
imigrantes e, historicamente, as principais migracbes aconteceram da regido
Nordeste e Sudeste (4). Atualmente, o Distrito Federal possui mais de 2.500.000
habitantes, e metade destas pessoas nasceram localmente. Isto reforga ainda mais
a necessidade de se conhecer os parametros analiticos para Y-STRs na regido.

Ademais, a composicdo da populacédo € complexa (mista) e com contribuicdes
de povos distintos (europeu, nativo americano e africano) e em diferentes
proporcdes. Estudos recentes revelam uma maior contribuicdo dos nativos
americanos para a regido norte, africana para o nordeste e europeia para as demais
(1, 5-7). Assim, o Distrito Federal € uma populacdo mista formada a partir de

populacdes heterogéneas.

51 A AMOSTRA POPULACIONAL DO ESTUDO REPRESENTA A POPULACAO
DO DISTRITO FEDERAL

Neste estudo, a amostra populacional do Distrito Federal foi originada a partir
dos individuos que procuraram um laboratorio clinico local para realizagdo de exame
de vinculo genético. Assim, trata-se de uma amostragem de conveniéncia. O banco
de dados do laboratorio foi analisado, os haplétipos de Y-STRs foram recuperados e
os parametros forenses e de paternidade foram descritos em um contexto
populacional conforme aprovado pelo comité de ética. Por isto, foi necessario
comparar a distribuicdo do local de nascimento (macrorregido) dos individuos

incluidos neste estudo com a distribuicdo da naturalidade da populacéo relatada no
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Censo 2010. N&o foi observado diferenca significativa nesta analise e conclui-se que
a amostra populacional representa a populacdo do Distrito Federal.

5.2 PARAMETROS FORENSES

5.2.1 Frequéncia alélica e diversidade génica

Determinar as frequéncias alélicas para Y-STRs justifica-se apenas para a
estimativa da diversidade génica. Pois, devido a auséncia de recombinacdo as
inferéncias forenses devem ser feitas considerando o haplotipo. Por outro lado,
justifica-se o célculo da diversidade génica para se conhecer quais 0s Y-STRs séo
mais informativos e, assim, compor um conjunto com maior capacidade de
discriminacao.

Dos 23 Y-STRs analisados neste trabalho o que apresentou maior diversidade
génica foi o DYS385 (0,8955). De certa forma este resultado ja era esperado, uma
vez que o DYS385 representa a amplificacdo simultdanea de duas regifes idénticas
do cromossomo Y separadas por 40.000 pares de base e que mutam de forma
independente. Resultados semelhantes sdo observado por todos os outros estudos
envolvendo este marcador (34, 36-39, 42-45).

O marcador DYS389Il também estd entre os mais polimorficos (0,7442).
Lembrando que este marcador também € multicopia e contém o DYS389I (0,5680)
(vide item 1.6 da introducéo - Marcadores simples e multicopia). Assim, o DYS385
e o DYS389l/ll sdo mantidos nos kits comerciais devido a sua elevada diversidade
génica e, consequentemente, maior capacidade de discriminar individuos.
Entretanto, esta diversidade elevada € consequéncia do maior nUmero de cépias
apresentado por estes marcadores. Portanto, faz-se necessario destacar a
diversidade génica dos marcadores ndo duplicados.

Interessantemente, dois dos cinco marcadores mais polimorficos deste estudo
o DYS570 (0,7518) e 0 DYS576 (0,7665) ndo estavam presentes no kit comercial Y-
Filer, mas sim nas reacdes descritas por Asamura e colaboradores (23). Estes
marcadores, mesmo sendo simples cépia, apresentam DG semelhantes aos
DYS385 e o DYS389l/Il. Isto é reflexo dos avancos ocorridos na area nos ultimos

anos e justifica a tendéncia de inclusdo de marcadores novos recém caracterizados
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nos kit comerciais. Neste sentido, o DYS570 e o DYS576 figuram entre os 23 Y-
STRs contemplados pelo recém-lancado Powerplex Y23 (Promega), o kit comercial
com maior numero de marcadores na atualidade. Tais marcadores foram de
fundamental importancia para a maior capacidade de discriminacdo do haplétipo 23
Y-STRs em relacdo ao haplétipo Y-Filer neste estudo, tépico sera discutido em
detalhadamente no item 5.2.3 desta discusséo.

