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RESUMO

O presente estudo caracterizou a variabilidade genética de uma amostra da
populacdo do Parana utilizando dois sistemas genéticos distintos: A) um total de
820 individuos, ndo aparentados, foi analisado por marcadores autossdmicos,
empregando a amplificacdo simultanea de 15 marcadores STRs: D8S1179, D21S11,
D75820, CSF1PO, D351358, THO1, D13S317, D16S539, D251338,
D19S433,VWA,TPOX, D18S51, D5S818 e FGA; B) um total de 263 individuos,
também ndo aparentados, foi analisado por marcadores do cromossomo Y,
empregando a amplificagdo simultanea de 17 marcadores STRs por meio do Kit
comercial AmpFIRTR® Yfiler™m. Para os marcadores autossdmicos foram
calculados os seguintes parametros forenses: Poder de Discriminacdo, Poder de
Exclusdo, indice de Paternidade Tipico, Poder de Discriminacdo Combinado e o
Poder de Exclusdo Combinado. Todos os loci analisados estavam em Equilibrio de
Hardy-Weinberg ap0s a corre¢do de Bonferroni. Foi analisado a possibilidade de
sub-estruturacdo genética, empregando a Analise Molecular da Variancia com
populacdes brasileiras, européias, africana e sul americana, e nenhuma diferenca
significativa foi encontrada, exceto com a populacao africana. Para os marcadores
do cromossomo Y foram calculados os seguintes parametros forenses: Diversidade
Génica e Diversidade Haplotipica. Também foi analisada a possibilidade de sub-
estruturacdo populacional, empregando a analise molecular da variancia, com
populacdes brasileiras, européias, africanas, e sul americanas. Segundo os dados
estatisticos gerados pelos bancos de dados, em ambos os sistemas, marcadores
autossdmicos e marcadores do cromossomo Y, recomenda-se utilizar este estudo
populacional como base para populacdo paranaense em casos forenses e de

investigacdo de paternidade.
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ABSTRACT

This study characterized the genetic variability of a sample of the Parana population
using two different genetic systems: A) a total of 820 individuals, not related, were
analyze through autosomal markers by employing the simultaneous amplification of
15 STRs markers: D8S1179, D21S11, D7S820 , CSF1PO, D3S1358, THO1,
D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433, VWA, TPOX, D18S51, D5S818 and
FGA,; B) a total of 263 male individuals, also unrelated, were analyze for markers of
the Y chromosome, using the simultaneous amplification of 17 STRs markers with
the commercial kit AmpFIRTR Yfiler®™. In the Autosomal markers, it has been
calculated the following forensic parameters: Discrimination Power, Power of
Exclusion, Typical Paternity Index, Combined Power of Discrimination and the
Combined Power of Exclusion. After Bonferroni correction all analyzed loci were in
Hardy-Weinberg equilibrium. It was analyze the possibility of genetic structure, using
the Molecular Analysis of Variance with Brazilian populations, European, African
and South American, and no significant difference was found, except in the African
population. For the Y chromosome markers the following forensic parameters were
calculated: Gene and Haplotype Diversity. It was also discuss the possibility of
genetic distance, using the Analysis of Molecular Variance with Brazilian, European,
African and South American populations. According to statistics generated by the
databases, in both systems — autosomal and Y chromosome — it is recommended to
use this as a basis for population-based studies in the state of Parana for criminal
cases and paternity suits.
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INTRODUCAO
Marcadores Moleculares em Estudos Populacionais

O estudo da composicdo genética das diferentes populacdes humanas
sempre ocupou lugar de destaque na ciéncia. Nesse sentido foram, e ainda séo,
utilizados diversos tipos de marcadores genéticos polimorficos, como 0s grupos
sanguineos (ABO e Rh), proteinas séricas e eritrocitarias, imunoglobulinas,
sistemas de histocompatibilidade e polimorfismos de DNA (Cavalli-Sforza et al.,
1996), sendo que estes ultimos tem assumido papel de destaque nas analises em

laboratérios de genética molecular. (Butler et al., 2010)

Os Polimorfismos de DNA sao sequéncias de nucleotideos que apresentam
duas ou mais diferentes sequéncias. Atualmente aplica-se a denominacéo de alelos
para qualquer variante das sequéncias de base do DNA. Para se considerar que
existe polimorfismo de DNA o alelo mais raro ndo deve ter sido mantido na
populacdo somente por mutacdes e deve ocorrer com uma frequéncia maior que
1% (Kendrew, 1994). Diversos marcadores polimérficos de DNA se encontram
distribuidos em todo o genoma e sao utilizados na identificacdo humana,

mapeamento de genes e estudos populacionais.

Existem varios tipos de polimorfismos de DNA. Alguns compreendem
alteracdes em um unico nucleotideo (SNPs — single nucleotide polimorphisms). Sua
origem pode ser por meio de delecBes, insercbes ou substituicbes de base,
podendo ser identificados por meio da digestdo com enzimas de restricdo (RFLP-
restriction fragment lenght polimorphisms), por DHPLC (denaturing high
performance liquid chromatography) ou por sequienciamento do DNA. Outro tipo de
polimorfismo € o representado pelas variagbes no numero de repeticdes de
sequéncias em tandem (VNTR - variable number of tandem repeats). Nessa
categoria estdo representados os microssatélites (STRs — Short Tandem Repeats),
formados por unidades de repeticdo de uma a 13 bases e 0s minissatélites,
formados por unidades de repeticdo de 14 a 500 bases (International Human
Genome Sequencing, 2001).

O sequenciamento do genoma humano revelou que os 23 cromossomos do

Homo sapiens sdo compostos aproximadamente por 3 bilhdes de pares de base,



dos quais cerca de 1,1% correspondem aos éxons, 23,9% a introns e 75% sao
sequéncias intergénicas. Cerca de 50% do genoma humano é constituido por
sequéncias repetitivas que podem estar dispersas ou organizadas em tandem
(Thompson, et al., 2008).

STRs e VNTRs podem ocorrer tanto nos cromossomos autossémicos,

guanto nos cromossomos sexuais (X e Y), caracterizando polimorfismo de

tamanho, onde a diferenciacdo entre individuos estaria no tamanho do alelo,
gerado pela diferenca entre o numero de repeticdes, em um determinado locus
estudado. No DNA mitocondrial (DNAmt), herdado pela linhagem materna, nao
temos STRs ou VNTRs, caracterizando polimorfismo de sequéncia onde a

diferenciacdo entre individuos se da pela diferenca na sequéncia de DNA
apresentado, quando comparado com uma sequéncia de DNA padrdo chamada de
Sequéncia de Anderson (Butler, 2001; Butler, 2010). Os diversos tipos de
polimorfismos de DNA podem ser aplicados em identificagdo humana e
mapeamento de genes de interesse clinico. Também podem ser utilizados em
estudos de filogenia quando se deseja agrupar duas ou mais populacbes em
funcdo das suas frequéncias alélicas ou da similaridade das sequéncias (Butler,
2001).

Enquanto os cromossomos autossomicos sao herdados de ambos os
progenitores e 0s materiais paterno e materno podem ser “embaralhados” na
recombinacdo meidtica, o0 cromossomo sexual Y ndo sofre recombinacdo em mais
de 90% de sua extensdo, a chamada NRY (non recombining portion of the Y) e &
transmitido pelo pai somente a seus filhos homens. A Unica fonte de variagdo nessa
regiao é representada pelas mutacdes que se acumulam gradativamente (Hammer
et al., 1996).

Técnicas Moleculares

A técnica molecular mais utilizada para analisar os marcadores genéticos,
em identificagdo humana, € a PCR (Polimerase Chain Reaction). A PCR foi descrita
primeiramente em 1985 por Kary Mullis, sendo modificada e refinada nos anos
recentes. O processo da PCR é similar ao processo de replicagdo do DNA. A



molécula de DNA, contendo o segmento a ser amplificado, é aquecida brevemente
para desnatura-lo. Depois € resfriado na presenca de grande excesso de
oligonucleotideos, que s&o iniciadores sintéticos denominados de primers,
formando a etapa de hibridacdo. Os iniciadores séo sintetizados, cada um
complementar a uma sequéncia curta de uma fita do segmento de DNA,
posicionada logo além da extremidade da sequéncia a ser amplificada, sendo
usados, como citado anteriormente, como iniciadores do processo de amplificacao.
(Mullis et al., 1994).

