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RESUMO

Introducio - A genotipagem de repeti¢des curtas consecutivas do cromossomo Y (Y-
STRs) constitui uma poderosa ferramenta na pratica forense, complementando a analise
dos tradicionais marcadores STR autossomicos (AS-STR). Considerando que os Y-STR
constituem um haplotipo inico cujos loci estdo em forte desequilibrio de ligagdo, faz-se
necessario obter a frequéncia do hapldtipo Y-STR diretamente na populacao referéncia
da amostra em questdo. Desse modo, ¢ interessante a juncao de amostras brasileiras de
diferentes populagdes, para se obter um banco de dados brasileiro diversificado e
representativo de haplotipos Y-STR. Objetivos - Caracterizar a populagdao do Estado de
Mato Grosso (MT), Brasil, para 23 marcadores Y-STR; disponibilizar tais dados em
bancos forenses do cromossomo Y avaliar a eficiéncia forense do referido sistema e a
existéncia de subestrutura genética desta populacdo, comparada as demais do Brasil.
Casuistica e Métodos - Amostras de sangue de 200 homens residentes no Estado de
MT foram coletadas, seguidas da extracdo de DNA. A amplificacdo dos 23 Y-STRs
(DYS576, DYS3891, DYS448, DYS389Il, DYS19, DYS391, DYS481, DYS549,
DYS533, DYS438, DYS437, DYS570, DYS635, DYS390, DYS439, DYS392,
DYS643, DYS393, DYS458, DYS385, DYS456 ¢ Y-GATA-H4) foi realizada
utilizando-se o sistema PowerPlex® Y23 (PPY23) e submetidas a eletroforese capilar e
genotipagem para obtencdo dos perfis haplotipicos. Foram estimadas frequéncias
alélicas e haplotipicas, célculo de distancia genética par a par (Fsr € Rsr), andlise de
variacao molecular (AMOVA), além de teste de eficiéncia forense do sistema utilizado
(capacidade de discriminagdo e diversidade haplotipica). Resultados - Foram obtidos
197 haplotipos diferentes; 194 tnicos e trés observados duas vezes na populagdo. Os
marcadores DYS458 e DYS385 apresentaram alelos intermedidrios e a média da
diversidade genética de todos os /oci foi de 0,675. A andlise de distancia genética par a
par realizada com 22 populagdes brasileiras de origem miscigenada mostrou que apenas
20 (Fst) e 22 (Rsr) pares apresentaram valores P significantes, destacando populacgdes
da regido norte do Brasil, porém com valores de distancia genética considerados de
baixa diferenciacdo, confirmados nos graficos de escala multidimensional nao-métrica
(MDS), além da proximidade que existe da metapopulacao miscigenada com a europeia.
A andlise de varidncia molecular indicou 99,55% de variacdo genética dentro das
populagdes de diferentes regides geograficas do Brasil. Conclusdo — Ressalta-se a
homogeneidade genética na populacdo do Mato Grosso, com relacdo as populagdes de
origem miscigenadas distribuidas nas cinco regides geopoliticas do Brasil, além disso, o
sistema PPY23 mostra-se eficiente com capacidade de discriminacdo e alta diversidade
haplotipica.

Palavras-chave: Diversidade genética; Genotipagem; Y-STR; Estrutura populacional.
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ABSTRACT

Introduction - Genotyping of Y chromosome short tandem repeats markers (Y-STRs)
is a powerful tool in forensic practice, complementing the analysis of traditional
autosomal STR markers (AS-STR). Taking into accoung that the Y-STRs constitute a
single haplotype whose loci are in strong linkage disequilibrium, it is necessary to
obtain the frequency of the Y-STR haplotype directly in the reference population of the
sample in question. Thus, it is interesting to combine Brazilian samples from different
populations to obtain a diverse and representative Brazilian database of Y-STR
haplotypes. Objectives - To characterize the population of the State of Mato Grosso
(MT), Brazil, for 23 Y-STR markers; to make such data available in Y chromosome
forensic banks; to evaluate the forensic efficiency of this system and the existence of
genetic substructure of this population, compared to the others in the Brazil. Casuistic
and Methods - Blood samples from 200 males residing in the state of MT were
collected, followed by DNA extraction. The amplification of the 23 Y-STRs (DY S576,
DYS3891, DYS448, DYS389Il, DYS191, DYS391, DYS481, DYS537, DYS538,
DYS438, DYS437, DYS635, DYS390, DY S439, DYS392 DYS456 and Y-GATA-H4)
were performed using the PowerPlex® Y23 (PPY23) system and submitted to capillary
electrophoresis and genotyping to obtain haplotypic profiles. Allelic and haplotypic
frequencies, pairwise genetic distance calculation (Fsr and Rsr), analysis of molecular
variance (AMOVA), and forensic efficiency test of the system used (discrimination
capacity and haplotypic diversity) were accessed. Results — A total of 197 different
haplotypes were obtained; 194 unique and three observed twice in the population.
Markers DYS458 and DYS385 showed intermediate alleles and the mean genetic
diversity of all loci was 0.675. Peer-to-peer genetic distance analysis performed with 22
Brazilian populations of mixed origin showed that only 20 (Fs7) and 22 (Rsr) pairs had
significant P values, highlighting populations from the Northern region of Brazil, but
with genetic distance values considered to be low differentiation, confirmed in the non-
metric multidimensional scale (MDS) graphs, as well as the proximity of the
miscegenated metapopulation with the European one. Analysis of molecular variance
indicated 99.55% of genetic variation within populations from different geographic
regions of Brazil. Conclusion - It is emphasized the genetic homogeneity in the
population of Mato Grosso, in relation to the populations of mixed origin distributed in
the five geopolitical regions of Brazil, moreover, the PPY23 system is efficient with
discrimination capacity and high haplotypic diversity.

Key-words: Genetic diversity; Genotyping; Y-STR; Population Structure.
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1. INTRODUCAO

1.1 Identificacio Humana pela Analise do DNA

Identificagdo humana ¢ um processo no qual métodos técnicos-cientificos sdo
empregados para determinar a identidade de uma pessoa, através do estabelecimento de
um conjunto de caracteres que a individualize, fazendo-a igual apenas a si mesma. (!

Ao longo da historia, foram empregados diversos métodos de identificacao
chamados de “primitivos”, pois eram desprovidos de principios cientificos, os quais
cita-se apenas para referéncia: Nome, Ferrete, Mutilacdo, Tatuagem e Fotografia.
Atualmente, no ambito forense sdo utilizados alguns métodos cientificos aceitos
universalmente para identificacdo, tais como: Sistema Odontolégico de Amoedo,
Sistema Papiloscopico de Vucetich e Exames Genéticos. -2

Com relagdo aos exames genéticos tem-se a analise de marcadores do acido
desoxirribonucleico (DNA), uma ferramenta indispensavel na pratica forense,
auxiliando de forma imensuravel tanto nas questdes de identificacao civil como nas de
identificacdo criminal. Dentro de uma espécie, os cromossomos homoélogos sao bastante
similares entre si, mas em determinadas localizagdes do cromossomo (loci) pode haver
variabilidade na seqiiéncia do DNA. Se a varia¢do ¢ encontrada em uma freqiiéncia
superior a 1% da populacio, denomina-se polimorfismo. )

A tipagem de polimorfismos genéticos para fins de identificagio humana
iniciou-se em 1984 pelo geneticista Alec Jeffreys e seu grupo de trabalho, os quais
descobriram regides do DNA que variavam de um individuo para o outro,
desenvolvendo-se um método que permitia a obtencdo dos perfis genéticos

denominados “impressao digital do DNA” ou “DNA fingerprinting”. ¥



A ampla utilizacao forense do DNA decorre, principalmente, do seu alto poder
de discriminacdo, ocasionado por polimorfismos genéticos classificados em dois tipos:
a) polimorfismos de sequéncia, originados por substitui¢do de um ou mais nucleotideos
numa sequéncia de DNA; b) polimorfismos de comprimento, originados por inser¢des

ou dele¢des de um ou mais nucleotideos numa sequéncia de DNA. ©

No polimorfismo de sequéncia, as mutacdes originam dois estados alélicos
(ancestral e mutado) e por isso a denominagao de marcadores bialélicos, destacando-se
os polimorfismos de nucleotideo unico, do inglés single nucleotide polymorphisms
(SNP). Dentre os polimorfismos de comprimento, tem-se os marcadores genéticos
denominados variant number of tandem repeats (VNTRs) ou minissatélites,
caracterizados como repeticoes consecutivas de wunidades constituidas por
aproximadamente 8 a 100 pares de base (pb), utilizados inicialmente nos exames de
DNA. Nesse contexto, incluem-se também, os marcadores microssatélites ou mais
conhecidos por short tandem repeats (STR), identificados como repeticdes consecutivas
de unidades constituidas por 2 a 7 pb, marcadores multialélicos utilizados atualmente na

rotina forense. ©

Marcadores STRs genotipados em exames de DNA forense estdo localizados
tanto no DNA nuclear dos cromossomos autossomos (AS), bem como dos
cromossomos sexuais (X e Y); enquanto SNPs sdo genotipados, principalmente, no
cromossomo Y e DNA mitocondrial (DNAmt). O carater multialélico e a heranca
biparental, a qual permite a recombinacdo alélica entre o par de cromossomos
homologos, conferem maior poder de discriminagdo aos marcadores STR autossdmicos

(AS-STR) e, portanto, estes sdo os de escolha nos exames de DNA. )



No entanto, em casos especificos, marcadores STR do cromossomo Y (Y-STR)
podem auxiliar eficientemente a andlise padrdo autossomica devido ao seu padrdo de

heranca caracteristico. ¢-1?
1.2 Cromossomos sexuais

Os cromossomos sexuais (X € Y) humano evoluiram de um par de autossomos
homélogos (proto-cromossomos sexuais) dentre os ultimos 300 milhdes de anos. !V
Nesse processo, o proto-cromossomo Y adquiriu um gene determinante do sexo
masculino e, posteriormente, uma barreira para a recombinacao foi desenvolvida entre
0s proto-cromossomos sexuais, isolando regides determinantes do sexo ao longo dos
dois cromossomos, os quais se tornaram- heteromorficos. (1%

A homologia entre os cromossomos X e Y ficou restrita as regioes
pseudoautossomicas (PAR) 1 e 2, existentes nas extremidades destes cromossomos e
onde ocorre a recombinacdo entre eles. Destacam-se também as regides nao
recombinantes entre esses cromossomos, conhecidas como regido adicionada ao X e Y
(XAR e YAR) e regidao de transposicdo do cromossomo X (XTR), formada pela
duplicacdo de material do X para o Y h4 4,7 milhdes de anos. 1319

Para fins de identificagdo humana pela analise do DNA, sdo designados como
“marcadores do cromossomo X e “marcadores do cromossomo Y™ os marcadores que
estdo presentes na regido ‘“ndo recombinante” e “ndo homodloga” entre tais
cromossomos, exclusivos, por conseguinte, do cromossomo X e Y, respectivamente. (19
Portanto, X e Y-STRs nao sdo compartilhados pelos cromossomos sexuais.