Os marcadores DYS556 (0,4392), DYS393 (0,4750) e DYS632 (0,4963) foram
0S que apresentaram menor DG, o primeiro e 0 terceiro constam na reacdo de
Asamura e colaboradores (23) e 0 segundo esta presente no kit Y-Filer. A menor DG
destes marcadores também foi observada em outros estudos (23, 34, 36, 38, 39, 42,
43, 45, 46). Um aprendizado indireto deste trabalho é que dificilmente um marcador
ja incluido em um kit comercial sera substituido, pelo fato das bases de dados de
haplotipos ja o conterem. Por outro lado, é provavel que um marcador com baixa DG
ainda néo incluido nos bancos de dados, como o DYS556 e o DYS632, ndo conste
em um kit comercial da atualidade. Isto faz com que a decisdo de genotipar este
marcador em um laboratério de vinculo genético comercial seja revista, ja que
compartilhar os marcadores com as bases de dados internacionais e com outros

laboratérios trazem vantagens para a investigacao e para a qualidade do exame.

5.2.2 Diversidade e frequéncia haplotipica

A diversidade haplotipica é o principal parametro analitico de um conjunto de
Y-STRs, trata-se da probabilidade de que dois individuos selecionados ao acaso
possuam haplétipos distintos. Este parametro resume o desempenho analitico de
um conjunto e é calculado a partir das frequéncias haploétipicas (vide introducao item
1.8). Neste trabalho, considerando-se o haplétipo 23 Y-STRs, dentre as 201
amostras avaliadas, 200 eram diferentes e apenas 1 haplotipos foi encontrado duas
vezes. Assim, para os haplotipos Unicos sua frequéncia foi 1/201 (0,005), para o
haplétipo que ocorreu duas vezes (ID 21) sua frequéncia foi 0,01 (Tabela 5). A
reandlise da cadeia de custddia dos casos que envolveram estes individuos com
haplétipos idénticos ndo revelou evidéncia de parentesco, assim, a coincidéncia foi
independente e aleatdria. Entretanto, este achado indica que pertencem a mesma
linhagem patrilinear. Assim, a diversidade haplétipica para o haplétipo 23 Y-STRs foi
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de 0,9999, ou seja, 99,99% dos individuos testados serem diferenciados. Como
esperado, a diversidade haplotipica foi dependente do numero de Y-STRs
considerados. Para o haplétipo minimo foi de 0,9966 (99,66%), haplotipo estendido
0,9986 (99,86%) e para o haplotipo Y-Filer 0,9997 (99,97%). Embora estes valores
sejam proximos, comparar haplétipos mais extensos na rotina laboratorial agrega
maior qualidade aos exames e ,consequentemente, aumenta a forca da evidéncia
genética. E importante ressaltar que nenhum outro trabalho brasileiro analisou
haplétipos com tantos marcadores quanto este, sendo esta uma de suas principais
relevancias. As comparac¢des com outros paises sdo impossibilitadas por nenhum
outro estudo incluir os mesmos conjuntos de marcadores (16 Y-STRs do Y-Filer (51)
+ 7 Y-STRs Asamura (23)). Entretanto, a DH obtida com o uso do kit PowerPlex Y23
(Promega) que genotipa 23 Y-STRs e compartilha 18 com este trabalho foi de
0.99999 para as populacdes Caucasiana, Afro-americano e Hispanico do Estados
Unidos (58), e de 0,9995 para populagdo Hispanica do Sudeste da Fldrida (59).

5.2.3 Capacidade de discriminagéao

A capacidade de discriminacdo aumentou progressivamente com o numero de
Y-STRs incluidos na anélise (0,8457, 0,8955, 0,9650, 0,9950 para 8, 10, 16, e 23 Y-
STRs, respectivamente). Este resultado demonstra que o haplétipo minimo, o
haplétipo estendido e o haplétipo Y-Filer ndo sao suficientes para individualizacdo na
populacdo do Distrito Federal. Pois, considerando o haplétipo Y-Filer (16 Y-STRS),
dentre as 201 amostras analisadas em 7 ocasifes o mesmo haplétipo foi encontrado
em um outro individuo, ou seja, sete haplétipos foram encontrados duas vezes.
Nesta situacao, tais individuos seriam considerados da mesma linhagem paterna em
uma investigacdo de vinculo genético (irméo, filhos, tios, primos, ou netos). No
entanto, considerando os 23 Y-STRs o0 vinculo genético patrilinear provou ser
verdadeiro em apenas uma ocasido. Pois, neste caso, 200 dos 201 haplétipos eram
diferentes, apenas um haplétipo ocorreu duas vezes. A chance de esta situagéo
ocorrer na vida real é justamente a probabilidade de coincidéncia haplotipica (PCH),
que para o haplotipo Y-Filer resultou em 0,0003 (1 vez a cada 3333 analises), ou
seja, uma chance pequena, mas existente. Este cenario torna-se cada vez mais

desfavoravel considerando o hapl6tipo minimo (8 Y-STRs) e estendido (10 Y-STRS),
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pois 170 e 180 haplétipos foram diferentes nestas situacdes, respectivamente, e a
PCH aumentou para 0,0034 (1 vez a cada 300 andlises) no caso do haplétipo
minimo e para 0,0014 (1 vez a cada 714 analises) no caso do haplétipo estendido.
Assim, aumentar o niumero de Y-STRs na analise € bem-vinda, fato que aumenta a
qualidade da investigacdo. Pois, a PCH com 23 Y-STRs foi apenas de 0,0001 (1 vez

a cada 10.000 andlises).