A PCR possui vantagens sobre as outras técnicas moleculares como as
RFLPs e por isso ganhou uma larga aceitagdo na comunidade cientifica. A
vantagem primaria da amplificacdo pela PCR é que quantidades de amostras de
DNA téo pequenas quanto 1 fentograma podem ser analisadas. Este fato faz com
gue a analise de fios de cabelo e saliva em pontas de cigarros seja possivel usando
a PCR. A necessidade de pouca amostra para analise por PCR faz dela util para
amostras degradadas, onde a grande parte de DNA € degradada, deixando apenas
poucos fragmentos pequenos para andlise. E importante salientar que, pelo fato da
PCR necessitar de pequenas amostras para o teste, uma outra parte da amostra
original pode ser testada por outros laboratorios, satisfazendo um segundo controle
dos resultados obtidos. A aplicacdo da analise do DNA para ciéncia forense € um
mero aspecto da vasta implicacdo bioldgica que a ciéncia oferece (Hourn et al.,
1989; Mullis et al., 1994; Melson et al., 1994).

Em relagdo as analises de vinculo biolégico, tem-se muitos marcadores
genéticos que sdo passiveis de serem utilizados, tanto em cromossomos
autossOmicos quanto em cromossomos sexuais. A combinacédo destes marcadores
STRs autossémicos com outro marcador que avalia qual o sexo em questéo,
chamado amelogenina, representam no momento, 0 aspecto mais popular em

relacdo a identificagdo humana, utilizando o DNA (Butler, 2001) (Butler et al 2010).
Banco de Dados

A formacédo do povo brasileiro resulta de um prolongado processo de alta
miscigenacgao bioldgica e cultural, devido a extrema variabilidade de seus grupos
étnicos originais e a sua distribuicdo por toda uma gama de condicbes ambientais.



Os brasileiros compdem uma das mais heterogéneas populagdes do mundo, sendo
resultado de cinco séculos de cruzamento interétnicos entre povos de trés
continentes: o0s colonizadores europeus, representados principalmente por
portugueses; escravos africanos e nativos americanos(indigenas). Este fato gerou
uma identidade nacional singular e um povo marcadamente mestico, na aparéncia
e na cultura (Penna, et al., 2002)( Alves-Silva, 2000).

A colonizacéo brasileira foi principalmente formada pela unido de individuos
do género masculino europeus, com individuos do género feminino representados
por indigenas e africanos (Carvalho-Silva, 2001; Salzano, 2002). Um outro estudo
recente revelou que na populagéo brasileira, os haplétipos do cromossomo Y, sao
indistinguiveis dos haplétipos representados pelos primeiros imigrantes

portugueses (Carvalho-Silva, 2006).

Em 1808, a familia real chega ao Brasil, iniciando um fluxo migratorio de
familias européias. O Brasil recebeu grandes contingentes de familias de
portugueses, italianos, espanhois, alemaes, japoneses, sirios e libaneses, que

participaram do processo de mistura racial. (Ribeiro, et al, 1995)

A colonizacéo do Estado do Parana teve uma contribuicéo significativa pela
migracao de descendentes europeus, 0s quais datam de 1802 até a década de 50.
Entre o periodo de 1875 a 1950, cerca de 5 milhdes de europeus imigraram para o
Brasil, permanecendo a sua maioria nos estados do sul do pais. Um total de 80%
dos imigrantes veio de Portugal, Italia, Espanha e Alemanha. Muito embora estes
grupos de imigrantes europeus fossem etnicamente heterogéneos, seus
descendentes ao contrario sao relativamente homogéneos e hoje eles sédo
encontrados primariamente no sul do pais, nos estados do Parana (PR), Santa
Catarina (SC) e no Rio Grande do Sul (RS). No Parana, 70,3% da populacao é
euro-descendente, e 3% consistem em brasileiros afrodescendentes. Atualmente,
brasileiros de origem europeia constituem 49,4% da populacéo total, 42,3% sao
constituidos de raca-misturada, 7,4% formado pelos brasileiros africanos e 0,8%

constituidos por asiaticos e amerindios (Faucz et al., 2010).

Os Bancos de dados de frequéncias alélicas séo utilizados para mensurar a
raridade do perfil genético na populacédo em estudo, para dar suporte as estimativas



de probabilidades utilizadas em testes de vinculo biolégico genético. Saber a
frequéncia que um determinado alelo ocorre na populagdo em estudo € o ponto

fundamental para estabelecer vinculos genéticos biolégicos (Bucketon et al., 2005).

Em testes de vinculo biologico, para elaboracdo dos calculos estatisticos de
probabilidade de inclusdo de parentesco, faz-se necessario a utilizagdo de tabelas
com frequéncias alélicas adequadas. Isto significa que uma populacdo de pessoas
tomadas ao acaso e de mesma etnia foi genotipada, que o tamanho da amostra é
suficientemente grande para favorecer as frequéncias génicas com um erro minimo
nas estimativas dos alelos do sistema e que o homem testado e o pai bioldgico
pertencam a mesma populagéo.

Atualmente alguns kits comerciais estdo disponiveis como o Identifiler™
(Life Technologies), o Power-Plex 16 ™(Promega Corporation) que juntos
conseguem formar um perfil genético com 15 loci autossémicos informativos. Estes
sistemas tornam as analises de investigacao de vinculo biolégico mais acessiveis,

permitindo sua utilizagcdo em grandes rotinas laboratoriais.

No Brasil existe uma escassez de estudos populacionais de frequéncias
alélicas de STRs autoss6micos, levando-se em conta as dimensdes continentais do
nosso pais. Alguns trabalhos envolvendo um banco de dados de frequéncias
alélicas de STRs autossémicos, foram descritos em populacées do Rio Grande do
Sul (Leite et al., 2005), de Sao Paulo (Bydlowski et al., 2002), do Rio de Janeiro
(Gobes et al., 2003; Silva et al., 2004), de Minas Gerais (Castollo et al., 2008) e do

Brasil envolvendo as 5 regifes (Gratapaglia et al., 2.000; Poiares et al., 2009).

Em conjunto com estes potentes marcadores autossdémicos, um nuamero de
STRs especificos do cromossomo Y, estdo disponiveis para avaliar a heranca
patrilinea. O primeiro Y-STR (STR especifico do cromossomo Y) descrito foi o locus
Y27H39, conhecido atualmente como DYS19 (Rower, 1992). Logo em seguida, um
namero crescente de Y-STRs foram sendo descritos. A aplicabilidade destes
polimorfismos Y-STRs foi demonstrada em varias situacdes: Testes de investigacao
de paternidade; identificacdo de restos mortais em desastres em massa; estudos

evolutivos envolvendo migracdo e formacdo populacional; estudos forenses
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envolvendo evidéncias de ataque sexual e casos contendo misturas de DNA
masculino-masculino e masculino-feminino (Corach et al., 2001; Butler, 2002).

Cerca de 25 Y-STRs ja foram descritos e seus haplotipos estudados, sendo
formado uma rede de bases de dados referéncia, de populacdes européias e norte-
americanas, disponiveis on-line (Rower et al., 2000). Padronizacfes de protocolos
e estudos de validacdo para os Y-STRs foram feitos, mobilizando intensivas
estratégias de cooperacao dos laboratérios no mundo todo. Diferentes plataformas
foram empregadas para tipagem dos Y-STRs como a coloracdo com sais de prata

e a deteccdo fluorescente em sequenciadores automaticos (Butler, 2001).

Atualmente alguns kits comerciais estao disponiveis como o Y-Plex 6™, o
Y-Plex 5 ™ e 0 Power Plex® Y System. O Y-Plex 5 e 0 Y-Plex 6 sdo fabricados pela
Reliagene Technologies. INC, que juntos conseguem formar um hapl6tipo com dez
loci informativos. O Power Plex® Y System é fabricado pela Promega Corporation e
perfaz um haplétipo com 12 loci informativos. O sistema AmMpISTR Y-filer ® é
fabricado pela Applied Biosystems e amplifica 17 loci informativos (Mulero et al.,
2006). Estes sistemas tornam as andlises de investigacdo de vinculo bioldégico mais
acessiveis, permitindo sua utilizagdo em grandes rotinas laboratoriais (Reliagene,
2003; Promega, 2004; Mulero et al., 2006).