1.3 Cromossomo Y

A eficiente aplicagdo de Y-STRs na area forense decorre, principalmente, do

padrdo de heranca caracteristico desse cromossomo. Em relagdo aos autossomos, um



cromossomo de cada par (materno e paterno) ¢ herdado pelos filhos masculinos e
femininos. Por outro lado, quanto ao X, um cromossomo ¢ transferido do pai e da mae
para a filha (XX), enquanto o Y ¢ transferido apenas do pai para o filho (XY). Além
disso, os cromossomos X e Y masculinos ndo se recombinam (exceto nas regides PAR
1 e 2), possibilitando que um perfil haplotipico paterno de X e Y-STR seja herdado pela
filha e pelo filho, respectivamente. ¢-19

O cromossomo Y ¢ um dos menores cromossomos humanos, com um tamanho
médio estimado de 68 milhdes de pares de base (Mb), consideravelmente menor que o
cromossomo X (~155Mb). Sua estrutura ¢ dividida em duas regides
pseudoautossdmicas (PAR 1 e 2; ~3Mb) e na regido masculino-especifica do
cromossomo Y (male-specific region of the Y chromosome — MSY; ~65Mb), a qual ¢
dividida em uma por¢do heterocromatica (~41Mb) e uma por¢do eucromatica
(~24Mb). 3 Skaletsky 2003’ Na Figura 1 est4 representada a estrutura e organizagdo do
cromossomo Y humano. As regides PAR 1 e PAR 2 estdo localizadas nas extremidades
dos bragos curto (Yp) e longo (Yq) do cromossomo Y, respectivamente. Essas regioes
possuem homologos no cromossomo X, portanto estdo sujeitas a recombina¢ao nos
cromossomos sexuais durante a meiose. " A MSY abrange cerca de 95% do
cromossomo Y e ¢ responsavel pela diferenciagdo dos sexos, de modo que ndo sofre
recombinacdo com o cromossomo X. Nesse caso, ¢ possivel determinar um perfil
haploide masculino, ou seja, transmissao dessa regido em forma de bloco (haplétipo)
para todos os individuos da mesma linhagem patrilinear. A genotipagem de
marcadores STRs do cromossomo Y (Y-STRs) pela anélise do DNA, possui eficiente

aplicacdo na 4rea forense incluindo testes de parentescos e testes de identidade. '8
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Figura 1 - Estrutura e organizagcdo das diferentes regides do cromossomo Y. a)
Representagdo esquematica de todo o cromossomo, incluindo as regides eucromaticas,
pseudoautossOmicas e heterocromaticas. b) Visualizagdo ampliada da porcao
eucromatica da regido masculino especifica (MSY), mostrando suas trés sequéncias
(sequéncia X-transposta, X-degenerada e ampliconica) bem como duas pequenas
regides heterocromaticas (centrdmero e a regido que interrompe a por¢ao eucromatica

no brago longo do cromossomo Y. Modificado de: Skaletsky et al. 19

1.4 Aplicagoes dos Marcadores STR do Cromossomo Y (Y-STR)

1.4.1 Testes de parentesco
Uma vez que os marcadores do cromossomo Y sdo transmitidos de forma
inalterada (perfil haplotipico) do pai para o filho do sexo masculino, salvo por

mutagdes, a aplicagdo de Y-STRs em testes de parentesco se limita aos casos com



analise da descendéncia masculina. Nesse caso, ndo € possivel diferenciar os individuos
masculinos relacionados por via paterna, sendo esses testes, portanto, muito poderosos
para excluir o alegado pai que ndo estd relacionado ao verdadeiro pai bioldgico da
crianca. Exames com poucas inconsisténcias genéticas entre crianga e suposto pai (ou
seus parentes, em exames de reconstrucdo), necessitam da andlise de marcadores
adicionais para certificar a exclusdao ou a confirmacao da relagdo questionada. Nesse
caso, laboratorios forenses tém adotado marcadores Y-STRs. ¢%

Builes et al. @D apresentaram um caso em que apenas duas inconsisténcias
genéticas foram obtidas entre os alegados avds paternos e a crianca na tipagem de 15
AS-STRs. O emprego de apenas oito marcadores Y-STR excluiu a relagdo bioldgica
investigada, concluindo-se que as inconsisténcias observadas eram de fato exclusdes.
Lee et al. @» mostraram que um sistema de apenas 15 AS-STRs pode ndo ser capaz de
excluir com seguranca um alegado pai quando este é relacionado ao verdadeiro pai
bioldgico da crianga, principalmente em duos (crianga e suposto pai) ou na presencga de
inconsisténcia genética. Um exemplo disto foi relatado por Gonzalez-Andrade et al. ¥
em um caso duo com dois alegados pais (nao relacionados entre si) tipados para 15 AS-
STRs, para os quais nenhum dos alegados pais foi excluido da paternidade. Outros
quatro AS-STRs e 11 Y-STRs foram analisados e, para autossomos, apenas uma
inconsisténcia foi detectada com o alegado pai 1, porém, o mesmo foi excluido da
paternidade por apresentar um perfil de cromossomo Y diferente da crianga investigada
(8 dos 11 Y-STRs foram incompativeis).

Uma das vantagens em se analisar o cromossomo Y também ocorre na
identificacdo de pessoas desaparecidas (como restos mortais em desastres em massa,

vitimas de guerra localizadas em valas comuns), em que pode ser encontrado pedigree



de referéncia incompleto. Nessas circunstancias, quando o individuo for do sexo
masculino, a transmissao do perfil Y-STR idéntico (haplétipo) de pai para filho permite
que qualquer ascendente ou descendente masculino paterno do individuo em questdo
sirva de amostra referéncia para reconstruir a relagdo paterna, mesmo que o familiar seja

um parente bioldgico muito distante, como reportado em varios casos na literatura. 3429

1.4.2 Testes de identidade

O cromossomo Y estd presente apenas nos homens e, portanto, ¢ de grande
utilidade na detec¢do de material masculino em evidéncias biologicas oriundas de
diferentes cenarios forenses. Nesse aspecto, os casos de violéncia sexual se destacam,
visto que os agressores geralmente sdo homens.

Para se obter o perfil autossomico do agressor em amostras compostas por uma
mistura de espermatozoides com células da vitima (por exemplo: swab vaginal) ¢
empregado o método padrdo de lise diferencial que tem como objetivo separar o
conteudo feminino do masculino para que, posteriormente, ambas fragdes sejam tipadas.

No entanto, esse processo, tende a falhar com amostras antigas, nas quais a
maioria dos espermatozoides pode estar degradada. Além disso, a lise diferencial nao ¢
aplicada em amostras com mistura de células epiteliais e/ou leucocitarias, como as
retidas em marcas de mordidas e nas unhas da vitima, dificultando a interpretacao do
resultado autossdmico. '® Nestas circunstancias, a tipagem de Y-STRs tem se mostrado
de extrema utilidade. ?®?® OQutra dificuldade em misturas consiste no fato do
componente majoritario ser mais favoravel a amplificacdo, podendo mascarar o perfil
genético minoritario, gerar alelos dropout (falha de amplificagdo de alelos especificos) e

até suprimir sua amplificagdo. Amostras de abuso sexual, geralmente possuem o



material masculino minoritario, o qual ¢ eficientemente obtido pelos sistemas Y-STRs.
29

Em virtude da natureza haploide do cromossomo Y, uma outra aplicacdo de
Y-STRs reside em determinar o nimero de homens contribuidores em uma amostra,
como no caso de violagdo multipla. '® A presenca de picos adicionais no perfil de Y-
STRs ¢ usualmente interpretada como uma mistura com mais de um contribuidor. No
entanto, tal interpretacdo deve ser realizada com cuidado, uma vez que a presenca de
dois alelos em um locus simples tem sido relatada para muitos marcadores Y-STR,
principalmente por causa de um evento de duplicacdo seguido por uma mutagio. G%
Atualmente, o perfil Y-STR de um tnico espermatozoide, capturado por microdissec¢ao
a laser, tem sido obtido em amostras de abuso sexual com multiplos doadores,
permitindo a identificagdo dos diferentes perfis Y-STRs presentes na mistura. ¢!

Perfis de Y-STRs podem fornecer informagao de relagdo paterna entre o suspeito
e o verdadeiro agressor. Por exemplo, se o perfil genético obtido de uma amostra for
idéntico ao do suspeito para marcadores Y-STR, mas diferenciar em poucos AS-STRs,
isso indica que uma pessoa relacionada ao suspeito por via paterna deve ser o
verdadeiro agressor. !® No entanto, pelo Y representar a informacio de uma linhagem
haplotipica compartilhada de forma inalterada (salvo por mutagdes) pelos individuos
masculinos relacionados por via paterna, ndo permite individualizar como os

marcadores autossomicos.

1.5 Interpretacdo da Evidéncia Genética
Dado um conjunto especifico de gendtipos, a genética forense deve determinar a

probabilidade de relagdo de parentesco entre os individuos testados, bem como a
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probabilidade de identidade entre um vestigio bioldgico e um individuo suspeito. Para
tanto, a Comissao de DNA da Sociedade Internacional de Genética Forense
(International Society of Forensic Genetics, ISFG) recomenda o uso do método de
Razao de Verossimilhanga (likelihood ratio, LR) para avaliar o peso de uma evidéncia
genética. ®» Adicionalmente, a Comissdo de Testes de Paternidade da ISFG expde que
os laboratérios sdo responsaveis por estabelecer e admitir seu proprio critério de
exclusao para uma relagdo de parentesco, porém, também recomenda que este seja
baseado no LR. %

O LR ¢ um método que compara a probabilidade de uma evidéncia sob duas

hipdteses mutuamente exclusivas, expresso pela seguinte equagao:

_ Pr(E|H1)
~ Pr(E|H2) °

na qual:
Pr = probabilidade
E = evidéncia genética, que pode ser, nesse caso, a coincidéncia (match) entre o perfil
do suspeito e da amostra questionada
H1 = hipétese de inclusao, por exemplo, a fonte da amostra questionada ¢ o suspeito
H2 = hipotese de exclusdo, por exemplo, a fonte a amostra questionada ¢ outra pessoa
nao relacionada ao suspeito

Desse modo, considerando um caso simples de contribuidor tnico, em que o
perfil da amostra coincide com o do suspeito, Pr(E|H1) = 1. Ja para resolver a equagéo
Pr(E|H2), sera necessario calcular a frequéncia, na populacdo, do perfil genético em
questao. 343