5.2.4 Probabilidade de coincidéncia haplotipica (PCH)

A probabilidade de coincidéncia haplétipica e a diversidade haplotipica sdo
parametros correlacionados, pois PCH + DH = 1. Trata-se da probabilidade de se
encontrar dois haplotipos idénticos ao acaso. Assim, diminui & medida que o niumero
de Y-STRs incluidos no haplétipo aumenta. Partes das conclusdes a respeito deste
parametro foram discutidas no item 5.2.3. A tabela 7 resume os achados para este
parametro. Assim, é trés vezes menos provavel encontrar dois haplétipos

coincidentes utilizando 23 Y-STRs do que com o Y-Filer.

Tabela 7 - Resumo para os valores da probabilidade de coincidéncia

haplotipica com a respectiva interpretacéo

Haplétipo Numero de Y-STR PCH Haplétipos coincidentes
Minimo 8 0,0034 1 em 300 analises
Estendido 10 0,0014 1 em 714 analises
Y-Filer 16 0,0003 1 em 3.333 andlises

23 Y-STRs 23 0,0001 1 em 10.000 andlises

5.2.5 indice de paternidade (IP)

Para os Y-STRs o indice de paternidade nada mais é do que 1/frequéncia do
haplétipo encontrado. As frequéncias haplotipicas deste trabalho foram 0,005 para
0S que ocorreram apenas uma vez e 0,01 para os que ocorreram duas. Caso um
haplotipo inédito seja encontrado em um caso de investigagédo de vinculo genético
seu IP sera 1/201, caso ja esteja presente na amostragem deste estudo 2/201 e se

for coincidente com o que ocorreu duas vezes 3/201. Isto resulta nas probabilidades
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de paternidade de 0,9950 (99,50%), 0,9900 (99,00%) e 0,9852 (98,52%),
respectivamente. Para o aumento do poder associado a evidéncia genética é
necessario aumentar o banco de dados da populacéo local ou encontrar nos bancos
de dados internacionais populacdes que sejam estatisticamente semelhantes a do
Distrito Federal e agrupa-las como se fossem Unicas. Isto justifica a andlise de
distancia genética que sera discutida no item 5.3.

5.3 DISTANCIA GENETICA

Considerando o hapl6tipo minimo, o célculo do Rst seguido da analise de
variancia molecular (AMOVA) revelou que o Distrito Federal é estatisticamente
semelhante as populacdes do estado de Goias, Mato Grosso do Sul, Sao Paulo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro (Europeu), Rio Grande do sul, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Alagoas, Amazonas, Roraima, Ronddnia, Amapa. Por outro lado, foi
estatisticamente diferente dos estados do Parand, Tocantins, Bahia, Maranhéo,
Para, Acre, Rio de janeiro (Africano) e Espirito Santo. Este resultado esta resumido
na (Figura 2). O haplétipo minimo foi escolhido devido a possibilidade de inclusédo de
um numero maior de populacbes, o que € uma vantagem. Pois, as primeiras
populacées do YHRD continha apenas este formato de haplétipo. O uso do haplétipo
minimo ndo interfere na interpretacédo a respeito das populacées que apresentaram
diferenca significativa, esta observagdo continuara mesmo se o haplétipo estendido,
Y-Filer, ou 23 Y-STRs for considerado. No entanto, o aumento do numero de Y-
STRs na analise poderia tornar alguma populacdo nado diferente no formato de
hapl6tipo minimo diferente nos demais formatos, sendo esta a principal limitacdo
desta analise. De fato, o haplétipo estendido e Y-Filer foram avaliados e nenhuma
conclusao descrita acima foi alterada (dados nao apresentados).