Os Y-STRs representam marcadores de linhagem paterna, passando de
geracdo para geracdo sem mudancas, exceto em eventos mutacionais. Sendo
assim, a informacao genética de cada marcador é relatada em forma de haplatipos,
devido a existéncia de apenas um alelo por locus por individuo, diferentemente dos
genotipos observados nos marcadores autossémicos. Devido aos marcadores do
cromossomo Y estarem ligados a0 mesmo cromossomo, Ou Seja, Nao ocorre uma
divisdo da herdabilidade de geracao para geracao, os calculos estatisticos, para se
obter uma probabilidade de relacdo de vinculo biolégico, ndo podem envolver a
regra dos produtos, pois os haplétipos sdo de carater ligado e segregados
conjuntamente.

Segundo Evett e colaboradores em 1998 e Brenner et al 1990, os
parametros estatisticos gerados a partir do banco de dados dos STRs

autossdmicos sao:
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Razao de Verossimilhanca (Matching Probability) - representa o numero
de individuos que devem ser examinados antes de se encontrar o mesmo perfil de

DNA em um individuo selecionado aleatoriamente na mesma populacéo;

Poder de Discriminagcdo: representa a porcentagem de individuos que o0s
marcadores moleculares genéticos podem discriminar em relagdo a populacao

estudada. Matematicamente se expressa em 1 — a Razé&o de Verossimilhanca,

Poder de Exclusdo: refere-se a capacidade de um teste genético para
excluir um homem da possibilidade de paternidade biologica, ou seja, utilizando os
marcadores moleculares, loci génicos, qual a probabilidade de se enxergar uma

excluséo;
Heterozigozidade: frequéncia de heterozigotos na populacgéo;
Homozigozidade: frequéncia de homozigotos na populacéo;

Valores de Probabilidade P para o teste exato do Eq uilibrio de Hardy-
Weinberg: permite saber se os alelos representados pela populagao estédo sendo

herdados aleatoriamente, seguindo as leis de Mendel,

Andlise Molecular da Variancia (AMOVA) — Valores de Fst e Rst:
descreve a propor¢do de variancia dentro de uma espécie devido a subdivisdo
populacional e é inversamente proporcional ao fluxo génico. Valores baixos de Fst
e Rst indicam que a maior parte da diversidade ocorre entre individuos da mesma
populacdo, sendo considerado que valores abaixo de 0,05 correspondem a pouca
diferenciacdo dentro da populacdo. Valores entre 0,05 e 0,15 apresentam
diferenciacdo moderada, entre 0,15 e 0,25 apresentam grande diferenciacdo e
valores acima de 0,25, denotam uma diferenciacdo genética muito elevada (Balloux
et al., 2002).

Os parametros estatisticos gerados a partir do banco de dados dos STRs

do Cromossomo Y podem ser definidos segundo Nei (1987) em:

Frequéncia haplotipica: representa o nimero de vezes que o haplétipo foi

observado na populacéo;

Diversidade Geénica: representa a probabilidade de dois individuos

tomados ao acaso possuirem alelos diferentes para o mesmo locus;

12



Diversidade Haplotipica: representa a probabilidade de que dois
haplétipos tomados ao acaso sejam diferentes. Para o cromossomo Y a diversidade
haplotipica € numericamente idéntica ao parametro usado para 0S CromossSomos

autoss6micos que € o Poder de Discriminacao.

Com base nas informagdes apresentadas e na inexisténcia de estudos
relacionados a montagem de um banco de dados de frequéncia alélica de STRs
autossbmicos e haplotipica de Y-STRs no Parana e a escassez destes estudos no
Brasil, o presente trabalho pretende elaborar este banco de dados com a finalidade
de determinar as frequéncias alélicas, haplotipicas e a eficiéncia dos parametros
estatisticos a partir dos dados populacionais, verificando se a utilizacdo destes
marcadores genéticos sdo uma estratégia relevante para identificacdo humana

forense.
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ARTIGO 1

STR data for 15 autossomal STR markers from Parand  (southern Brazil)
Hemerson Bertassoni Alves™, Fabio P. das Neves Leite °, Karin Braun®, Leandro K. Guidolin®,
Renato Dall'Stella, Maria Madalena Tomen®, , Marcelo Malaghinib, Vanessa Santos Sotomaior ¢ ,
Fabio Rueda Faucz®.

®Laborat6rio de Genética Molecular Forense do Instituto de Criminalistica, Curitiba, Brazil
® Laboratério de Genética Molecular Forense do Instituto de Criminalistica, Curitiba, Brazil
¢ Universidade Federal do Parana
d Laboratory of Molecular Genetics, Group for Advanced Molecular Investigation, Graduate Program
in Health Science, Center for Biological and Sciences, Pontificia Universidade Catolica do Parana,
Curitiba -PR, Brazil.
¢ Instituto Geral de Pericias, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil

ABSTRACT

Allele frequencies for 15 STR autosomal loci (D8S1179, D21S11, D7S820, CSF1PO,
D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D2S1338, D19S433,VWA,TPOX, D18S51, D5S818 and FGA)
included in the AmpFISTR® Identifiler™, were obtained from a sample of unrelated individuals from
Parana (southern Brazil). The expected performance of these loci for personal identification and

paternity testing in the population of Parana was also estimated.

Population
820 admixture, unrelated and healthy individuals from the southern Brazilian State of Parana (Figure
1).

Extraction
DNA was extracted from peripheral blood samples by Chelex procedure® [1].

PCR
0,125ng/uL target DNA, according to the manufacture’s instruction (Identifler ™ PE Applied
Byosystems).

Typing

Capillary sequencer ABI 310 and reference sequence ladders (PE Applied Biosystems).

Results
The allele frequencies and statistical parameters for the 15 STR analyzed are shown in Table 1.

Quiality Control
Proficiency testing of the GEP-ISFG.

Analysis of Data
Forensic efficiency parameters were estimated using Powerstats [2], and the Hardy-Weinberg
equilibrium deviation was calculated by GENEPOP [3].
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Table 1

Allele frequencies and statistical parameters in @opulation sample from Parana, Brazil

Allele? D8S1179

(N:820)

0.013
0.007

10 0.080
11 0.073
12 0.123

13 0.280
13.2

14 0.242
14.2

15 0.148
15.2

16 0.026
16.2

17 0.007
17.2

18 0.001
18.2

19

19.2

20

20.2

21

21.2

22

22.2

23

23.2

24

24.2

25

25.2

26

27

28

29

30

30.2

31

31.2

32

32.2

33

33.2

34

34.2

35

36

37

P 0.6991
MP 16.8
PD 0.94
PE 0.606
TPI 2.55
Hom 19.6%
Het 80.4%
PD Comb.
PE Comb.

D21S11
(N:820)

0.003

0.002
0.001
0.020
0.129
0.220
0.246
0.037
0.057
0.120
0.010
0.105
0.003
0.037
0.002
0.002
0.004
0.002
0.001

0.568
22.65
0.96
0.67
3.08
16.2%
83.8%

D7S820

(N:820)

0.016
0.139
0.106

0.273
0.254
0.184

0.027

0.001

0.606
13.9
0.928
0.586
241
20.7%
79.3%

0.9999999999999999751
0.9999993281

CSF1PO D3S1358

(N:820)  (N:820)

0.010
0.011
0.021

0.275
0.273
0.340

0.062

0.007

0.0549
8.3
0.880
0.426
1.66
30.1%
69.9%

0.001
0.001

0.002

0.095

0.309

0.273

0.190

0.123

0.008

0.7783
10.8
0.907
0.73
2.33
21.5%
78.5%

THO1 138817 D16S539 D2S1338 D19S433

(N:820)  (N:820)

0.001
0.210
0.260
0.120
0.143
0.253
0.013

0.8533

12.7
0.921
0.581
2.38
21.0%
79.0%

0.001
0.105
0.098

0.045
0.271
0.290

0.137

0.052

0.001

0.4909
14.5
0.931
0.570
2.32
21.6%
78.4%

(N:820)  (N:820)  (N:820)
0.001
0.017
0.132
0.088 0.005
0.287 0.013
0.275 0.096
0.008
0.174 0.255
0.044
0.025 0.285
0.026
0.001 0.147
0.062
0.046 0.035
0.017
0.215 0.002
0.002
0.088
0.129
0.111
0.059
0.062
0.128
0.082
0.068
0.012
0.001
10.38 0.0583  0.0574
12.7 37.3 15.9
0.922 0.973 0.937
0.561 0.705 0.676
2.27 3.45 3.13
22.1% 5%4. 16.0%
77.9% 5%5. 84.0%