Tendo em vista que os Y-STRs constituem um haplétipo unico cujos loci estao

em forte desequilibrio de ligagdo (linkage disequilibrium, LD), ndo ¢ valido calcular a

frequéncia do haplotipo pela multiplicacdo da frequéncia alélica dos /oci envolvidos,
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como ¢ realizado para marcadores AS-STR, herdados independentemente. Desse modo,
a frequéncia do hapldtipo Y-STR ¢ obtida diretamente na populagdo referéncia da
amostra em questdo. Para isso, ¢ necessario um banco de dados amplo representativo da

populagdo em questdo e com controle de qualidade dos haplétipos depositados. 3637

1.6 Banco de Dados de Y-STR

O YHRD (Y-Chromosome STR Haplotype Reference Database), destaca-se
como o banco de dados referéncia de haplotipos do cromossomo Y. E reconhecido
como o maior repositorio forense internacional para o cromossomo Y, com amostras
provenientes de diversas populagdes das mais variadas regides do mundo. ®® Permite,
nesse caso, a aquisicao, distribuicao e interpretacao de conjuntos de dados de DNA para
auxiliar o processo de tomada de decisio em genética forense. *® O YHRD tornou-se
acessivel via internet em fevereiro de 2000 com dados apenas de populagdes europeias,
porém, hoje ¢ o maior banco de dados haplotipicos com um total de 285.406 haplétipos,
provenientes de 1.308 populacdes ao redor do mundo. G¥

Disponibilizar as frequéncias alélicas e/ou haplotipicas em banco de dados,
contribui para a disseminagdo dos dados brasileiros. Nesse caso, poderdo ser utilizados
para os calculos estatisticos forenses realizados na avaliagdao da evidéncia genética, bem
como aplicados em estudos para avaliar a historia de formacao das populacdes.
Reconhecidamente, a regido haploide de heranga uniparental do cromossomo Y possui
uma estrutura genética pronunciada devido a acentuada deriva genética ao qual estd
submetido, tendo em vista seu menor tamanho efetivo populacional (1/4 dos
cromossomos autossomos). Assim, populagdes que se encontram em regides diferentes

ou possuem origem distinta, podem apresentar alto nivel de subestrutura populacional,
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pois possuem alelos em frequéncias significativamente diferentes e algumas vezes
tinicos. 49

Nesse contexto, a Comissdo de DNA da ISFG recomenda que o minimo de 23
Y-STRs deve ser caracterizado nas populagdes. ! Ressalta-se que o uso de base de
dados regionais de frequéncias haplotipicas, e a jungdo de amostras provenientes de
diferentes regides ¢ valida apenas se nao houver diferenca estatistica entre a distribui¢ao
de haplotipos Y-STR. Caso contrario, os efeitos da subestrutura populacional devem ser
considerados nos célculos de estimativa de frequéncia de haplotipos do cromossomo Y.
(3342)

Sabe-se que quanto maior o tamanho amostral de uma populacdo, mais
discriminativo e confiavel sera o céalculo da estimativa de frequéncia de um haplétipo
Y-STR. ® Desse modo, para aplicagio em genética forense no Brasil, é interessante a
junc¢do de amostras brasileiras de diferentes populagdes, desde que ndo haja subestrutura
populacional, a fim de se obter um banco de dados brasileiro amplo e representativo de
haplétipos Y-STR.

1.7 Panorama Brasileiro no YHRD

De acordo com a comunidade forense europeia existe um conjunto de Y-STR
para uso na pratica forense que ficou conhecido como “haplétipo minimo”, composto
por sete loci de copia unica — DYS19, DYS3891, DYS38911, DYS390, DYS391,
DYS392 e DYS393 — e um locus altamente polimoérfico, de multiplas copias — o
DYS385 4445 Em Janeiro de 2003, o U.S. Scientific Working Groupon DNA Analysis
Methods (SWGDAM) recomendou a expansdao do haplotipo minimo por acréscimo de

dois novos marcadores de copia tnica: DYS438 ¢ DYS439. 4246 Subsequentemente,
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foram reportados diversos loci adicionais que, combinados com os do haplotipo
minimo, aumentaram o poder de discriminac¢io dos marcadores Y-STRs. 2

Segundo os dados do YHRD, ©®® em sua tltima atualizagdo, existem 78
populagdes (pop) brasileiras classificadas nas metapopulagdes nativa americana (20
pop), africana (14 pop), europeia (5 pop), asiatica (1 pop), parda (1 pop) e miscigenada
(37 pop) caracterizadas para o “haplétipo minimo” totalizando 11.398 haplotipos.

Dessas populagdes, 62 estdo tipadas para o sistema PowerPlex® Y (PPY)
(Promega) que analisa 12 Y-STRs totalizando 9.758 haplotipos, 59 para o sistema
AmpFISTR® Yfiler® (Yfiler) (Applied Biosystems), que analisa 17 Y-STR, com 9.538
haplotipos, 7 populagdes para o sistema PowerPlex® Y23 (PPY23) (Promega) que
analisa 23 Y-STR com 896 haplotipos, 14 populagdes para o sistema AmpFLSTR®
Yfiler® Plus (Yfiler Plus) (Applied Biosystems) que analisa 27 Y-STR com 2051
haplotipos e 1 para o sistema Maximal (YHRD Max Loci) que analisa 28 Y-STR com
33 haplotipos (Atualizagdo 61 do YHRD). ¢®

Inimeros estudos sobre a distribuicdo de marcadores do cromossomo Y nas
diversas regides do pais foram realizados, a fim de comprovar os fluxos populacionais
envolvidos na formagdo da populacdo brasileira. “’3 No entanto, de acordo com a
Atualizagao 61 do YHRD, o Estado de Mato Grosso apresenta apenas 100 haplotipos
tipados para o sistema Y filer Plus. ®® Porém, ndo h4 publicagdes para haplotipos Y-
STRs, tornando-se necessario avaliar a estrutura da referida populacdo em relagdo a
esses marcadores. Nesse contexto, um banco de dados representativo do Brasil podera
ser utilizado em estimativas de frequéncias haplotipicas auxiliando na analise do peso

de uma evidéncia em genética forense.



14

A regido Centro-Oeste constitui uma das regides brasileiras menos estudadas
com relacio a caracterizacdo genética e diversidade da sua populagdo. © Foi
inicialmente ocupada por indigenas e, apos a descoberta das Américas no século XV,
ficou sob o dominio Espanhol devido ao tratado de Tordesilhas assinado entre Espanha
e Portugal. > No entanto, riquezas presentes nas minas do Peru levaram os espanhois a
passar pela regido do Mato Grosso, mas ndo se fixarem nela. ¢>7

Somente no século XVII, apds bandeirantes paulistas se direcionarem a regiao
em busca de mao de obra para o plantio da cana-de-actcar e descobrirem minas de ouro
no territorio mato-grossense, ¢ que a regido passou a receber grande contingente de
imigrantes espanhois e portugueses. 37 Com as atividades mineradoras, para atender
a enorme demanda por mao-de-obra, optou se pela vinda de escravos negros para o
Mato Grosso, ¥ trazidos, principalmente, de Guiné, Republica Democratica do Congo,
Angola e Mogambique. ¢ Passado o periodo da mineragdo, o estado se direciona para
a agricultura e comeca a despontar no cenario brasileiro a partir dos anos 60, com a
entrada de gatichos e paranaenses que investiram na cultura do trigo e da soja. ¢

Impulsionado pelos programas de incentivo a modernizacdo agropecudria e
interacdo da regido aos outros mercados, as décadas de 70 e 80 foram marcadas pela
instalacdo de importantes empresas agro-industriais nacionais € internacionais,
promovendo intenso direcionamento dos fluxos migratdrios para essas areas que
pareciam promissoras. %D Em consequéncia, a popula¢io do Estado do Mato Grosso,
que na década de 70 era 579.360 habitantes, passa para 1.039.350 na década de 80 e
dobra novamente em 1996. ©%6D Atyalmente, segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) ©? estima-se que o Estado apresente 3.484.466

habitantes.
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1.8 Objetivo Geral

Caracterizar a populagdo do Estado de Mato Grosso (MT), Brasil, para 23

marcadores Y-STR inclusos no sistema PowerPlex® Y23 (PPY23), Promega %

(DYS576, DYS3891, DYS448, DYS3891I, DYS19, DYS391, DYS481, DYS549,

DYS533, DYS438, DYS437, DYS570, DYS635, DYS390, DYS439, DYS392,

DYS643, DYS393, DYS458, DYS385, DYS456 ¢ Y-GATA-H4) disponibilizando os

perfis haplotipicos em banco de dados internacional (YHRD), além de avaliar a sua

estrutura genética com outras populagdes brasileiras.

1.8.1 Objetivos especificos

1.

Genotipar a populagdo do Estado de Mato Grosso (MT), Brasil, para 23
marcadores Y-STR inclusos no sistema PowerPlex® Y23 (PPY23),
Promega (DYS576, DYS3891, DYS448, DYS3891l, DYS19, DYS391,
DYS481, DYS549, DYS533, DYS438, DYS437, DYS570, DYS635,
DYS390, DYS439, DYS392, DYS643, DYS393, DYS458, DYS385,

DYS456 e Y-GATA-H4).

Determinar as frequéncias haplotipicas para os 23 marcadores Y-STRs
na populacdo do MT.
Avaliar estatisticamente a eficiéncia forense do referido sistema na

populagdo do MT.

Avaliar para os 23 marcadores Y-STRs, com base na literatura, se existe

subestrutura populacional entre a populacdo do MT e de outras regides
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urbanas brasileiras, bem como entre populagdes europeias, americanas,
africanas, asiaticas e nativo-americanas, estabelecendo-se uma relagao

entre os dados genéticos e as dinamicas populacionais.

Disponibilizar, no banco de dados internacional YHRD
(http://www.yhrd.org/), os perfis haplotipicos obtidos para os 23

marcadores Y-STRs na populagao do Estado de Mato Grosso, Brasil.
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CASUISTICA E METODOS
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2. CASUISTICA E METODOS

2.1 Aspectos Eticos

Este estudo, parte de um amplo trabalho, foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da FAMERP (CAAE de n. 39088514.8.0000.5415; Apéndice A) e da
Secretaria de Estado de Satde de Mato Grosso - SES/MT (CAAE de n.
39088514.8.3001.5164; Apéndice B). Um adendo, incluindo a andlise de Y-STRs e
outros marcadores genéticos na populagao do Estado de Mato Grosso (Brasil), bem
como a adequacao do cronograma de atividades e titulo do projeto foi também aprovado

pelo CEP/FAMERP Apéndice C.

2.2 Casuistica

Foram analisadas amostras de sangue de 200 individuos do sexo masculino ndo
aparentados e residentes no Estado de Mato Grosso, Brasil (Figura 2). O numero
amostral foi determinado conforme as novas recomendagdes para publicacdo de dados
genéticos populacionais, do reconhecido periddico Forensic Science International:

Genetics. ¥

As amostras foram obtidas de doadores de sangue do Hemocentro do Estado de
Mato Grosso, apos o preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(Apéndice D).
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Figura 2. Mapa geografico do Brasil mostrando a localizacdo do estado de Mato

Grosso (MT), Brasil.