O gréfico da andlise de coordenadas principais (PCoA) (Figura 3), a matriz de
Rst e valores de P do AMOVA (Tabela 6) permitem néo sé fazer inferéncias sobre a
populacdo do Distrito Federal, mas sim, de todas as populagcbes comparadas. De
acordo com o valor de P do AMOVA, as relagbes genéticas entre os 22 estados
brasileiros analisados ultrapassa as fronteiras determinadas pelas macrorregides. E
possivel observar que Rio de Janeiro (Africano)/Bahia, Para, e Amazonas

apresentaram diferenca significativa com a maioria das populagbes. Estas
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populacdes situaram-se em trés extremos opostos no grafico. Além disso, houve um
aglomerado central de estados sem diferenca significativa entre eles (Minas Gerais,
Rio de Janeiro (Europeu), Rio Grande do Sul, Espirito Santo, Rondbnia, Parana,
Roraima, Paraiba, Alagoas, Ceara, Sdo Paulo, Mato Grosso do Sul, Goias e Distrito
Federal). E populagBes intermediarias entre o aglomerado central e cada um dos
extremos considerados (Acre, Pernambuco, Maranhdo, Tocantins, Amap4). Este
resultado indica a presenca de quatro linhagens de cromossomos Y de origens ou
evolucdes diferentes no Brasil, uma para cada um dos trés extremos considerados e
um quarto no aglomerado central. As popula¢gbes intermediarias representariam

misturas entre o aglomerado central e 0s respectivos extremos.

5.4 CONSIDERACOES FINAIS

Assim, este trabalho mostra que é preciso aumentar o nimero de Y-STRs para
elevar a capacidade de discriminacdo dos conjuntos, pois o haploétipo Y-Filer ja se
tornou pequeno. Entretanto, ao se aumentar o tamanho do haplétipo, percebeu-se
que € interessante utilizar marcadores que constem nas bases de dados. Neste
sentido, é mais provavel que os marcadores contidos em um kit comercial como o

Powerplex Y23 atendam este requisito.
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6 CONCLUSAO

O polimorfismo genético e os parametros forenses de 23 loci Y-STRs na

populacao do Distrito Federal do Brasil foram investigados.

As frequéncias haplotipicas, alélicas e diversidade génica dos marcadores
DYS456, DYS389I, DYS390, DYS389ll, DYS458, DYS19, DYS385, DYS393,
DYS391, DYS439, DYS635, DYS392, Y GATA H4, DYS437, DYS438,
DYS448, DYS522 DYS508, DYS632, DYS556, DYS570 DYS576 e DYS540
em uma amostra populacional do Distrito Federal do Brasil foram descritas.

A diversidade haplotipica para este conjunto de 23 Y-STRs foi de 0,9999. A
capacidade de discriminacdo, a probabilidade de coincidéncia haplotipica

foram 0,995 e 0,0001, respectivamente.

Considerando o haplétipo minimo, a populacdo do Distrito Federal foi
semelhante a populacbes do estado de Goias, Mato Grosso do Sul, S&o
Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro (Europeu), Rio Grande do sul, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Amazonas, Roraima, Ronddnia e Amapa.
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OS RESUMOS MAIS IMPORTANTES ENVIADOS DURANTE O MESTRADO

Paternity inclusion and exclusion in different types of genetics kinship
investigations conducted in a clinical chemistry laboratory of the Federal
District (Brazil) (Resumo escolhido para apresentacdo oral no Congresso AACC
“‘Annual Meeting and Clinical Laboratory Exposition” em Houston-TX, 2013)

Camilla Figueiredo Chianca®, Ticiane Henriques Santa Rita?, Julia Almeida
Vasques™?, Lidia Freire Abdalla Nery!, Sandra Santana Soares Costas', Lara
Franciele Ribeiro Velasco!, Claudia Ferreira de Souza®, Gustavo Barcelos Barra?

Laboratério Sabin de Andlises Clinicas?, Brasilia-DF
Universidade de Brasilia?, Brasilia-DF

Background:

The paternity test is progressively becoming a clinical laboratory test. This analysis is
based on comparing at least fifteen short tandem repeat (STR) DNA markers
between the child and alleged father, in the presence or absence of the biological
mother, which classifies the exam in trio or duo, respectively. The incompatibility in
three or more STRs characterizes a paternity exclusion. The compatibility between
all regions characterizes a paternity inclusion. The description of the types of cases
(duo/trio) and results (inclusion/exclusion) in clinical laboratories are scarce. In this
work, these parameters were evaluated retrospectively after eighteen months of
implementation of this test in our laboratory.

Methods:

Through the retrospective analysis of our database, we assessed the genetic kinship
investigations performed between May 2011 and October 2012. Nine hundred and
fourteen investigations were conducted, all involving individuals residing in Brazil’s
Federal District. The type of case, the conclusion and their distribution over the
months were recorded and presented as absolute and/or relative frequency and
mean + standard deviation, when appropriate. The chi-square test was used to
compare the obtained ratios. University of Brasilia ethical committee approved this
study.