VWA  TPOX  D18S51  DIBS8
(N:820)  (N:820)  (N:820)  (N:820)
0.005
0.014
0.002 0.029
0.463 0.009
0.122 0.001 0.049
0.064 0.011 0.057
0.003 0.268 0.009 0.338
0.001 0.062 0.138 0.329
0.005 0.001 0.113 0.174
0.073 0.149 0.012
0.129 0.163 0.003
0.267 0.130 0.001
0.276 0.130
0.168 0.062
0.063 0.048
0.012 0.023
0.005 0.014
0.007
0.001
0.5896  0.5533  0.228 0.1613
401 71 36.2 8.8
0.929 0.859 0.972 0.887
0.622 0.399 0.688 0.504
662 156 3.25 1.97
18.8%  32.0%  14.4%  25.4%
812%  68.0%  84.6%  74.6%

MP: Matching Probability expressed as 1 in...; PD: Power of Discrimination; PE: Power of exclusion;TPI: Typical Paternity Index; Hom:
Homozygotes; Het: Heterozygotes; N=number of individuals typed
P=Probability values of exact test for Hardy-Weinberg equilibrium; PD comb: Power of Discrimination combined; PE comb: Power of

Exclusion Combined;

16

FGA
(N:820)

0.001
0.003
0.007
0.077
0.107
0.159
0.147
0.169
0.147
0.108
0.054
0.013
0.005
0.001
0.002

0.001

0.00¢
325
0.969
0.697
3.36
14.9%
85.1%



Other Remarks:

All the analyzed loci reached the Hardy-Weinberg equilibrium after the Bonferroni correction. To
address the possibility of genetic structuring, our data was compared with other published data, from
African [4], European [5] [6], Argentinean [7] and Brazilian [8] [9] populations. For this purpose,
pairwise Fst values were estimated using the Arlequin software [10]. Our data presented significant
differences (p>0.05) only when compared with the Guinea Bissau data [4]. For the rest of the
comparisons, no significant differences were found. In summary, based on the allele frequencies and
statistical parameters for the AmpFISTR Identifiler system presented herein, the combination of
these 15 STR loci presents a powerful strategy for individual identification and parentage analyses
for this Brazilian population. This paper follows the guidelines for publication of population data

requested by the journal [11].
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Announcement of Population Data
Haplotype diversity of 17 Y-chromossome STRs in Pana (southern
Brazil)

Hemerson Bertassoni AveRinaldo W. Pereifa Junia G. Scoufo Vanessa Santos Sotom&jdfabio Rueda
FauczZ.

¥ aboratorio de Genética Molecular Forense do listitle Criminalistica, Curitiba, Brazil
® Programa de Pés-Graduacéo em Ciéncias GendmBiaseenologia, Universidade Catélica de Brasilia
Brasilia DF, Brazil
‘Laboratory of Molecular Genetics, Group for Advamhddolecular Investigation, Graduate Program in keal
Science, Center for Biological and Sciences, PiaigifJniversidade Catolica do Parand, Curitiba -BRzil.

Population
Two hundred sixty three admixture, unrelated &edlthy males randomly sampled from publicy funded
paternity casework in the southern Brazilian Stdtearana (Figure 1).

Extraction
DNA was extracted from peripheral blood samplesgi€helex® [1]

PCR amplification
The PCR was performed according to the manufactinstruction (AmpFIRTR Yfiler™ PCR amplification
kit, Applied Byosystems) using 1-2 ng of templatd /&

Typing of STRs:

Typing was performed in an ABI Prism 310 geneti@lgrer using Genescdrand Genotypér Analysis
Sotwares. Allele Calling was based on comparisoth whe allelic ladders provided in the AmpFIRTR
Yfiler™ PCR amplification kit (Applied Byosystemshfter automatic allele calling, all electropheragrs
were visually inspected and allele calls verified.

Quality Control
Proficiency testing of the GEP-ISFG Working Groop the minimal haplotype STRs, between 2002-2007.

Analysis of Data

Haplotype frequencies were estimated by gene aogintiaplotype diversities and the analysis of maligr
variance (AMOVA) were performed using the Arlequrll software. [2] For population comparisons data
was inputted excluding locus locus DYS3851/1l ambtsacting the number of repeats in DYS389I from th
number of repeats in DYS389Il. The AMOVA was calr@ut based ondgenetic distances. [2]

Acess to the data:
The raw data worksheet and the Arlequin input files available upon request on the corresponditiau

Results:

A total of 247 different haplotypes were observ@84 unique, 11 with two occurrences, 1 with three
occurrences and 1 with four records. (Table 1)eAsected an increased number of different haplatypere
observed with increasing number of STRs analyzéd8 ®ith the 9-loci minHt, 214 with the 11 loci
SWGDAM panel (minHt plus DYS438 and DYS439), 218hwi2- loci Power PIEXY system kit (SWGDAM
plus DYS437) and 247 with the AmpFIRTRrfiler™ STRs 17-loci panel. The 17 loci combingdthe
AmpFIRTR® Yfiler™ showed a higher discrimination capacitgmhthe more commonly used panels based on
9,11 or 12 Y STRs. Table 1 show the allele fregie=nand the genetic diversity of the Y STRs arelyia the
Parana population sample. Table 2 presents thetyapl distribution of the Y-chromossome obtainedag
263 individuals analysed.

Other Remarks:
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Brazilian colonization was mainly formed from thaian of European Males with females represented by
Indian and African. This shows that the majority Yoichromosome haplotypes in contemporary Brazilian
population has a European origin. [3-4]. Anothererd study revealed that the Y-chromosome haplstgpe
indistinguishable from the first Portuguese immigsa [5]

Parana State’s colonization has an important mtdgraf people of European descent, which stanetig02
and decreased dramatically after 1950. From 187B&®, about 5 million Europeans immigrated to Byraz
settling mainly in the Southern states. A totaB0f6 of the immigrants came from Portugal, Italyai®pand
Germany. Although this European group was ethnidadterogeneous with a widespread admixture, Eamope
descendants are relatively homogeneous, and ttitayare found primarily in the South, such astates of
Parana(PR) and Santa Catarina (SC).In PR, 70.3%egfopulation is of European origin, whereas 3#sists

of African Brazilians[6]. Nowadays, Brazilians with European origin constitute 49.4% of total popofa
mixed-race 42.3%, African Brazilians 7.4%, Asiand &merindians 0.8%6]

In 1998, the State of Paran4, through the MoledBkametics Laboratory at the Institute of Crimingipgnique

in the whole state territory, began his routinelgsia in forensic DNA and paternity leave, and fate 2007,
introduced the markers of STRs Y chromosome.

Pairwise Rst analisys show that our data from tRepBpulation is not significantly diferent, aftepierroni
correction(P> 0.05) (Rst = 0,0021&ndP-value = 0.06256+-0.00782)om the whole Brazilians dataset of 17
Y-STR loci[7] [8].