2.3 Métodos

No momento da triagem hematoldgica, apos puncao do dedo para realizagdao do
teste de hematocrito, foram coletadas de 3 a 4 gotas de sangue em cartio FTA®

(Whatman®™), material especifico para o armazenamento de amostras bioldgicas.

2.3.1 Extracdo do DNA genémico

O DNA gendmico foi extraido de um disco de 3 mm do cartdo FTA®, utilizando-
se 5% de suspensao de resina Chelex 100 (Bio-Rad), como proposto por GE Healthcare

3 com modificagdes. O disco foi cortado com Harris Micro Punche e Cutting Mat
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(Whatman®) e depositado em microtubo de 1,5 mL, no qual foram adicionados 200 pL
de 4gua Milli Q, seguido de incubag¢do por 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, a dgua foi descartada, repetindo-se o procedimento anterior por mais
uma vez. O disco foi tratado com 200 pL de 5% de suspensdo de resina Chelex 100
(Bio-Rad) e incubado a 56 °C por 20 minutos; apos tal etapa, o microtubo foi agitado
em vortex por 15 segundos e incubado a 100 °C por 8 minutos, seguido de centrifugagao
a 13.000 rotagdes por minuto (rpm) por 3 minutos e transferéncia do sobrenadante para
um novo microtubo, o qual foi armazenado a 4 °C para posterior analise. Essa etapa foi
realizada no Nucleo de Pesquisa em Bioquimica e Biologia Molecular (NPBIM-

FAMERP).

2.3.2 Reac¢ao de amplificacdo dos marcadores Y-STR

Todas as reagcdes de amplificagdo foram realizadas no laboratério
NPBIM-FAMERP. A qualidade e quantidade do DNA genomico foi avaliada em cada
amostra antes da reacdo de amplificagdo, utilizando-se o fluordmetro Qubit 2.0 (Life
Technologies); quando necessario, uma nova extragdo foi efetuada. Conforme
recomendacdes de Carracedo et al., ¥ 200 amostras masculinas foram amplificadas
para os 23 marcadores Y-STRs inclusos no sistema PPY23 (DYS576, DYS389],
DYS448, DYS38911, DYS19, DYS391, DYS481, DYS549, DYS533, DYS438,
DYS437, DYS570, DYS635, DYS390, DYS439, DYS392, DYS643, DYS393,
DYS458, DYS385, DYS456 e Y-GATA-H4). A reagdo foi efetuada segundo as
recomendacdes do fabricante do kit, com modificagdes do volume final da reacao (de

25 uL para 12,5 uL) e seus respectivos reagentes.
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Reagdo para 1 amostra:
2,5 pL de PowerPlex Y23 5X Master Mix (contém DNA polimerase)
1,25 uL de PowerPlex Y23 10X Primer Pair Mix
7,75 uL de Water, Amplification Grade
1,0 uL de DNA genomico extraido (0,5 a 1 ng)
Ciclagem:

96 °C — 2 minutos

94 °C — 10 segundos

61 °C — 60 segundos > 3%

72 °C — 30 segundos

60 °C — 20 minutos

A amostra de DNA 2800M (presente no Kit) foi utilizada como controle da

reacdo de amplificacao efetuada no termociclador Swift Maxi (ESCO).

2.3.3 Eletroforese capilar e genotipagem

Os fragmentos amplificados foram preparados para eletroforese capilar,

conforme recomendacgao do kit.

Em placa de 96 pocos, 1 pL do produto de PCR foi adicionado a 0,5 uL. de CC5
Internal Lane Standard 500 Y23 (Promega) e 10 uL. de Hi-Di formamide (Applied

Biosystems).
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A eletroforese capilar foi efetuada em analisador genético 3500, utilizando-se
polimero POP-4™ e capilar de 36 cm, todos da Applied Biosystems. O equipamento foi
disponibilizado pelo Laboratorio de Investigacdo de Paternidade da FCFAr-UNESP,

sob a coordenagdo da Profa. Dra. Regina Maria Barretto Cicarelli.

A genotipagem foi realizada com o auxilio do programa GeneMapper 1D-X
(Applied Biosystems) e do Ladder alélico contido no kit gerando o eletroferograma de
cada amostra. A calibracdo espectral do equipamento foi obtida com PowerPlex 5-Dye
Matrix Standards, 3130/3130 (Promega). As informagdes de cada locus dos marcadores

inclusos no PPY23 estdo apresentadas na figura 3 a estrutura de um eletroferograma na

Figura 4.

Locus do STR Sonda Tamanho dos fragmentos (ph) Numero de repeticoes
DYS576 Huorescemn 97145 11-23
DYS3891 Fluorescein 147-179 9-17
DYS448 Puorescem 196256 14-24
DYS38011 Fluorescein 259-303 24-35
Dysi9 Ruorescem 312-352 9-19
Dys3el JOE 86130 5-16
DYS481 JOE 139184 17-32
DYS540 JOE 198-238 7-17
DYS533 JOE 245-285 7-17
DYS438 JOE 203-343 6-16
DYS437 JOE 344-380 11-18
DYSa70 TMR-ET 90150 10-25
DYS635 TMR-ET 150-202 15-28
DYs3on TMR-ET 207-255 17-20
DYS430 TMR-ET 263-307 6-17
Dys3ez TMR-ET 314-362 4-20
DYS643 TMR-ET 368-423 617
Dys3es CXR-ET 101-145 7-18
DYS458 CXR-ET 159-215 10-24
DYS385a/b CXR-ET 223-307 7-28
DYS456 CXR-ET 316-364 11-23
Y-GATA-H4 CXR-ET 374414 8-18

Figura 3. Informacdes de cada marcador do sistema PowerPlex Y23
(PPY23), demostrando os tipos de sondas, a escala de tamanho dos
fragmentos em pares de base (pb) e a escala do niumero de repeticdes.
Modificado de: Promega Corporation. ¢
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Figura 4. Eletroferograma de uma amostra mostrando os alelos de cada marcador (DYS576, DYS3891, DYS448, DYS38911, DYS19,
DYS391, DYS481, DYS549, DYS533, DYS438, DYS437, DYS570, DYS635, DYS390, DYS439, DYS392, DYS643, DYS393, DYS458,
DYS385, DYS456 ¢ Y-GATA-H4) do sistema PowerPlex® Y23 (PPY23).
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2.3.4 Analise estatistica

Foram estimadas as frequéncias haplotipicas dos Y-STRs pelo uso do programa
Arlequin v.3.5.1.3 ©®9 por meio do método de contagem direta.

A eficiéncia do sistema Y-STR na pratica forense foi determinada pelos
parametros estatisticos denominados Diversidade Génica (DG) e Haplotipica (DH) e
Poder de Discriminagdo (PD). Os dois primeiros foram calculados pela formula de Nei
67 ¢, o terceiro, pela razdo entre o nimero de diferentes haplotipos e o niimero total de
haplétipos obtidos na populacao estudada.

Na genética forense ¢ importante estimar com precisdo as frequéncias de perfis
nas populacdes de referéncia, levando em conta os limites geograficos da populacao e
os possiveis efeitos da subestrutura. Para considerar a existéncia de subestrutura
populacional entre duas populagdes, ¢ necessario avaliar a distancia genética entre elas.
A interpretagdo dos extremos (0 e 1), é simples: o valor zero significa que as populagdes
ndo possuem diferengas nas frequéncias haplotipicas; o valor de um significa que as
populagdes sao fixadas para alelos diferentes. Valores entre esses dois extremos
representam varios niveis de estruturagdo, sendo que quanto mais proximos de zero,
maior a probabilidade de inexisténcia de subestrutura. Considera-se que valores abaixo
de 0,05 indicam baixas distancias genéticas, sendo que valores 0,05 a 0,15 sugerem
diferenciagdo moderada; 0,15 a 0,25, grande diferenciacdo; e acima de 0,25,
diferenciagio acentuada. ©*?

Os parametros Fsr ¢ Rsr baseiam-se em um modelo mutacional diferente, € nao
ha um consenso na literatura de qual modelo ¢ ideal para estudos de Y-STR. Embora o
parametro Rgst (uma variacdo da verdadeira estatistica original, a Fst) tenha sido

desenvolvido especialmente para estudos com microssatélites, seu uso pode ser limitado
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ou até inutil caso ndo se comprove o modelo mutacional no qual se baseia, que ¢ o
modelo de mutagdo passo-a-passo.©%7%

A distancia genética entre pares de populagdes foi realizada por meio das
estatisticas F' (Fsre Rsr) com auxilio do programa de bioinformética Arlequin v.3.5.2.2
%) ¢ tais resultados foram reproduzidos em duas dimensdes com o método de Escala
Multidimensional Nao-Métrica (MDS) com auxilio do programa Statistica Trial 13.0.
Com os resultados da distancia genética realizou-se também a analise da possivel
subestrutura populacional entre a populacao do Estado de Mato Grosso (Brasil) e outros
grupos populacionais. Os valores de P foram obtidos apds 10.000 permutas, e
considerados significantes apds corre¢cao de Bonferroni. Além disso, utilizou-se uma
ferramenta, disponivel no banco de dados YHRD ©¥ para calcular a distancia genética
entre pares de populagdes, baseado em Rsr, das amostras de MT tipadas para o sistema
PPY23 com outras populacdes mundiais tipadas para o mesmo sistema, com a
respectiva reproducdo dos dados em grafico MDS.

Uma analise considerando a distribuicdo geografica entre populacdes e regides
brasileiras pelo método de Analise de Variagdo Molecular (AMOVA) foi também
realizada com auxilio do programa de bioinformatica Arlequin v.2.5.2.2. ®® Para todos
os testes acima descritos, foi excluido o marcador DYS385, subtraido o marcador
DYS3891 do DYS389Il e removidos da andlise os alelos intermedidrios por

recomendacao do Software.

2.3.5 Disponibilizacao dos dados de marcadores Y-STRs

Para submeter os perfis haplotipicos obtidos com os 23 Y-STRs na populagdo do

Estado de Mato Grosso (Brasil) ao banco de dados internacional YHRD, ©¥ o
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laboratério no qual foi realizada a eletroforese capilar e genotipagem deve ter
certificacdo para Y-STRs atual, proveniente de um programa de testes forenses aceito
pelo referido banco. O laboratorio de Investigagdo de Paternidade da FCFAr-UNESP,
em colaboragdo neste estudo, participa do controle de qualidade do Grupo de Linguas
Espanhola e Portuguesa da International Society for Forensic Genetics (GHEP-ISFG),
apresentando tal certificacdo anualmente.