Results:
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Out of a total of 914 paternity cases, the trios occurred in a higher prevalence
compared to duos, 596 (65.2%) versus 318 (34.8%). Moreover, the inclusions were
more prevalent than exclusions, 610 (66.7%) versus 304 (33.3%). Besides that, the
proportion of inclusion/exclusion were similar between trios and duos, 201 (33.72%)
exclusions for trios and 103 (32.39%) exclusions for duos (p=0.68). Furthermore, the
inclusion/exclusion and trio/duo proportions remained homogeneous in the eighteen-
month studied period, 34.78 £ 6.78% for exclusions (p = 0.45) and 34.72 + 5.26% for
duos (p = 0.97).

Conclusion:

In paternity testing, the trios were more frequent than duo. This result can be
explained by the fact that trio has lower complexity analysis than duo, because the
alleles not transmited from mother are determined with precision, making it a test
cheaper than duo. Furthermore, the paternity inclusion is the most prevalent result
type and the inclusion/exclusion proportion observed in this study is similar to that
reported by forensic laboratories (32%). Moreover, the homogenity in
inclusion/exclusion and trio/duo proportions suggest that these parameters
associated with paternity testing remain similar over time.

HCV genotype distribution and determination of others variables related to the
virus by assessing a clinical laboratory results database (Congresso AACC
“‘Annual Meeting and Clinical Laboratory Exposition” em Houston-TX, 2013)

Camilla Figueiredo Chianca?, Ticiane Henriques Santa Rita?, Patricia Godoy Garcia
Costa’, Wanessa Lordélo Pedreira Vivas®, Lara Franciele Ribeiro Velasco!, Lidia
Freira Abdlla Nery!, Sandra Santana Soares Costa', Gustavo Barcelos Barra®?

Laboratério Sabin de Andlises Clinicas?, Brasilia, Brasil
Universidade de Brasilia?, Brasilia, Brasil
Universidade Tiradentes®, Aracaju, Brasil

Background:

In 2011, FDA announced a recall of an in vitro nucleic acid amplification test for the
guantitation of HCV RNA that has been shown to under-quantitate a subset of
genotype 4 in patient specimens by approximately 1.0-1.5 log 10 in the absence of
any sequence mismatches. The distribution of these test include your country. As the
HCV genotype has significant geographic variation, this recall encorage us to
determine the prevalence of HCV genotypes and others variables releted to the virus
by assessing our clinical laboratory results database, and evaluate the possible
impact of this under-quantitation in our region.

Methods:

Through retrospective analysis of our HCV genotyping database, we assessed the
samples results between January 2005 and September 2011. 480 samples were
analyzed, 394 (82%) genotypes were determined and 86 (17.9%) had negative
results (no genotype detected). Of these, 280 (58,2%) perform quantitation of HCV
RNA in the same day. The genotype prevalences and RNA quantification were
identified and presented by gender and age group <50 years (n=162) and =50 years
(n=118). HCV genotyping was performed by three different techniques in the
analyzed period, PCR-RFLP, reverse hibridization, and RT-gPCR, they were also
compared.

Results:



68

The obeserved genotype distribution was HCV-1 288 (73%), HCV-3 91 (23%), HCV-
2 13 (3.2%), and HCV-4 2 (0.5%). The genotypes HCV-6 and HCV-5 were not found.
The three techniques show related capabilities, since they result in similar genotypic
distributions frequency (p=0.98). The average viral load was 6.11 log 10 copies/ml
and did not differ with genotype (p=0.48), or gender of the patient (p=0.54). By
separating the sample into age groups <50 and = 50 years the average viral load was
6.13 and 6.41 log10 copies/ml (P=0.032) respectively.

Conclusion:

In this study we noted that the distribution of HCV in our samples is HCV-1, HCV-3,
HCV-2 and HCV-4. The genotype 4 is rare in our region, as was found in only two
individuals, or 0.5% of samples in six and half years. Thus, the impact of under-
qguantitation in our region would be minimal. When comparing the different
techniques used for molecular genotyping showed that all three techniques (RT-
gPCR real-time Reverse Hybridization and PCR-RFLP) have similar capabilities to
determine the genotypes. With respect to viral load, no difference was observed
between genotypes, or in genotypes according to gender, nor in the genotypes
according to age. However, the group aged = 50 had a mean viral load significantly
greater than <50.