However, there are not a huge number of publisted dased on 17 Y-STR loci, most of the data can be
analysed using minimal haplotype. We also compdBdpopulation, using minimal haplotype, with data
previously published frorBrazil [7], Brazil [9], Rio de Janeiro admixture[10], Santa_Cataring11], Black
from Rio Janeiro[12], Para admixture [13], Sdo Paul¢l4], Rio Grande do Sul8], Portugal Azores[15],
Mozambique[16], Cabinda[17], Colombian_Blac{18], Colombian_Caucasiafil9], Argentina [20],
Espain [21] and Portugal Central Region [15]. Pairwise Rst distances (in parenthesis) shoat PR
population, after Bonferroni correctiors@003, is not diferent from , Brazil [7]0,00278),Brazil [9] (-
0.00049) RJ admixture [10{-0.00166), Santa_Catarina[11D.00313) S&o Paulo[14{(0.00760) Rio Grande
do Sul[8] (0.00134) ortugal Azores [1%P.00207) Argentina[20] (0.00569), Spain[21](0.00998) and
Portugal Central Region[22P.01142) is Marginally different fromBlack from Rio Janeiro[12{0.04736)
Pard admixture[13] (0.03275) and Colombian_Caucasian[19{0.01884) is very divergent from
Mocambique[16](0.38078) Cabinda[17](0.37513)and Colombian_Black[18]0.19968) We also compared
PR population using data from YHRD http://www.ylmd), going to analyse 10 populations, which istaltof
1499 haplotypes. Parana, uploaded sample with agiotypes; Bahia, Brazil [Admixed Brazilian], poptibn
sample with 205 haplotypes; Belém, Brazil [Admix&dzilian], population sample with 400 haplotypBsa
Vista, Brazil [Admixed Brazilian], population saneplvith 49 haplotypes; Macapd, Brazil [Admixed Bliazi],
population sample with 51 haplotypes; Manaus, Bri&dmixed Brazilian], population sample with 77
haplotypes; Palmas, Brazil [Admixed Brazilian], ptggion sample with 30 haplotypes; Porto Alegrea#ir
[European], population sample with 46 haplotypeértd® Velho, Brazil [Admixed Brazilian], population
sample with 139 haplotypes Rio Grande do Sul, Bif&iropean], population sample with 255 haplotypes
Pairwise Rst distances (in parenthesis) show tRap@pulation, after Bonferroni correctior@005, is not
diferent from Bahia, Brazil [Admixed Brazilian], Maus, Brazil [Admixed Brazilian], Palmas, Brazil
[Admixed Brazilian], Porto Alegre, Brazil [EuropdarPorto Velho, Brazil [Admixed Brazilian] and Rio
Grande do Sul, Brazil [European], is marginallyfeliént from Boa Vista Brazil [Admixed] and very digent
from Belém[Admixed Brazilian]. This results indieat by the Rst values for 17 Y-STR loci as well gor
minimal haplotype, or even in the YHRD data basemf many populations in Brazil, that we can pdwm t
haplotypes of each State, became in a bigger ase¢abnd analyse it as a representative brazilipolgion.
The complete data of this relationship whit theueal of RsT and p, are avaible upon request of sporeling
author.

This paper follows the guidelines for publicatidrpopulation data requested by the journal. [22]
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ALELO

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
DG

Diversity

DYS19

0.1217
0.5323
0.2585
0.0647
0.0228

0.633

0.633

DYS389I

0.1293
0.6464
0.2205
0.0038

0.519

0.519

Total Haplotipic Diversity: 99,94%

For locus DYS385 I/ll genotype frequencies are show
Table 1 Allele frequencies and gene diversity datior the 17 Y-STR loci estimated from a sample of ZBunrelated healthy males from Parana State os Brdz

DYS389ll

0.0076
0.0114
0.1027
0.3916
0.2966
0.1293
0.0494
0.0114

0.731

0.731

DYS390

0.0646
0.0761
0.2395
0.5019
0.1065
0.0114

0.672

0.672

DYS391

0.0494
0.5057
0.4335
0.0114

0.556

0.556

DYS392

0.0038
0.4145
0.0456
0.4753
0.0570
0.0038

0.655

0.655

DYS393

0.0038
0.0076
0.1559
0.6882
0.1027
0.0380
0.0038

0.492

0.492

DYS437

0.0038
0.3840
0.5057
0.1065

0.588

0.588

DYS438

0.0760
0.2928
0.1635
0.4449
0.0228

0.686

0.686

DYS439

0.0988
0.3042
0.4525
0.1179
0.0228
0.0038

0.681

0.681

DYS448

0.0076
0.0494
0.4639
0.3346
0.1293
0.0114
0.0038

0.656

0.656

DYS456

0.0114
0.0875
0.4943
0.3118
0.0798
0.0152

0.646

0.646

DYS458

0.0418
0.1141
0.2624
0.2928
0.1749
0.0836
0.0304

0.795

0.795

DYS635

0.0076
0.0532
0.2015
0.1027
0.5209
0.0951
0.0190

0.668

0.668

YGATAH4

0.0266
0.3308
0.5627
0.0799

0.569

0.569

Haplétipos
10,11
10,13
10, 14
10, 15
11,11
11,12
11,13
11,14
11,15
11,16
11,17
12,12
12,14
12,13
12,15
12,16
12,17
13,13
13,14
13,15
13,16
13,17
13,18
13,19
13,21
14,14
14,15
14,16
14,17
14,18
14,19
15,15
15,17
15, 16
16, 16
16,17
16,18
16, 19
16, 20
16,24
17,17
17,18
17,19
17,20
18,18
18,19
18,21

23

DYS385 I/11
0.0038
0.0038
0.0152
0.0076
0.0152
0.0267
0.0267
0.3194
0.0723
0.0076
0.0038
0.0076
0.0457
0.0114
0.0038
0.0038
0.0076
0.0076
0.0532
0.0114
0.0380
0.0076
0.0114
0.0076
0.0038
0.0304
0.0190
0.0190
0.0190
0.0038
0.0038
0.0228
0.0190
0.0152
0.0152
0.0380
0.0152
0.0076
0.0038
0.0038
0.0076
0.0038
0.0076
0.0038
0.0038
0.0076
0.0076

0.881
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RESULTADOS E DISCUSSAO ADICIONAIS
BANCO DE DADOS DOS STRs AUTOSSOMICOS

Em 1998, o Estado do Parana, por meio do Laboratorio de Genética
Molecular Forense do Instituto de Criminalistica, Unico em todo territorio estadual,
comecou a sua rotina de anélises em DNA de casos criminais forenses, utilizando
somente os marcadores STRs autossomicos. Em 2007, iniciou-se entdo a rotina
com os marcadores uniparentais do cromossomo Y, onde atualmente fazem parte

juntos, do arsenal analitico do laboratorio.

Neste estudo foram analisados 820 perfis genéticos de marcadores STRs
dos cromossomos autossémicos e 263 perfis genéticos de marcadores STRs do
cromossomo Y, perfazendo um tamanho amostral adequado para caracterizar a
variabilidade genética da populacdo do Estado do Parana. Os perfis genéticos
foram gerados pelo Laboratério de Genética Molecular Forense do Instituto de
Criminalistica, de individuos sadios, nao relacionados, miscigenados e que residem
em diferentes regides do Estado do Parana. Estes individuos se submeteram a
coleta de sangue venoso para realizacdo dos testes de Investigacdo de
Paternidade, assinando o termo de autorizacdo para coleta de material biologico,
conforme apresentado no item 06 Anexos da tese. Este trabalho foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da PUC-PR e aprovado segundo o parecer n°
0003496/20009.

O banco de dados de frequéncia alélica para caracterizacdo da
variabilidade genética da populacdo do Estado do Paran& por meio dos marcadores
STRs, foi constituido por meio da analise de 15 loci microssatélites autossémicos,
utilizando o conjunto comercial AmpFl STR® Identifiler PCR Amplification:
CSF1PO, FGA, TPOX, THO01,VWA, D3S1358,D5S818, D7S820, D8S1179,
D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, D21S11, D2S1338, D19S433.

O levantamento da distribuicdo alélica revelou que os loci com maior e
menor numero de alelos foram respectivamente, o D21S11 com 19 alelos e o THO1
com 8 alelos. A maior frequéncia alélica observada foi a do locus TPOX, alelo 8,

constituindo um valor de 0,496.
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Os resultados relativos aos calculos de Poder de Discriminacao(PD)
demonstram que os loci com o maior poder de discriminacdo séo: D2S1338 (0,93),
D18S51(0,972), D21S11(0,96) e FGA (0,96). O locus com o menor PD observado
foi o TPOX (0,859). O Poder de Discriminacdo combinado para os 15 loci STRs
analisados foi de 0,9999999999999999751.

Os resultados relativos aos célculos de Poder de Exclusdo (PE)
demonstram que os loci com o maior poder de exclusdo sdo: D2S1338 (0,705),
FGA (0,69), D18S51 (0,688) e D21S11 (0,67) O locus com o menor PE observado
foi o TPOX (0,399). O Poder de Exclusdo combinado para os 15 loci STRs
analisados foi de 0,9999993281.

Todos os loci analisados estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, segundo
os dados apresentados pelo valor da probabilidade P, utilizando o teste exato de

Fischer (P>0,5), ap0s a correcdo de Bonferroni.