Os dados foram preparados em planilha Excel, conforme recomendacdes do
banco, ¢ um documento com varias informagdes (autor responsavel e coautores,
Instituicdo principal do trabalho, data e nome da Instituicdo da certificagdo, kit
utilizado, descricao da populagdo, incluindo localizacdo geografica (latitude/longitude)
e linguagem ou grupo étnico) foi encaminhado juntamente com a planilha para o
endereco eletronico lutz.roewer@charite.de.

Apbs o aceite dos dados pelo banco YHRD, um cddigo de identificagao
(YA004248) para tais dados foi fornecido aos autores e este sera incluido no trabalho

para publicacdo em periddico cientifico na area de Genética Forense.
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RESULTADOS
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3. RESULTADOS

A genotipagem de 200 amostras de individuos do sexo masculino habitantes do
Estado de Mato Grosso mostrou um total de 197 haplotipos diferentes, 194 sendo
unicos e trés observados duas vezes nessa populacio (Apéndice E), além da presenga de
alelos intermediarios, dois no marcador DYS385 (10.2 e 12.2) e trés no DYS458 (16.2,
17.2 e 18.2). As frequéncias alélicas dos 23 Y-STR estdo listadas na Tabela 1,

destacando-se o alelo 13 do marcador DY S393 como o mais frequente (0,700).



Tabela 1. Frequéncia alélica para cada marcador do Sistema PowerPlex®™ Y23 na populagio do estado de Mato Grosso, Brasil.
Allsy DYS DYS  DYS DYS DvS DYS DYS  DYS  DYS  DYS DYS DYS DYS  DYS  DYS YGATA
19 3891 38911 390 391 392 393 385 438 439 437 448 456 458 635 -H4
7 - - - - 0,050 - - - 0,0050 - - - - - - -
8 - - - - - - - - - - - - - - - -
9 - - - - 0,0600 - - - 0,1100 - - - - - - -
9,14 - - - - - - - 0,0050 - - - - - - -
10 - - - - 04450 00150 - - 02400 0,080 - - - - - 0,0250
102,14 - - - - - - - 0,0050 - - - - - - - -
10,13 - - - - - - - 0,0050 - - - - - - - -
10,14 - - - - - - - 0,0200 - - - - - - - -
11 - - - - 04750 03950 - - 0,1450  0,2850 - - - - - 0,3850
11,11 - - - - - - - 0,0100 - - - - - - - -
11,12 - - - - - - - 0,0100 - - - - - - - -
11,13 - - - - - - - 0,040 - - - - - - - -
11,14 - - - - - - - 0,2750 - - - - - - - -
11,15 - - - - - - - 0,0700 - - - - - - - -
11,17 - - - - - - - 0,0050 - - - - - - - -
12 - 0,160 - - 00150 00450  0,1700 - 04750 04250 - - - - - 0,5300
122,14 - - - - - - - 0,0050 - - - - - - - -
12,13 - - - - - - - 0,0050 - - - - - - - -
12,14 - - - - - - - 0,0600 - - - - - - - -
12,15 - - - - - - - 0,0250 - - - - - - - -
12,16 - - - - - - - 0,0100 - - - - - - - -
13 0,145  0,6200 - - - 04750 0,7000 - 00250  0,1900  0,0050 - 0,0200 - 0,0500
13,13 - - - - - - - 0,0150 - - - - - - - -
13,14 - - - - - - - 0,0500 - - - - - - - -
13,15 - - - - - - - 0,0250 - - - - - - - -

continua
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Alelo DYS  DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS  YGATA
19 3891 38911 390 391 392 393 385 438 439 437 448 456 458 635 -H4
13,16 - - - - - - - 0,0250 - - - - - - - -
13,17 - - - - - - - 0,0050 - - - - - - - -
13,18 - - - - - - - 0,0350 - - - - - - - -
13,19 - - - - - - - 0,0050 - - - - - - - -
14 05300 02150 - - - 0,0700 0,1000 - - 0,0100  0,4000 - 0,0750  0,0200 - 0,0100
14,14 - - - - - - - 0,0250 - - - - - - - -
14,15 - - - - - - - 0,0100 - - - - - - - -
14,16 - - - - - - - 0,0050 - - - - - - - -
14,17 - - - - - - - 0,0200 - - - - - - - -
14,18 - - - - - - - 0,0100 - - - - - - - -
14,19 - - - - - - - 0,0100 - - - - - - - -
15 02100 - - - - - 0,0300 - - 0,0100  0,5200 - 04450 0,1200 - -
15,15 - - - - - - - 0,0300 - - - - - - - -
15,16 - - - - - - - 0,0100 - - - - - - - -
15,17 - - - - - - - 0,0250 - - - - - - - -
15,18 - - - - - - - 0,0100 - - - - - - - -
16 0,100 - - - - - - - - - 0,0750 - 03400 02150 - -
16.2 - - - - - - - - - - - - - 0,0100 - -
16,16 - - - - - - - 0,0200 - - - - - - - -
16,17 - - - - - - - 0,0400 - - - - - - - -
16,18 - - - - - - - 0,0200 - - - - - - - -
17 0,0150 - - - - - - - - - - 0,0050  0,0850  0,3600 - -
17.2 - - - - - - - - - - - - - 0,0100 - -
17,17 - - - - - - - 0,0250 - - - - - - - -
17,18 - - - - - - - 0,0050 - - - - - - - -
17,19 - - - - - - - 0,0100 - - - - - - - -

continua
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DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS DYS YGATA

Alelo 19 3891 38911 390 391 392 393 385 438 439 437 448 456 458 635 -H4
17,20 - - - - - - - 0,0100 - - - - - - - -
18 - - - - - - - - - - - 0,0700  0,0250  0,1950 - -
182 - - - - - - - - - - - - - 0,0100 - -
19 } ; . . ) - - ; ; ; . 04500  0,0100  0,0450  0,0050 -
20 - - - 0,0050 - - - - - - - 0,2800 - 0,0150  0,0400 -
21 - - - 0,0750 - - - - - - - 0,1600 - - 0,2550 -
22 - - - 0,0900 - - - - - - - 0,035 - - 0,1000 -
23 - - - 02850 - - - - - - - - - - 0,4900 -
24 - - - 04550 - - - - - - - - - - 0,1000 -
25 - - - 0,0900 - - - - - - - - - - 0,0100 -
26 - - 0,0150 - - - - - - - - - - - - -
27 - - 0,0150 - - - - - - - - - - - - -
28 - - 0,0900 - - - - - - - - - - - - -
29 - - 0,4600 - - - - - - - - - - - - -
30 - - 0,2600 - - - - - - - - - - - - -
31 - - 0,0950 - - - - - - - - - - - - -
32 - - 0,0600 - - - - - - - - - - - - -
33 - - 0,0050 - - - - - - - - - - - - -
34 - - - - - - - - - - - - - - - -
N 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200

N= ntmero de individuos.
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O valor médio em relacdo a diversidade génica (DG) considerando todos os loci
foi de 0,675. O maior valor de DG foi observado para o marcador DYS385 (0,905), que

apresentou dois loci seguido do DYS393 que teve menor de DG (0,472) (Figura 5).
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Figura 5. Diversidade génica (DG) dos 23 marcadores Y-STRs inclusos no sistema
PPY23 de 200 amostras do Estado de Mato Grosso, Brasil.

Para atestar a eficiéncia forense do novo painel PPY23, devido a inclusdo de 6
novos loci (DYS576, DYS481, DYS549, DYS533, DYS570 e DYS643), parametros
haplotipicos foram comparados com aqueles provenientes dos kits anteriores para 9, 12
e 17 Y-STRs inclusos nos sistemas Minimo, PowerPlex® Y (PPY) e AmpFliSTR®

Yfiler™ (Yfiler), respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2. Diversidade Haplotipica (DH) e Capacidade de Discriminac¢do (CD) obtidos
para os sistemas Minimo, PPY, Yfiler e PPY23 na popula¢do do Estado de Mato Grosso
(MT) comparado com populacdes brasileiras de origem miscigenada disponiveis no

banco YHRD. %

DH CD
SISTEMAS (N) - Mis]z;gz‘;jllada - Misl:):irga:lillada
Minimo (9) 0,9943 0,9962 0,820 0,477
PPY (12) 0,9980 0,9990 0,885 0,642
Yfiler (17) 0,9995 0,9999 0,955 0,876
PPY23 (23) 0,9998 NC 0,985 NC

N= nimero de Y-STRs; PPY=PowerPlex® Y; Yfiler= AmpFliSTR® Yfiler™; PPY23=
PowerPlex® Y23; NC= nio calculado.

O Sistema PPY23 mostrou-se com o maior valor de DH e CD para a populagao
do Estado de MT comparado aos outros sistemas (0,9998 e 0,985, respectivamente).

Para analise da estrutura populacional brasileira com base em haplotipos Y-STR
foram realizados os calculos utilizando-se os parametros Fsr ¢ Rsr e os valores de P
foram considerados significantes apds corre¢do de Bonferroni. Foram selecionadas
populacdes brasileiras do banco de dados YHRD ©® tipadas para o sistema
AmpFliSTR® Yfiler™ (Yfiler) com 17 marcadores de Y-STR que correspondem a 81%
das populagdes brasileiras do banco (com lista de haplotipos disponiveis na literatura).
(47:48.50-53, 71-76) Sendo assim, 22 populagdes miscigenadas foram estratificadas por regido
geografica com andlise de distancia genética entre pares das regides brasileiras e entre
as regides brasileiras e as metapopulagdes nativa americana (16 populagdes) e europeia
(2 populagdes) do Brasil (Quadro 1, Tabela 3). Observou-se que os grupos Norte e
Nativo-Americano apresentaram valor P significativo em todas as analises. O grupo da

regido Norte mostrou valores de Fsr variando de 0,00194 a 0,14510 e Rsr de 0,00320 a
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0,20125. No grupo Nativo Americano os valores de Fsr variaram entre 0,14244 e
0,15881 e Rsrde 0,17595 a 0,26164.

As populagdes das regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e a
metapopulacdo europeia ndo apresentaram diferenca significante nas andlises de Fisr
quando comparadas entre si. Porém, para Rsr 3 pares de populagdes (Sul com Sudeste e
Nordeste e Centro-Oeste com Nordeste) mostraram significancia (P=0,00010; 0,00030 e
0,00099, respectivamente) porém, com distancia genética considerada baixa (0,00380;

0,00810 e 0,00728, respectivamente) (Tabela 3).

Quadro 1 - Lista de populagdes brasileiras tipadas para o sistema AmpFISTR®
Yfiler® (Yfiler) e suas respectivas metapopulacdes, regides geograficas, nimero de

haploétipos e referéncia na literatura.