Comparison of four commercial assays for human papillomavirus detection in
consecutive clinical laboratory samples including men and women (Congresso
AACC “Annual Meeting and Clinical Laboratory Exposition” em Houston-TX, 2013)

Ticiane Henriques Santa Rita®, Maria Cecilia SantAnna Soares Borges Caixeta’,
Camilla Figueiredo Chianca? Lara Franciele Ribeiro Velasco!, Lidia Freira Abdlla
Nery!, Sandra Santana Soares Costa', Gustavo Barcelos Barra®?

Laboratério Sabin de Andlises Clinicas?, Brasilia, Brasil
Universidade de Brésiliaz, Brasilia, Brasil

Background:

Currently, there are several commercial assays for Human Papillomavirus (HPV)
detection. However, there are substantial differences between their proposals, such
as genotypes detected, methodology, and viral genomic target region that confer
unique analytical performances for each one. Here, we compare four commercial
HPV assays in consecutive samples from our HPV detection routine that’s include
1/3 of men and 2/3 women.

Methods:

The assays were Hybrid Capture (HC2-Qiagen), Papillocheck (Greiner-bio-one),
Clart-HPV2 (Biomerieux), and Real-Time High-Risk HPV (Abbott-PCR). Ninety two
(61 women and 31 men) consecutive genital samples were included. Requesting
physician performed the samples collections in Specimen Transport Medium
(Qiagen). Results were shown as HPV positivity (any HPV detected) and High-Risk
HPV positivity (at least one HR-HPV detected). Statistical analysis were chi-square
test and Cohen’ Kappa agreement coefficient. In divergence investigation, fail was
characterized by a negative result in a sample classified positive in any other
method, except if the genotype was not detected by the method.

Results:

The overall concordance was 78.7% for women and 45.2% for men. HPV positivity
was 19.7, 24.6, 27.9 and 27.9% (P=0.69) in women and 29.0, 58.1, 67.7 and 32.3%
in men (P=0.0035) for HC2, Papillocheck, Clart-HPV2 and Abbott-PCR, respectively.
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HR-HPV positivity was 18.0, 19.7, 24.6 and 27.9% (P=0.58) in women and 22.6,
38.7, 48.4 and 32.3% in men (P=0.18) for HC2, Papillocheck, Clart-HPV2 and
Abbott-PCR, respectively. The concordance and kappa between each method are
shown in Table 1. HC2, Papillocheck, Clart-HPV2 and Abbott-PCR fail in 13.1, 9.8,
8.2 and 0% of the samples in women and in 35.5, 12.9, 3.2, and 12.9% in men,
respectively. Not detected genotype account for 8.2% and 19.3% of the divergence in
women and men, respectively.

Conclusion:

For women, HC2, Papillocheck, Clart-HPV2 and Abbott-PCR shown similar analytic
performances. For men, Papillocheck and Clart-HPV2 shows better analytic
performance than HC2 and Abbott-PCR.

Table 1.The concordance (%) and kappa between each HPV assay

HPV Detection HR HPV Detection
Method 1 Method 2 Agreement Kappa | Interpretation | Concordance | Kappa | Conclusion
(%) (%)
HC2 Papillocheck 91.80 0.763 Good 93.44 0.778 Good
Women HC2 Clart-HPV2 91.80 0.776 Good 93.44 0.806 Very Good
HC2 Abbott-PCR 85.25 0.597 Moderate 90.16 0.726 Good
Pappilocheck Clart-HPV2 86.89 0.662 Good 90.16 0.709 Good
Pappilocheck | Abbott-PCR 83.61 0.577 Moderate 88.52 0.686 Good
Clart-HPV2 Abbott-PCR 90.16 0.755 Good 93.44 0.831 Very Good
Method 1 Method 2 Concordance | Kappa Agreement Concordance | Kappa | Agreement
(%) (%)
HC2 Pappilocheck 70.97 0.456 Moderate 83,87 0.632 Good
Men HC2 Clart-HPV2 48.39 0.101 Poor 67,74 0.343 Fair
HC2 Abbott-PCR 77.42 0.469 Moderate 83,87 0.599 Moderate
Pappilocheck Clart-HPV2 77.42 0.521 Moderate 83,87 0.668 Good
Pappilocheck | Abbott-PCR 74.19 0.512 Moderate 90,32 0.786 Good
Clart-HPV2 Abbott-PCR 64.52 0.37 Fair 83,87 0.674 Good

EDTA-mediated inhibition of nuclease protects cell-free DNA from ex-vivo
degradation in blood samples (Premiacao na divisdo em exceléncia em pesquisa
no setor de patologia molecular no congresso AACC “Annual Meeting and Clinical
Laboratory Exposition” em Houston-TX, 2013)

Julia Almeida Vasques'?, Ticiane Henriqgues Santa Rita?, Camilla Figueiredo
Chianca?, Lara Franciele Ribeiro Velasco®!, Lidia Freira Abdlla Nery', Sandra
Santana Soares Costa', Gustavo Barcelos Barra’?