A possibilidade de ocorréncia de sub-estruturacdo genética na populagéo
do Estado do Parana foi testada comparando os valores estimados de Fst entre as
frequéncias alélicas da Populacdo do Parana com uma populacdo Africana, duas
populacbes Européias, uma populagcdo da América do Sul e duas populagbes
Brasileiras. Os dados apresentados pelos valores de Fst apresentaram diferenca
significativa (P>0,05) apenas comparado com a populagdo Africana da Guiné
Bissau. Para o resto das populagcbes nenhuma diferenca significativa foi
encontrada, caracterizando assim uma auséncia de sub-estruturacdo genética na

populacdo do Estado do Parana, se comparado com as demais populagdes.

Finalmente os parametros forenses calculados mostraram que o banco de
dados de frequéncia alélica dos STRs autossémicos do Parana, é uma ferramenta

util para identificacédo pessoal, justificando o seu uso no Estado.

26



BANCO DE DADOS DOS STRS DO CROMOSSOMO Y

A analise dos 263 perfis genéticos de marcadores STRs do cromossomo Y,
demonstraram um total de 247 haplétipos diferentes, sendo 234 unicos, 11 deles
com duas ocorréncias, 1 haplétipo com trés ocorréncias e 1 deles com quatro
ocorréncias. Quando analisado em composicdo de quatro sistemas genéticos
comumente utilizados pela comunidade forense, observou-se como esperado um
aumento no numero de diferentes haplétipos, com um aumento do numero de
STRs analisados: 196 haplotipos diferentes utilizando 9 loci génicos Haplétipo
Minimo— minHT (DYS19, DYS385, DYS389I e Il, DYS390, DYS391, DYS392 E
DYS393); 214 hapldétipos unicos com 11 loci génicos Painel SWGDAW (minHT
mais DYS438 e DYS439); 218 hapldtipos unicos com 12 loci génicos — Kit Power
Plex Y® System (SWGDAM mais DYS437) e por Ultimo, 247 haplétipos diferentes
com 17 loci génicos — Kit Yfiler ® (Butler et al., 2003; Schoske et al., 2003; Rower et
al., 2001). Os 17 loci combinados mostraram uma capacidade de discriminacao
superior aos sistemas genéticos utilizados: minHT, SWGDAM, Power Plex Y

System e o Identifiler, devido a um nimero maior de haplétipos Unicos gerados.

A Tabela 1, referente ao artigo 2, encontrada nos anexos permitiu calcular a
frequéncia dos haplétipos unicos (0,004), a frequéncia dos haplétipos com 2
ocorréncias (0,008), a frequéncia dos hapldtipos com 3 ocorréncias (0,011) e a
frequéncia dos haplotipos com 4 ocorréncias (0,015) necessarias para calcular a
diversidade haplotipica que apresentou um valor de 99,94%. Este valor indica a
probabilidade de dois individuos, ndo aparentados, escolhidos ao acaso da

amostra, apresentar haplétipos diferentes.

As baixas frequéncias haplotipicas encontradas aumentaram a
probabilidade de dois haplétipos tomados ao acaso serem diferentes, o que tornou
a diversidade haplotipica elevada. Isso demonstra que os 17 marcadores STRs do
cromossomo Y, testados para populacdo do Estado do Parana, se prestam como
uma excelente ferramenta molecular em identificacdo humana, mostrando-se

bastante informativo.
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A Tabela 1 do artigo 2, que se encontra no corpo desta tese mostra que as
frequéncias dos alelos em cada um dos 17 loci Y-STRs refletem diferentes
diversidades génicas entre os marcadores. A diversidade génica de um
determinado locus informa o potencial deste marcador em discriminar individuos de
uma populacdo. O Locus DYS385 a/b, foi o marcador mais informativo, apresentou
a maior Diversidade Génica (0,881). Este era um resultado esperado, pois o locus
duplicado DYS385 é um dos marcadores mais informativos do cromossomo Y
(Niederstatter et al., 2004). Este marcador consiste de dois loci de microssatélite
separados por aproximadamente 40 Kb. Tais loci sdo tipicamente amplificados em
conjunto, incluindo a regido flanqueadora, isto ocorre, devido a presenca de
sequéncias idénticas, imediatamente circundantes as duas copias do locus, o que
permite 0 anelamento dos primers simultaneamente em ambas as regides
(Gusmaéao, et al., 2005; Gill et al., 2001; Schneider et al., 1998). As frequéncias
foram estimadas para os haplotipos observados nesse locus conforme descrito na
tabela retromencionada. A maior Diversidade Génica entre 0s outros marcadores,
gue nao sdo duplicados, foi a do locus DYS458 (0,795). As duas menores
Diversidades Génicas foram registradas para os loci DYS393 (0,492) e DYS3891
(0,519).

Quanto maior for o nimero de marcadores utilizados e quanto menor for a
frequéncia alélica, mais raro sera o haplotipo encontrado. Se os hapldétipos forem
constituidos com marcadores com maior Diversidade Génica, possuirdo maior
Diversidade Haplotipica e consequentemente uma maior chance de excluir ou
incluir individuos relacionados em casos forenses ou de vinculo genético de

parentesco (Azevedo, 2006).
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A possibilidade de ocorréncia de sub-estruturacdo genética na populagéo
do Estado do Parana foi testada comparando os valores estimados de Rst entre as
frequéncias haplotipicas da Populacdo do Parand com algumas populacbes de
interesse. A analise pareada dos valores de Rst mostraram que os dados da
populacdo do PR ndo sdo significativamente diferentes dos dados referentes a
todas as populacdes brasileiras publicadas que utilizaram 17 marcadores STRs do
cromossomo Y (Rst = 0,00211 e P = 0,06256) (Pereira et al., 2007; Schwengber et
al., 2009).

No entanto, ndo existe um grande numero de publicagbes de bancos de
dados utilizando os 17 marcadores, sendo que a maioria dos dados populacionais

podem ser analisados com o Hapl6timo minimo minHT.

A populacdo do PR foi comparada utilizando o minHT, com os dados
previamente publicados para duas populacdes brasileiras (Pereira et al., 2007,
Gratapaglia et al., 2005); duas popula¢gbes do Estado do RJ (Goes et al., 2005;
Domingues et al., 2007); uma populacdo do Estado de Santa Catarina (Cainé et al.,
2005); uma populacdo de miscigenados do Estado do Para (Palha et al., 2006);
uma populacdo do Estado de S&o Paulo (Gois et al., 2008); uma populagédo do
Estado Rio grande do Sul (Schwengber et al., 2009); uma populacdo de
Mogambique na Africa (Sanches-Diz et al., 2003); e Cabinda também na Africa
(Alves et al., 2002); duas populacbes da Colbmbia, Caucasianos e
Afrodescendentes (Yunis et al., 2005); duas populacdes de Portugal (Carvalho et
al., 2003); uma populagado da Espanha (Martin et al., 2004) e uma populacédo da
Argentina (Fondevila et al.,, 2003). A analise pareada com o valor de Rst (em
parénteses), mostrou que as frequéncias haplotipicas da populacédo do PR, apos a
correcdo de Bonferroni (P<0,003) ndo sao diferentes das frequéncias haplotipicas
das populacdes brasileiras - Gratapaglia et al., 2005 (-0,00049) e Pereira et al.,
2007 (0,00245); da populagcéao do Rio de Janeiro Miscigenados - Goes et al., 2005 (-
0,00166); de Santa Catarina - Cainé et al., 2005 (0.00313); da populacdo de Sao
Paulo - Gais et al., 2008 (0,00760); do Estado do Rio Grande do Sul - Schwengber
et al., 2009 (0,00134); das duas populacbes de Portugal Carvalho et al., 2003
(0,00207 e 0,01142); da populagéo da Argentina - Fondevila et al., 2003 (0,00569)
e da populacdo da Espanha - Martin et al., 2004 (0,00998). Constatou-se ainda que
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h& uma diferenca marginal entre as frequéncias haplotipicas do PR se comparada
com as populagbes dos negros africanos do Rio de Janeiro - Domingues et al.,
2007 (0,04736); da populacdo de miscigenados do Para - Palha et al.,, 2006
(0,03275) e dos individuos Caucasianos da Coléombia - Yunis et al., 2005 (0,01884).
Ainda em relagdo as comparagfes das frequéncias haplotipicas, observou-se uma
grande divergéncia entre a populagcéo do PR com as populacdes de Mogcambique -
Sanchez-Diz et al., 2003 (0,38078); Cabinda - Alves et al., 2002 (0,37513) e a
populacdo dos Negros da Colombia - Yunis et al., 2005 (0,19968).