Metapopulagio Regido Populagio H Referéncia

(50)

Sdo Paulo 500 Cardena et al.
212 Disponibilizado pelo autor
(47)

Sao Paulo State 208 Palha et al.
158 De Souza et al. %

Sudeste : —
Rio de Janeiro 618 Disponibilizado pelo autor
850 Jannuzzi et al. ¢?
Miscigenada Espirito Santo 253 Figueiredo et al. ®!
Minas Gerais 200 Palha et al. ¢7
Santa Catarina 324 Torres, 2014 7V
Sul Rio Grande do Sul 243 Palha et al. ¢7
Parana 77 Palha et al. ¢7
. 300 Chemale et al. “®
Brasilia
201 Barra et al., 2014
Centro-Oeste Goias 93 Palha et al. ¢
Mato Grosso do Sul 50 Palha et al. ¥7
Mato Grosso 200 Este estudo
Belém 400 Palha et al. ¢7
Rio Branco 31 Palha et al. ¢7
Norte , 138 Francez et al. ™
Macapa

65 Palha et al. ¥7
Porto Velho 135 Palha et al. 7

continua



Palha et al.

(47)

Boa Vista 67
Santarém 72 Palha et al. 47
Palmas 30 Palha et al. 4”
Manaus 74 Palha et al. 4”
Ceard 109 Palha et al. 47
Nordeste Pernambuco 30 Palha et al. *7)
Maranhéo 140 Palha et al. 7
Paré (Arara) 20 Roewer et al. 79
Para (Asurini) 15 Roewer et al. 7
Pard (Gavido) 18 Roewer et al. 7
Paré (Ipixuna) 21 Roewer et al. 7
Para (Kayap0) 17 Roewer et al. 7
Para (Mapuera) 5 Roewer et al. 7
Paré (Parakand) 38 Roewer et al. 7
Para (Zoé) 25 Roewer et al. 7
Nativa Americana Maranhio (Awa) 46 Roewer et al. 7
Maranhéo (Urubu) 27 Roewer et al. 79

Mato Grosso do Sul
(Terena) 32 Roewer et al. 7
Amapa (Tiryio) 35 Roewer et al. 7
Amapa (Waidpi) 13 Roewer et al. 7
Roraima (Yanomami) 10 Roewer et al. 7
Rondonia (Karitiana) 17 Roewer et al. 7
Sao Gabriel da Cachoeira 61 Purps et al. 7
~ Rio Grande do Sul 255 Schwengber et al. 7%
Europeia -

Sdo Paulo 120 Purps et al. 7

H= Numero de haplétipos.
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Tabela 3 - Matriz de distancia genética entre pares de metapopulagdes brasileiras
miscigenadas agrupadas em regides geograficas, nativas americanas € europeias, com

valores de p (acima da diagonal) e distancia genética (Fsrou Rsr; abaixo da diagonal).

Fsr Sudeste Sul C(e)n;:::— Norte Nordeste Anl\ll:;il::no Europeia
Sudeste = 0,01148 0,00297  0,00000*% 0,08415 0,00000* 0,35947
Sul 0,00113 - 0,19949  0,00109* 0,03119 0,00000* 0,06762
Centro Oeste 0,00130  0,00031 - 0,00139* 0,01832 0,00000* 0,09623
Norte 0,00357 0,00240 0,00194 - 0,00050% 0,00000* 0,00030*
Nordeste 0,00099 0,00201 0,00239 0,00510 - 0,00000* 0,30086
Nativo
Americano 0,14244 0,15374 0,15800 0,14510 0,15713 - 0,00000%
Europeia 0,00005 0,00115 0,00087 0,00455 0,00032 0,15881 -

Rer Sudeste  Sul gzrsltt:o- Norte  Nordeste i?r::::i)cano Europeia
Sudeste = 0,00010* 0,01129  0,00000* 0,02792  0,00000* 0,12929
Sul 0,00380 - 0,12276  0,00158* 0,00030*% 0,00000* 0,00337
Centro Oeste 0,00153  0,00076 - 0,00129* 0,00099* 0,00000* 0,02119
Norte 0,00952  0,00339 0,00320 - 0,00000* 0,00000% 0,00000*
Nordeste 0,00266 0,00810 0,00728 0,01927 - 0,00000* 0,05485
Nativo 0,19632  0,17595 020218 020125 026164 - 0,00000*
Americano

Europeia 0,00087  0,00475 0,00309 0,01195 0,00308 0,23631 -

*Valores de P considerados significantes apos correcao de Bonferroni: 0,0024.

Além disso, a fim de verificar quais populagdes contribuem para as distancias
com valor P significante observado nas andlises entre regides e avaliar o MT com outras
populacdes brasileiras realizou-se a distancia genética par a par (Fsre Rst) apenas com a
metapopulacdo miscigenada, provenientes das 5 regides geopoliticas do pais (Tabelas 4
e 5, respectivamente). Neste caso, das 231 andlises entre pares de populagdes apenas 20
(Fs7) e 22 (Rs7) apresentaram valor P significante (P<0,00022, Fsr variando de 0,0088 a
0,0329; Rsrt variando de 0,0116 a 0,0678). Destas populagdes, 18 (Fsr) e 14 (Rsr)
envolvem as populagdes de Belém (PA) e Boa Vista (RR), ambas localizadas na regido

Norte do Brasil. Além disso, os maiores valores de distdncia genética mostraram-se
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principalmente na popula¢do de Boa Vista. Por outro lado, as distdncias genéticas
obtidas para MT comparadas com as outras populacdes variaram de -0,00522 a 0,01975
(para Fsr) e -0,00721 a 0,02910 (para Rsr) com valor P significante apenas com Belém

(PA).



diagonal) e distancia genética (F'st) (abaixo da diagonal).
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Tabela 4. Matriz de distancia genética entre pares de populagdes brasileiras do grupo miscigenado, com valores de p (acima da

SUDESTE SuL CENTRO-OESTE NORTE NORDESTE

Pop  (SP) (RJ) (MG) (ES) (sC) (RS) (PR) (DF) (GO) (MS) (MT) (PA-1)  (AC) (AP) (RO) (RR) (PA-2)  (TO) (AM) (CE) (PE) (MA)
(sp) - 0,09445 0,01950 0,41253 | 0,19107 0,00198 0,58212 | 0,04831 0,00238 0,99040 0,04406 | 0,00000* 0,59172 0,00406 0,24176 0,00020* 0,07059 0,73369 0,01535 | 0,74577 0,14979 0,00812
(R1) 000037 - 0,01079 0,69567 | 0,03099 0,00119 0,85180 |0,00881 0,00050 0,95832 0,07217 | 0,00000* 0,39897 0,00030 0,17870 0,00000* 0,06881 0,83903 0,01109 |0,63914 0,14553 0,00208
(MG) 0,00279 0,00351 - 0,05405 | 0,02683 0,02990 0,15731 |0,02703 0,10662 0,91823 0,01861 |0,00248 0,90635 0,03821 0,04366 0,01148 0,02455 0,27532 0,03465 | 0,06277 0,26087 0,00208
(ES)  0,00000 -0,00050 0,00320 - 0,60024 0,01891 0,54787 |0,22552 0,00139 0,95832 0,21305 | 0,00000* 0,78873 0,02168 0,50351 0,00000* 0,14058 0,46530 0,02119 |0,64835 0,21087 0,00624
(SC)  0,00049 0,00160 0,00351 -0,00052 | - 0,03148 0,26225 | 0,53717 0,00228 0,99069 0,06702 | 0,00000* 0,63370 0,07821 0,08356 0,00020* 0,06861 0,36462 0,02000 |0,23196 0,18087 0,02237
(RS)  0,00451 0,00533 0,00375 0,00409 |0,00281 - 0,03762 | 0,04188 0,00406 0,80121 0,02940 | 0,00000* 0,68280 0,09504 0,00931 0,00683 0,02119 0,07821 0,12425 | 0,04069 0,43788 0,00000*
(PR)  -0,00086 -0,00229 0,00291 -0,00097 | 0,00115 0,00628 - 0,24750 0,00663 0,86288 0,40600 | 0,00218 0,32700 0,04267 0,27631 0,00089 0,05762 0,95931 0,03524 |0,67528 0,25394 0,14603
(DF)  0,00102 0,00183 0,00322 0,00060 |-0,00023 0,00222 0,00122 |- 0,00198 0,99891 0,35006 |0,00000* 0,71349 0,10266 0,07871 0,00030 0,09455 0,39491 0,09692 |0,21909 0,23859 0,00218
(GO) 0,00910 0,01347 0,00326 0,01337 |0,01106 0,00907 0,01328 |0,01111 - 0,19780 0,00228 | 0,05643 0,19820 0,02148 0,00554 0,06287 0,00109 0,03663 0,00416 |0,00693 0,08861 0,00327
(MS)  -0,00579 -0,00493 -0,00523 -0,00568 | -0,00651 -0,00329 -0,00563 | -0,00708 0,00347 - 0,92654 | 0,12553 0,89526 0,89714 0,82546 0,05267 0,49104 0,79160 0,36986 |0,94595 0,63855 0,33393
(MT) 0,00211 0,00160 0,00514 0,00093 |0,00229 0,00376 -0,00001 | 0,00015 0,01289 -0,00522 - 0,00000* 0,25146 0,15177 0,19513 0,00040 0,10306 0,71468 0,04277 |0,31383 0,14504 0,00198
(PA-1) 0,01051 0,01306 0,00592 0,01270 | 0,01165 0,00945 0,01240 | 0,01192 0,00382 0,00414 0,01243 |- 0,20246 0,00020* 0,00010* 0,00020* 0,00040 0,08069 0,00059 | 0,00050 0,10375 0,00000*
(AC)  -0,00208 0,00020 -0,00708 -0,00498 | -0,00275 -0,00328 0,00186 |-0,00381 0,00465 -0,00970 0,00282 |0,00379 - 0,37838 0,39402 0,07326 0,52817 0,22037 0,64964 |0,57163 0,50045 0,05069
(AP)  0,00417 0,00608 0,00378 0,00459 |0,00204 0,00196 0,00655 | 0,00155 0,00691 -0,00484 0,00159 | 0,00888 0,00042 - 0,01554 0,00366 0,02930 0,11553 0,03802 |0,02247 0,20978 0,00465
(RO)  0,00069 0,00108 0,00433 -0,00043 | 0,00240 0,00647 0,00134 |0,00244 0,01063 -0,00408 0,00141 | 0,01305 0,00030 0,00625 - 0,00010* 0,22552 0,58588 0,03297 |0,72349 0,05702 0,01148
(RR)  0,01975 0,02354 0,01122 0,02415 |0,02154 0,01117 0,02381 |0,02155 0,00617 0,01036 0,02115 | 0,01648 0,01124 0,01458 0,02265 - 0,00020* 0,00792 0,00129 | 0,00079 0,01663 0,00000%
(PA-2) 0,00386 0,00421 0,00838 0,00300 |0,00456 0,00789 0,00777 |0,00365 0,01946 -0,00103 0,00410 | 0,01536 -0,00200 0,00780 0,00198 0,03294 - 0,31027 0,54826 |0,22087 0,12949 0,00198
(TO)  -0,00375 -0,00522 0,00249 -0,00092 | 0,00074 0,00878 -0,01016 | 0,00027 0,01347 -0,00737 -0,00417 | 0,00873 0,00634 0,00750 -0,00249 0,02592 0,00238 - 0,08098 | 0,67766 0,32502 0,36699
(AM)  0,00720 0,00829 0,00707 0,00812 |0,00766 0,00307 0,00990 |0,00338 0,01514 0,00090 0,00629 |0,01531 -0,00355 0,00698 0,00778 0,02176 -0,00122 0,01079 - 0,03336 0,52995 0,00010*
(CE)  -0,00118 -0,00086 0,00433 -0,00119 | 0,00110 0,00473 -0,00219 | 0,00115 0,01244 -0,00650 0,00057 | 0,01298 -0,00252 0,00656 -0,00175 0,02245 0,00214 -0,00414 0,00878 |- 0,15474 0,03425
(PE)  0,00515 0,00573 0,00268 0,00407 |0,00472 -0,00026 0,00355 |0,00297 0,00942 -0,00457 0,00604 |0,00718 -0,00226 0,00399 0,01170 0,02095 0,00843 0,00268 -0,00175 | 0,00673 - 0,03346
(MA) 0,00487 0,00713 0,01158 0,00783 | 0,00457 0,01509 0,00314 |0,00817 0,01251 0,00090 0,01110 |0,01791 0,01201 0,00903 0,00799 0,02560 0,01767 0,00071 0,02204 |0,00630 0,01517 -