Laboratério Sabin de Andlises Clinicas?, Brasilia, Brasil
Universidade de Brasilia?, Brasilia, Brasil

Background:

The cell-free DNA (cfDNA) in bloodstream is becoming an important analyte. Several
studies have shown that its measurement is useful for monitoring patients with
cancer and other health conditions. Moreover, the fetal cfDNA in the maternal
circulation is currently the method of choice for non-invasive determination of fetal
genetic traits. However, cfDNA is unprotected and it may be susceptible to known
blood high nuclease activity. In this study, we use Y chromosome-specific sequence
(DYS-14) levels in maternal serum and EDTA-plasma to investigate the ex-vivo
impact of this nuclease activity on cfDNA quantity.

Methods:
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This study used banked (-20°C) EDTA-plasma and serum paired samples (n=34)
from women with a male fetus (gestational age, 12 + 4 weeks). Informed consent
was obtained from all participants and institutional review board approved the study.
Experiments were done with sets of 9-10 paired samples, except the -20°C/4°C/24°C
assay (EDTAplasma and serum sample were not paired). Nucleic acid extraction was
performed by using Nuclisens easyMAG (bioMerieux). DYS-14 assays were
performed on a StepOne Real-time PCR Systems (Applied Biosystems) by using of
hydrolysis probe chemistry and absolute quantification. The results were shown as
median (Genomic Equivalents/mL). Statistical analyses were Wilcoxon's test or
Friedman's test. For exogenous nuclease assay samples were treated or not with
25U of DNase | (Fermentas) for 1 hour at 37°C before DYS-14 assay. For
endogenous nuclease assay a hydrolysis probe and a passive reference (ROX) were
added to the crude serum or EDTA-plasma, fluorescence increase were measured
for 10 hours at 37°C in the Real-time PCR System. For serum nuclease inhibition
assay a serial dilution of EDTA from 0.000005 to 50 mM was used.

Results:

DYS-14 quantity was higher in EDTA-plasma than in serum (24.77 versus 18.13
GE/ml, P=0.0137). This difference increased after specimen exposure to 37°C for 24
hours, 22.22 GE/ml for EDTA-plasma versus 5.18 GE/ml for serum, P=0.002. Next,
the samples were subject to -20°C, 4°C or 24°C for 24 hours and no difference was
observed on DYS-14 concentration in EDTA-plasma, 36.24, 38.02 and 37.31 GE/ml
(p=0.328), respectively. In serum, DYS-14 concentration was reduced at 24°C (11.60
GE/ml) compared to -20°C (18.65 GE/ml) and 4°C (17.90 GE/ml), p = 0.0002.
Furthermore, DNAse-I treatment did not alter the DYS-14 amount in EDTA-plasma
(untreated 16.07 versus treated 17.57 GE/ml, p=0.42) but completely eliminates it in
serum, (untreated 9.21 versus treated 0.0003 GE/ml, p=0.0039). Additionally,
hydrolysis probe degradation could be detected in serum (12.7-fold) but not in EDTA-
plasma (0.28-fold). Finally, hydrolysis probe and DYS-14 degradation in serum was
inhibited from 0.5 mM of EDTA.

Conclusions:

We found that cfDNA is subject to a temperature-triggered degradation in serum but
not in EDTA-plasma. Moreover, exogenous and endogenous nucleases were active
only in serum. EDTA probably by chelation of divalent ions inhibits blood nucleases
conferring an ex-vivo protection to cfDNA. Ultimately, we developed a real-time
fluorescence method to detect nuclease activity in clinical samples.

Allele frequencies for fifteen autosomal short tandem repeats a population
sample from Federal District (Brazil) - a territory that arose from nothing to the
reality (IV Congresso Brasileiro de Genética Forense em Séo Paulo-SP, 2013)

Ticiane Henriques Santa Rita?, Camilla Figueiredo Chianca? Lidia Freira Abdlla
Nery!, Sandra Santana Soares Costa', Lara Franciele Ribeiro Velasco', Claudia
Ferreira de Souza', Gustavo Barcelos Barra™?