Além das andlises mencionadas anteriormente, foram comparadas, por
meio dos valores de Rst, populacfes das regides brasileiras, registradas no sistema
YHRD (http//www.yhrd.org). Os 247 haplotipos da populacdo paranaense foram
comparados com 10 populacdes de regides diferentes do Brasil, somando um total
de 1499 hapldtipos, das seguintes regibes: 205 haplétipos de individuos
miscigenados da populacdo do Estado da Bahia; 400 haplétipos da populacdo de
individuos miscigenados da populacdo de Belém no Estado do Para; 49 haplotipos
de individuos miscigenados da populacdo de Boa Vista no Estado de Roraima; 51
haplétipos de individuos miscigenados da populacdo de Macapa no Estado do
Amapd; 77 hapldétipos de individuos miscigenados da populagdo de Manaus no
Estado do Amazonas; 30 haplétipos de individuos miscigenados da populagéo de
Palmas no Estado de Tocantins; 46 hapldtipos de individuos europeus da
populacdo de Porto Alegre no Estado do Rio Grande do Sul; 255 hapl6tipos de
individuos eurodescendentes da populagcédo do Estado do Rio Grande do Sul e 139
haplétipos de individuos miscigenados da populacdo de Porto Velho no Estado de
Rondobnia. A analise pareada com os valores de Rst, mostraram que as frequéncias
haplotipicas, geradas pelos STRs do cromossomo Y da populacdo do PR, apés a
correcdo de Bonferroni (P<0,005), ndo sao diferentes das frequéncias haplotipicas
observadas para as populacbes dos Estados da Bahia, Manaus, no Amazonas, em
Palmas, no Tocantins, em Porto Alegre no Rio Grande do Sul, em Porto Velho, em
Rondbnia e no Estado do Rio Grande do Sul. Na mesma andlise de sub-
estruturacdo, constatou-se que os dados de frequéncia haplétipica para populacao
deste estudo sdo marginalmente diferentes para populacao de Boa Vista no Estado
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de Roraima e Amap4, bem como, muito divergente para populacdo de Belém no
Estado do Para.

Estes resultados de Rst obtidos para os 17 loci STRs do cromossomo Y,
assim como os loci analisados no haplétipo minimo minHT e das populacdes
registradas no YHRD, indicam que existe a possibilidade de se juntar os hapl6tipos
de cada populacao referente a cada Estado, tornando-se um banco de dados de
frequéncia haplotipica grande e de significativa representatividade para populacéo

brasileira.

Uma vez estabelecido este banco de dados de frequéncia haplotipica para
0s STRs do cromossomo Y e que represente a populagdo brasileira, ou até mesmo
a populacéo estadual, os Laboratérios forenses do Brasil passariam a ter mais uma
ferramenta estatistica para estabelecer um vinculo genético de verossimilhanca em
casos criminais de violéncia sexual ou locais de crime diversos. Atualmente,
guando utilizados estes marcadores uniparentais para 0 cromossomo Y em casos
de violéncia sexual ou em locais de crime diversos e observa-se total
correspondéncia haplotipica entre a amostra questionada e a amostra referéncia,
as analises estatisticas ficam comprometidas, devido a inexisténcia deste banco de
dados. Nestes casos, estabelece-se apenas que a amostra questionada e a
amostra referéncia possuem o mesmo perfil genético e que compartilham a mesma
linhagem paterna uniparental. Além disso ndo podemos excluir um numero
desconhecido de homens nao relacionados biologicamente, como sendo doadores

da amostra questionada.

Buckleton e cols. (2005) e o NRC Il (National Research Concil 1) (1996)
desenvolveram um tratamento estatistico que visa mensurar o coeficiente de
verossimilhanca entre dois haplétipos homdélogos em casos criminais forenses e de
paternidade, para isto deve-se ter uma populacdo referéncia analisada com a
frequéncia haplotipica determinada. O coeficiente de verossimilhancga representa o
numero de individuos que devem ser examinados antes de se encontrar 0 mesmo

perfil de DNA em um individuo selecionado aleatoriamente na mesma populacéo.
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Exemplo Teorico 1, quando temos a ocorréncia do per  fil genético na

populacao:

Em uma populacéo referéncia que contenha 27773 individuos estudados,
ocorreu homologia entre os perfis genéticos da amostra questionada e referéncia.
Este perfil homélogo foi observado em uma frequéncia de 7 ocorréncias. Entdo 7
ocorréncias em 27.773 haplotipos, nés temos p = 0,000252 individuos. Aplicando a
formula (Buckleton et al., 2005; NRC Il, 1996) temos:

p+1.96 )M
N

252 252>
0.000252 1 1.96_[0-000252)A  0.000252)
27. 77

0.000252 + 0.000187 = 0.000439
0.044% (~1 in 2270)

Este coeficiente de verossimilhanca demonstra que o perfil genético
contendo os STRs do cromossomo Y comeca a se repetir aleatoriamente na
populacdo em aproximadamente 1 a cada 2270 individuos. Uma outra forma de
interpretar este resultado seria: “ Segundo os dados genéticos, é 2.270 vezes mais
provavel que o individuo referéncia seja o doador do material genético encontrado
na cena do crime do que qualquer outro individuo do género masculino, escolhido

aleatoriamente na populagéao.

Certamente este resultado do Coeficiente de verossimilhanca, para STRs
do cromossomo Y, se comparado com os coeficientes de verossimilhanca gerados
por STRs autossdmicos, € muito baixo, porém, quando temos perfis genéticos
gerados em ambos 0s sistemas genéticos e consequentemente produzidos dois
coeficientes de verossimilhanca, um para o sistema autossGmico e outro para o
sistema uniparental do Y, podemos juntar estes coeficientes pela multiplicacdo
simples dos mesmos tornando-se o0 numero final maior, 0 que ajuda

estatisticamente a compor o conjunto de provas mais robusto (Walsh et al., 2008).

Exemplo Tedrico 2, quando ndo temos a ocorréncia do perfil genético

na populacéo referéncia:
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Em uma populagéo referéncia que contenha 4.004 haplétipos estudados,
ocorreu homologia entre os perfis genéticos da amostra questionada e referéncia.
Este perfil homdlogo ndo foi observado na base de dados haplétipos STRs do
cromossomo Y, ou seja 0 ocorréncias em 4.004 individuos. Aplicando o tratamento
estatistico de Buckleton e cols. (2005) e NRC Il (1996) temos:

1-g¥N

Onde a=0,05 (nivel de confianca com 95% de certeza)

N (n°individuos na base de dados)

1-a'™ = 1-(0.05)"*%% = 0.000748

=0.075% (~1 in 1340)

Este coeficiente de verossimilhanca demonstra que o perfil genético
contendo os STRs do cromossomo Y comeca a se repetir aleatoriamente na

populacdo em aproximadamente 1 a cada 1340 individuos.

Exemplo Prético 1:

Caso registrado no protocolo do Instituto de Criminalistica Laudo n°
329.141, datado do ano 2009, o qual configura um crime de violéncia sexual, sendo
confrontadas as amostras questionada e referéncia, apresentando total homologia
nos 17 loci STRs do cromossomo Y. Concluséo extraida do Laudo:

“Devido as correspondéncias alélicas em homologia, observadas
entre a amostra Questionada e o Suspeito, nas regid es STRs do cromossomo
Y analisadas, conclui-se pela condi¢ao de Incluséo de Verossimilhanca entre
0 Suspeito e a Amostra Questionada, constituida pel a fracdo masculina do
conteudo vaginal retirado da vitima. Em observancia ao critério concluso
acima, temos a informar que devido a inexisténcia d e um banco de dados de
frequéncia haplotipica da populacdo brasileira, par a 0 sistema genético
utilizado, impossibilita calcular o coeficiente de verossimilhanca entre a

amostra evidéncia e o suspeito.”