* Valores de P considerados significantes apos corre¢do de Bonferroni: 0,00022. Pop = Populacdes. Populagdes consideradas na analise:
(SP) = Sao Paulo; (RJ) = Rio de Janeiro; (MG) = Minas Gerais; (SC) = Santa Catarina; (RS) = Rio Grande do Sul; (PR) = Paran4; (DF) =
Brasilia; (GO) = Goias; (MS) = Mato Grosso do Sul; (MT) = Mato Grosso; (PA-1) = Belém; (AC) = Rio Branco; (AP) = Macap4; (RO) =
Porto Velho; (RR) = Boa Vista; (PA-2) = Santarém; (TO) = Palmas; (AM) = Manaus; (CE) = Ceara; (PE) = Pernambuco; (MA) =
Maranhao.
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Tabela 5. Matriz de distancia genética entre pares de populagdes brasileiras do grupo miscigenado, com valores de p (acima da diagonal)

e genética (Rsr) (abaixo da diagonal).

SUDESTE SuL CENTRO-OESTE NORTE NORDESTE

Pop (SP) (RJ) (MG) (ES) (sC) (RS) (PR) (DF) (GO) (MS) (MT) (PA-1)  (ACQ) (AP) (RO) (RR) (PA-2)  (TO) (AM) (CE) (PE) (MA)
(sp) - 0,02406 0,00743 0,49371 |0,01554 0,00000* 0,82041 |0,12088 0,00386 0,99663 0,67162 | 0,00000* 0,55470 0,01426 0,53203 0,00020* 0,02624 0,16018 0,01257 |0,20404 0,20147 0,00267
(R)) 000122 - 0,00069 0,24918 | 0,00040 0,00000% 0,94842 |0,00208 0,00030 0,96674 0,47827 | 0,00000* 0,29027 0,00069 0,22107 0,00010* 0,02416 0,37056 0,00614 |0,65677 0,13593 0,00723
(MG) 0,00649 0,01073 - 0,00960 |0,01119 0,08811 0,12118 |0,03841 0,04445 0,33422 0,11900 |0,00257 0,94862 0,01475 0,01346 0,01841 0,02079 0,10643 0,10138 |0,01851 0,60598 0,00010*
(ES)  -0,00028 0,00057 0,00957 - 0,11553 0,00188 0,70349 | 0,10266 0,00812 0,98842 0,29245 | 0,00000* 0,67389 0,02020 0,65469 0,00030 0,03604 0,10751 0,02010 |0,69389 0,19147 0,00891
(SC)  0,00319 0,00717 0,00645 0,00222 |- 0,00218 0,38442 | 0,28126 0,05198 0,83784 0,18701 | 0,00000* 0,66488 0,18028 0,18325 0,01851 0,15226 0,25295 0,23364 |0,07415 0,35759 0,01396
(RS) 0,01166 0,01664 0,00341 0,01174 |0,00781 - 0,02020 | 0,00149 0,00307 0,15890 0,01505 |0,00030 0,91110 0,00446 0,00129 0,05415 0,00515 0,00842 0,03713 |0,00297 0,37204 0,00000*
(PR)  -0,00318 -0,00457 0,00571 -0,00297 | -0,00013 0,01324 - 0,34195 0,02247 0,89813 0,90328 |0,00158 0,39679 0,04564 0,59945 0,00257 0,02099 0,53143 0,01327 |0,98109 0,28522 0,54589
(DF)  0,00089 0,00421 0,00457 0,00204 |0,00051 0,00916 0,00061 |- 0,00604 0,90328 0,47183 | 0,00000* 0,65152 0,12860 0,27671 0,00030 0,06653 0,12454 0,15236 |0,05742 0,15781 0,00050
(GO) 0,01422 0,02499 0,00871 0,01538 |0,00794 0,01843 0,01625 | 0,01400 - 0,10573 0,00723 | 0,01010 0,60222 0,06188 0,00871 0,00069 0,00178 0,01198 0,01069 |0,00238 0,13108 0,00040
(MS)  -0,00886 -0,00747 0,00107 -0,00962 | -0,00634 0,00578 -0,00949 | -0,00655 0,01013 - 0,90298 | 0,00644 0,77705 0,42669 0,96644 0,01861 0,44213 0,42055 0,23681 |0,83210 0,35947 0,19632
(MT)  -0,00090 -0,00032 0,00318 0,00075 |0,00166 0,00775 -0,00514 | -0,00037 0,01667 -0,00721 - 0,00000% 0,52292 0,06999 0,26067 0,00178 0,08524 0,29918 0,05049 |0,29264 0,25691 0,00931
(PA-1) 0,02452 0,03274 0,00998 0,02947 |0,01825 0,01340 0,02417 | 0,01897 0,01181 0,02374 0,01983 | - 0,21711 0,00010* 0,00010* 0,00188 0,00000* 0,00416 0,00069 | 0,00000* 0,02990 0,00000*
(AC)  -0,00285 0,00225 -0,01189 -0,00575 |-0,00751 -0,01029 -0,00005 | -0,00513 -0,00475 -0,01122 -0,00283 | 0,00537 - 0,49639 0,32878 0,20018 0,24334 0,09920 0,62469 |0,34947 0,60539 0,02485
(AP)  0,00489 0,01261 0,00851 0,00698 |0,00176 0,01059 0,00998 |0,00194 0,00701 -0,00050 0,00445 |0,01506 -0,00223 - 0,04633 0,00099 0,04762 0,01287 0,10732 |0,00317 0,07791 0,00000*
(RO)  -0,00058 0,00124 0,01106 -0,00156 | 0,00197 0,01638 -0,00228 | 0,00087 0,01719 -0,00950 0,00136 |0,02537 0,00224 0,00641 - 0,00020* 0,03544 0,16097 0,01634 |0,27413 0,08920 0,02742
(RR)  0,03773 0,04288 0,01632 0,03851 |0,02140 0,00913 0,03582 | 0,03163 0,04407 0,02823 0,02910 |0,02296 0,00780 0,03187 0,04206 - 0,00139 0,00743 0,00653 |0,00040 0,19048 0,00000*
(PA-2) 0,00983 0,01081 0,01409 0,01051 |0,00334 0,01922 0,01825 |0,00717 0,03067 -0,00081 0,00752 |0,03858 0,00561 0,00951 0,01199 0,03799 - 0,07484 0,66389 |0,01059 0,06613 0,00020*
(TO) 0,00761 0,00054 0,01349 0,01197 |0,00300 0,03575 -0,00373 | 0,01072 0,03591 -0,00105 0,00300 |0,03992 0,02389 0,03068 0,00881 0,04833 0,01775 - 0,02416 |0,25710 0,16860 0,24057
(AM)  0,01194 0,01730 0,00650 0,01319 |0,00167 0,00994 0,02256 |0,00371 0,02029 0,00422 0,00973 |0,02700 -0,00534 0,00590 0,01639 0,02723 -0,00373 0,03170 - 0,00693 0,11276 0,00010*
(CE)  0,00164 -0,00153 0,01210 -0,00219 |0,00572 0,01859 -0,00802 | 0,00559 0,02568 -0,00717 0,00112 |0,03789 0,00122 0,01797 0,00159 0,04308 0,02131 0,00439 0,02497 |- 0,16652 0,08078
(PE)  0,00568 0,00942 -0,00453 0,00675 |-0,00147 0,00087 0,00373 |0,00889 0,01144 0,00151 0,00435 |0,02221 -0,00721 0,01506 0,01406 0,00866 0,01825 0,01423 0,01357 |0,00905 - 0,04604
(MA) 0,01021 0,00886 0,02688 0,01084 |0,00860 0,04061 -0,00161 | 0,01555 0,02859 0,00506 0,01200 |0,04358 0,02494 0,02509 0,00893 0,06780 0,03505 0,00521 0,04362 |0,00636 0,01995 -

* Valores de P considerados significantes apds correcdo de Bonferroni: 0,00022. Pop = Populacdes. Populagdes consideradas na analise:
(SP) = Sao Paulo; (RJ) = Rio de Janeiro; (MG) = Minas Gerais; (SC) = Santa Catarina; (RS) = Rio Grande do Sul; (PR) = Parana; (DF) =
Brasilia; (GO) = Goias; (MS) = Mato Grosso do Sul; (MT) = Mato Grosso; (PA-1) = Belém; (AC) = Rio Branco; (AP) = Macap4; (RO) =
Porto Velho; (RR) = Boa Vista; (PA-2) = Santarém; (TO) = Palmas; (AM) = Manaus; (CE) = Ceara; (PE) = Pernambuco; (MA) =

Maranhdo.
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Para analisar o Estado MT com relagdo as populagdes internacionais, foram
selecionadas no banco de dados YHRD populagdes Europeias (Itdlia e Portugal),
Africana (Africa do Sul), Asiatica (Coréia do Sul) e Latino-Americana (Argentina) ©¥
tipadas para o sistema PPY23 a fim de se realizar um célculo da distancia genética (Rsr)
disponivel do préprio banco (Tabela 6). Observou-se que de 15 pares, 13 mostraram
valor P significante ap6s a correcao de Bonferroni (P<0,0033). Além disso, Mato
Grosso mostrou-se muito proximo da populacdo Latino-Americana, representada por
Argentina, seguido das duas populacdes europeias Potugal e Italia (Rs7= 0,0039; 0,0058

e 0,0101, respectivamente).