Laboratério Sabin de Andlises Clinicas?, Brasilia, Brasil
Universidade de Brasilia?, Brasilia, Brasil

Background:
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Brazil’'s Federal District and Brasilia, the current federal capital, were founded in April
21, 1960 from the desire to transfer the federal capital from Rio de Janeiro to the
center of the country. In 2010, the Federal District population is comprised of
2.562.963 inhabitants, 54% of people were born locally and the 46% were
immigrants from other Brazilian macroregions: 2% North, 23% Northeast, 6% Central
West, 13% Southeast, and 2% South. Paternity testing is progressively becoming a
clinical laboratory test. This analysis is based on whether or not short-tandem-repeat
alleles (STR) are shared between the child and the alleged father. If paternity
inclusion is found there are two possibilities: the alleged father is the biological father
or, due to chance, he has an identical STR profile of the true biological father. The
possibility of two unrelated individuals possessing identical STR profiles can be
determined statistically (Random match probability). Preferably, these calculations
should be done with local population allele frequencies. In this work, we investigated
the allele frequencies and the forensic efficiency parameters of a fifteen autosomal
STR loci in Brazil's Federal District population.

Methods:

Through the retrospective analysis of our laboratory results database, we retrieved
the STR profiles of 462 unrelated adults involved in paternity testing performed
between May 2011 and October 2012. All profiles where from individuals residing in
Brazil's Federal District. The allele frequencies, Hardy—Weinberg equilibrium
deviation, polymorphism information content, power of discrimination, power of
exclusion, matching probability, typical paternity index, and Nei’s genetic distances to
other Brazilian macroregions populations were calculated for the fifteen autosomal
STRs included in AmpFISTR® NGM™ (Applied Biosystems). University of Brasilia
ethical committee approved this study.

Results:

No significant deviation from Hardy—Weinberg expectations were found. For all
STRs, the combined matching probability was 4.85x107%°, the combined power of
discrimination was 0.999999999999999999951, and the combined power of
exclusion was 0.9999998. The highest typical paternity index was for both D2S1338
and FGA (4.0526) and the lower was for D22S1045 (2.0263). Nei's Genetic
distances showed that Federal District allele frequency was grouped in a cluster
composed by Southeast, Northeast and Brazil overall populations. Moreover, Federal
District assumes an intermediate position relative to south, and it is quite distant from
North and even from the Central West.

Conclusion:

The fifteen studied STR loci are a highly informative genetic system for Brazil’s
Federal District population, the probability that two randomly selected individuals
have exactly the same STR profile is 4.85x1072°. Moreover, the genetic distances
found were appropriate to the population composition reported in the 2010 National
Survey Inquiries, in which the main Federal District immigrants proportion were from
Northeast and Southeast. The alleles frequencies described here will be used in
routine casework.

ARTIGO CIENTIFICO PRODUZIDO PELA ALUNA DURANTE O MESTRADO

Allele frequencies for 15 autosomal STRs in a population sample from the
Federal District (Brazil) — a territory that arose from nothing

Gustavo Barcelos Barra, Ticiane Henriques Santa Rita, Camilla Figueiredo Chianca,
Lara Franciele Ribeiro Velasco, Claudia Ferreira de Souza
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Haplotype diversity of 23 Y-chromosomal STRs in a population sample from
Federal District (Brazil) — A territory that arose from nothing to the reality
(artigo aceito para publicacéo)

Gustavo Barcelos Barra, Camilla Figueiredo Chianca, Ticiane Henriques Santa Rita,
Lara Franciele Ribeiro Velasco, Claudia Ferreira de Souza.
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ANEXO | - APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéneias da Sadade
. i 4 a Tip/ES
Comité de Ftica em Pesquisa  CEP/ES

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto no CEP: 165/12

B e . g . . . X o 1e N o » wral?
Titulo do Projeto: “Andlise populacional de 22 loci microssatélites no Distrito Federal”.
Pesquisadora Responsdvel: Gustavo Barcelos Barra

Data de Entrada: 17/10/12

Com basc na Resolugio 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a ética em
pesquisa com seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da

Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, apos andlise dos aspectos

¢ticos ¢ do contexto téenico-cientifico, resolveu APROVAR o projeto 165/12 com o
titulo: “Andlise populacional de 22 loci microssatélites no Distrito Federal™, analisado

na 11" Reunido Ordindria, realizada no dia 11 de dezembro de 2012,

O pesquisador responsivel fica, desde ja, notificado da obrigatoriedade da

apresenta¢do de um relatdorio semestral ¢ relatorio final sucinto ¢ objetivo sobre o

desenvolvimento do Projeto, no prazo de 1 (um) ano a contar da presente data (item

VII.13 da Resolugdao 196/96).

Brasilia, 13 de dezembro de 2012,

' Thiago ha da Cunha
Vice-Coordenador do CEP-FS/UnB

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - F}é@ﬁgg de Cigncias da Saide
Universidade de Brasilia - Campus Universitario Darcy Ribeiro - CEP: 70.910.900
Telefone: (61)-3107-1947  Email: cepfs@unb.br