Sendo assim, diante da conclusédo acima, aplicando populacéo referéncia

deste estudo, que contém 263 individuos estudados, ocorreu homologia entre os
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perfis genéticos da amostra questionada e referéncia. Este perfil homdlogo foi
observado em uma frequéncia de 01 ocorréncia . Entdo 01 ocorréncia em 263
haplétipos, nos temos P = 0,0038 individuos. Aplicando a formula de Buckleton e
colaboradores em 2005 temos um valor final para o coeficiente de

verossimilhanca de 1 em 89.

Isto significa dizer que os perfis genéticos obtidos na analise do caso,
permitem dizer ser 89 vezes mais provavel que o Suspeito seja o doador dos
residuos espermaticos encontrados na vitima, do que qualquer outro individuo do

género masculino, escolhido aleatoriamente na populacao.

Finalmente, de acordo com parametros forenses calculados, as inferéncias
estatisticas que apontam as distancias populacionais e a clara aplicacdo pratica
gerada, este banco de dados de frequéncia haplotipica dos STRs do cromossomo
Y, representativo da populagdo do Estado do Parang, é uma ferramenta util para
identificagdo humana, justificando sua utilizacdo local no Estado do Parana e num
futuro representar uma parte da populacao brasileira no conjunto formativo de um

banco de dados genético Nacional.
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Consideragﬁes Finais

35



CONSIDERACOES FINAIS

< A eficiéncia dos parametros estatisticos, gerados pelo banco de dados das
frequéncia alélicas dos cromossomos autossémicos, justifica sua utilizacédo

como populacéo referéncia no Estado do Parana.

<~ Nenhuma diferenca significativa foi encontrada, utilizando os valores de Fst,
caracterizando assim uma auséncia de sub-estruturacdo genética na

populacdo do Estado do Parana, se comparado com as demais populagdes.

< Observou-se eficiéncia do conjunto dos 17 Y STRs em identificar e
diferenciar individuos a partir dos parametros calculados como Diversidade

Haplotipica (99,94%) e a Diversidade Génica.

< A eficiéncia dos parametros estatisticos, gerados pelo banco de dados das
frequéncia haplotipicas dos Y-STR, justifica sua utilizacdo como populacéo

referéncia no Estado do Parana.

<+ Nenhuma diferenca significativa foi encontrada, utilizando os valores de Rst,
caracterizando assim uma auséncia de sub-estruturacdo genética na
populacdo do Estado do Parana, se comparado com as demais populacdes

brasileiras e estrangeiras.

<+ Contribuird para um futuro banco de dados populacional brasileiro com Y-

STRs, com a contribuicdo de todos os Estados, organizado pela SENASP.

<4 A possibilidade de insercdo, a partir deste banco de dados da nova
modalidade de se obter o Coeficiente de Verossimilhanca quando temos
apenas os marcadores Y-STR.

<+ A possibilidade de juncdo de dois Coeficientes de Verossimilhanca,
autossdmico e Cromossomo Y, ajudando a compor um conjunto de provas

mais robusto
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Anexo 1

AUTORIZACAO PARA COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Nés, abaixo-assinados e identificados declaramai fdos os fins de direito, que, nesta data de
, por livre e espontanea vontade, compaieceo Instituto de Criminalistica — sito na Avenid

Visconde de Guarapuavd, 8652, Centro, Curitiba/PR — para nos submeternwseia de material biolégico
visando a realizacdo de Laudo de Investigacdo dewd Genético. Declaramos ainda que estamos sigliate
realizagé@o de pesquisas envolvendo nossas amasirag,na elaboracdo de um Banco de Dados Popuécion
para o0 Cromossosmo Y e DNA mitocondrial, além de m@ submetemos a transfusdo sanguinea nos ultimos
120 dias, ou a transplante de células tronco-hguoéticas.
Mée
Documento Apresentado:
Grau de Parentesco com o suposto pai: Sim ( ) (Map Grau
Data de nascimento:
Local de nascimento:
Local de residéncia:
Classificacdo Etnica: ndo negra
Assinatura:

Requerente:

Documento apresentado: Certiddo de Nascimento
Termo: Livro: Folha:

Data de nascimento:

Local de nascimento:

Local de Residéncia:

Classificago Etnica: ndo negro

Assinatura do Responsavel:

Suposto Pai

Documento apresentado: Cédula de Identidade
Ndmero:

Data de nascimento:

Local de nascimento:

Local de Residéncia:

Classificagéo Etnica:

Assinatura:

Para uso interno

Os materiais hematoldgicos — coletados com proddessartaveis e identificados
na presenca dos solicitantes — foram enviados abotaso6rio de Genética
Molecular Forense deste Instituto, onde foram vViadas ao codigo de
identificagdo interna.

Responsav pela Colet:

Anexo 2:
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Haplotipos do Cromossomo Y de 263 paranaenses com base nos 17 loci Y STRs

do sistema AmMpFISTR® Yfiler®
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1 1 14 14 30 24 11 13 13 10 13 14 12 12 18 17 18 24 11
2 1 16 14 31 22 10 11 12 15 17 14 11 11 21 15 16 21 11
3 1 13 14 30 24 10 11 13 13 14 14 10 10 20 16 17 21 12
4 1 14 14 30 24 11 13 12 11 14 15 12 11 19 16 17 23 12
5 1 15 14 30 24 10 13 13 12 14 14 12 13 19 15 18 23 12
6 1 13 14 30 23 10 13 13 13 15 14 9 13 19 16 17 21 12
7 1 14 14 31 24 11 13 13 11 15 14 12 11 18 15 17 23 11
8 1 15 13 29 23 10 11 12 12 13 15 10 12 21 14 17 21 12
9 1 15 12 27 24 11 13 13 11 14 15 12 13 19 15 16 23 12
10 1 14 13 29 23 10 13 14 11 14 15 12 12 19 15 18 23 12
11 1 14 13 29 24 11 13 13 11 14 15 12 12 20 16 20 23 12
12 1 13 12 30 23 10 14 13 14 17 14 11 11 20 15 17 23 12
13 1 15 12 27 22 10 11 13 13 14 16 10 11 19 16 18 21 11
14 1 15 13 29 23 10 11 12 13 16 14 9 10 20 17 16 21 11
15 1 15 15 33 21 10 11 12 15 17 15 11 11 21 15 17 22 12
16 1 15 14 30 24 11 13 13 11 14 15 11 13 19 16 16 23 12
17 2 15 13 29 23 9 11 12 13 16 14 9 12 21 16 14 21 12
18 1 14 13 29 24 11 13 13 11 14 15 12 11 19 15 18 23 13
19 1 15 13 30 24 11 13 14 11 14 15 12 12 20 15 17 23 12
20 1 14 14 32 23 10 11 12 15 15 15 9 10 20 18 16 23 11
21 1 14 13 29 24 10 13 13 11 14 15 12 12 19 15 18 23 12
22 1 15 13 30 25 10 13 13 12 14 15 13 12 19 17 17 23 12
23 1 14 12 28 22 10 11 13 14 14 16 10 11 20 15 16 21 10
24 1 14 13 29 24 11 13 13 11 16 15 12 12 20 15 17 23 11
25 1 15 13 29 23 10 12 15 15 16 14 10 12 20 14 17 21 11
26 1 14 12 28 23 10 11 13 14 14 16 10 11 20 14 15 21 11
27 1 14 12 28 24 10 11 12 13 14 16 10 12 20 14 15 23 11
28 1 15 13 31 25 11 11 13 12 14 14 12 10 20 16 17 24 12
29 1 15 13 31 23 10 11 14 15 17 14 11 11 20 16 15 22 11
30 1 14 14 30 24 11 13 13 12 14 15 12 12 19 14 16 23 12
31 1 16 13 28 23 11 12 14 15 15 15 11 11 20 17 16 20 11
32 1 14 13 29 23 10 13 13 11 17 15 12 11 19 14 17 24 12
33 1 15 13 29 24 11 13 13 11 14 15 12 12 19 16 16 23 12
34 1 17 14 31 23 10 11 14 10 14 14 11 10 20 15 16 23 12
35 1 16 13 29 25 10 11 13 10 14 14 11 11 20 16 16 23 13
36 1 13 13 30 24 10 11 13 16 19 14 10 13 20 16 14 21 12
37 1 15 12 29 22 10 11 14 14 15 16 10 11 21 15 18 20 12
38 1 15 13 28 24 11 14 13 11 14 15 12 12 19 16 16 23 12
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