Tabela 6. Matriz de distancia genética entre pares de populagao de Mato Grosso,
Brasil e outras populagdes mundiais tipadas para o sistema PPY23 disponiveis no banco
de dados Y-Chromosome STR Haplotype Reference Database (YHRD) com valores de

p (acima da diagonal) e distancia genética (Rsr) (abaixo da diagonal).

Populagio (MT) (LA) (EU-1)  (EU-2)  (AF) (AS)
(MT) - 0,0291 0,0008* 00390  0,0000%*  0,0000*
(LA) 0,0039 - 0,0000%  0,0001*  0,0000%  0,0000*
(EU-1) 0,0101 0,0105 - 0,0000%  0,0000%  0,0000%*
(EU-2) 0,0058  0,0101 0,0173 - 0,0000%  0,0000%
(AF) 0,0995  0,1297  0,1322 01480 - 0,0000%*
(AS) 0,967  0,1960 0208 02320  0,1868 -

* Valores de P considerados significantes apds corre¢ao de Bonferroni: 0,00333. MT=
Mato Grosso; LA= Latino-Americana (Argentina); EU-1= Europeia (Itdlia); EU-2=
Europeia (Portugal) AF= Africana (Africa do Sul); AS= Asiatica (Coreia do Sul).

A andlise de Escala Multidimensional Nao-M¢étrica (MDS) foi realizada com
base nos valores Fsr obtidos nas andlises de distancia genética entre pares de regides
para o sistema Yfiler (Figuras 6 e 7), e Rsr para o sistema PPY23 (Figura 8). Observou-

se a metapopulacdo Europeia mais agrupada as regides Centro-Oeste, Sul, Sudeste e

Nordeste do Brasil, enquanto a Metapopulagdo Nativa-Americana e a regiao Norte mais
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distantes (Figura 6), com destaque para Belém (PA) e Boa Vista (RR) (Figura 7). A
populacdo do Estado de MT mostrou-se localizada entre as demais populagdes do Brasil
(Figura 7) e mais proximas as populacdes Latino-Americana (Argentina) e Europeias

(Italia e Portugal) (Figura 8).
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Figura 6. Andlise em Escala Multidimensional Nao-Métrica (MDS) baseada na matriz
de distancia genética entre pares de regides brasileiras, metapopulagdes europeia e
nativa-americana tipadas para o sistema Yfiler e disponiveis no banco de dados Y-

Chromosome STR Haplotype Reference Database (YHRD). ®® Stress: 0,0002.
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Figura 7. Analise em Escala Multidimensional Nao-Métrica (MDS) baseada na matriz
de distancia genética entre pares de populagdes brasileiras miscigenadas tipadas para o
sistema Yfiler e disponiveis no banco de dados Y-Chromosome STR Haplotype
Reference Database (YHRD). ©® Stress: 0,1994. (SP) = Sao Paulo; (RJ) = Rio de
Janeiro; (MG) = Minas Gerais; (SC) = Santa Catarina; (RS) = Rio Grande do Sul; (PR)
= Parang; (DF) = Brasilia; (GO) = Goias; (MS) = Mato Grosso do Sul; (MT) = Mato
Grosso; (PA-1) = Belém; (AC) = Rio Branco; (AP) = Macapa; (RO) = Porto Velho;
(RR) = Boa Vista; (PA-2) = Santarém; (TO) = Palmas; (AM) = Manaus; (CE) = Cear4;
(PE) = Pernambuco; (MA) = Maranhao
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Figura 8. Andlise em Escala Multidimensional Nao-Métrica (MDS) baseada na matriz
de distancia genética realizada no banco de dados YHRD ©¥ entre Mato Grosso (MT) e

populac¢des mundiais tipadas para o sistema PPY23. Stress: 0,04028.

Foi realizada anélise de variagdo molecular (AMOVA) entre as populagdes
miscigenadas estratificadas por regides geograficas do Brasil (norte, nordeste, centro-
oeste, sul e sudeste) representadas no Quadro 1 e entre MT com as populagdes
miscigenadas da regido Centro-Oeste, baseada na distancia Fsr e teste de significancia

com 10.000 permutas (Tabela 7)
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Tabela 7. Analise de variagdo molecular (AMOVA) para o Sistema Yfiler em

diferentes grupos de populacdes brasileiras.

Variaca
Teste Grupos Variacao Estudada a(l:/a;: a0 Valor P
(U]
Norte Ent 007  0,10119
Nordeste Ntre grupos ’ ’
1  Centro-Oeste Entre populagdes dentre grupos 0,38 0,00000%
Sudeste Dentro das populagdes 99,55 0,00000*
Sul
2 tro- 0
Centro-Oeste Entre populacdes ~ 0,20 0.08197
Dentro das populacdes 99,80

*Valores de P significantes para o nivel de 0,05.

Os resultados mostraram que a maior parte da variabilidade genética (99,55%)
entre as regioes geograficas do Brasil (Tabela 7, Teste 1) foi dentro das populagdes. Ao
estudar apenas o MT em relagdo as outras populacdes do Centro-Oeste, a menor
variagdo genética foi obtida com Mato Grosso do Sul (-0,39%), seguido de Brasilia (-

0,09%) e Goias (1,18%) (Tabela 7).

Os perfis haplotipicos obtidos para os 23 marcadores Y-STR na populagido do
MT foram disponibilizados no banco de dados internacional do cromossomo Y (YHRD)

(38) acessivel em https://www.yhrd.org/ (Figura 9).



Figura 9. Submissdo dos dados obtidos neste trabalho ao banco de dados
internacional YHRD (http://www.yhrd.org/). ¢
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4. DISCUSSAO

Este estudo tem carater inédito em relagdo aos perfis de Y-STR na populagio do
Estado de Mato Grosso, Brasil, para a sua utilizagdo em genética forense. O sistema
PowerPlex® Y23 mostrou-se altamente eficiente com alta diversidade haplotipica e
capacidade de discriminagdo com acréscimo de novos loci.

Além disso, os alelos intermediarios observados na populagdo de MT, também
estdo presentes em outras populagdes internacionais como Italia, 7>7” inclusive em
brasileiras como Para, Rondonia, Ceara, Maranhao, Goias, Mato Grosso do Sul, Sdo
Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul e Parana *77® indicando distribuicdo
semelhante entre as diferentes populagdes.

Considerando as altas frequéncias haplotipicas obtidas, assim como a
homogeneidade existente nessa populagdo com relagdo as demais populagdes brasileiras
e a proximidade com populagdes de origem europeia e latino-americana, os resultados
obtidos sdo consistentes com a historia da miscigena¢do do Brasil. 7

Neste estudo, a média obtida na DG de todos os loci (0,675) corroborou outros
estudos da regido Centro-Oeste do Brasil (0,684; 0,657 e 0,645). 47439 Gagp et al., ®V
Nufiez et al., ® Purps et al., 7® e Palha et al., “” também observaram resultados
semelhantes em populacdes asidticas, europeias € outras regidoes brasileiras,
respectivamente. A DG da maior parte do cromossomo Y humano, tem sido uma
ferramenta util para rastrear a historia e os movimentos populacionais, ligar homens
paternalmente relacionado uns aos outros e diferenciar linhagens masculinas nao
relacionados entre si. 3-89

Quando se estuda grande nimero de /oci especificos do cromossomo Y podem

ser obtidos valores muito elevados de diversidade haplotipica. Na maioria das
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populacdes humanas, espera-se que o numero relativamente pequeno de 12 a 17 STRs
produzam uma porcentagem de mais de 90% de haplotipos diferentes na maioria das
amostras de populagdes de tamanho médio de 100 a 500 individuos ndo relacionados.
(47

Na populagao estudada foi observado, como esperado, que o aumento do nimero
de Y-STR resultou em alta diversidade haplotipica (DH) e capacidade de discriminagao
(CD) para o PPY23, comparado aos outros sistemas Y-STRs. Nesse caso, ha
concordancia com outros estudos, que encontraram valores superiores a 0,9987 de DH e
0,942 de CD ®2848) indicando alta aplicabilidade desse sistema em estudos forenses.
Tais resultados evidenciam a alta diversidade haplotipica das populagdes miscigenadas
brasileiras, cujo indice ¢ superior aos relatados em estudos com amostras de populagdes
asiaticas como Mongoélia (0,9992) e Kuwaiti (0,9950), europeia como Pais Basco
(0,9987) e latino-americana como Buenos Aires (0,9990), Formosa (0,9956) e
Mendonza (0,9996). (7381 82.87)

Nas analises de distancia genética (Fsr e Rsr), representando a probabilidade de
que dois individuos, pertencentes a subpopulagdes diferentes, possuam uma alelo
idéntico por descendéncia, a metapopulagdo nativa americana do Brasil (Tabela 3) foi a
que apresentou os maiores valores de Fsr e Rsr com valores de P significantes
comparado as populacdes brasileiras miscigenadas, seguida da regido Norte, onde
abriga as pessoas com maior ascendéncia nativa americana. Diferencas significantes
também foram encontradas em outros estudos ao comparar populagdes brasileiras
urbanas com amerindias ®® e afro-descendentes (Rst variando de 0,139 a 0,184). &

Em relacdo as populagdes miscigenadas do Brasil, as analises aos pares (de Fisre

Rsr) envolvendo Belém (PA) e Boa Vista (RR) foram as que mais apresentaram valores
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significantes. Porém, houve pouca diferenciacdo, com valores de distdncia genética
abaixo de 0,05 (Tabelas 4 e 5), exceto entre as populagdes de Boa Vista (Roraima) e
Maranhao (Rst= 0,06780; P=0,00000). O mesmo foi verificado em estudo com 17 Y-
STRs na populagdo do Rio de Janeiro, em que ndo se revelou diferencas significativas
na distancia genética quando comparadas as demais regides brasileiras, exceto com Para
e Roraima, localizadas na regido norte do Brasil. 4

Neste estudo, embora a populacdo de Boa Vista (RR) tenha apresentado os
maiores valores de distdncia genética na comparacdo entre as populagdes, eles sdao
considerados de baixa diferenciacdo, de modo que as populagdes miscigenadas podem
ser consideradas geneticamente proximas ) com excecio de Belém e Boa Vista.

Tais resultados sugerem auséncia de subestrutura genética de MT com as
populagdes miscigenadas do Brasil e corrobora outros autores. Nesse contexto, destaca-
se o estudo de Vieira et al., ®” na populagdo de Goias, localizada no centro-oeste do
Brasil, no qual nao encontrou diferencas significativas entre as populagdes brasileiras.
Adicionalmente, Palha et al. ") analisaram 23 marcadores Y-STR em cerca de 2.000
amostras miscigenadas brasileiras distribuidas nas cinco regides geograficas do Brasil, e
também ndo encontraram subestrutura evidente no pais.

Os graficos MDS evidenciam a homogeneidade genética que existe entre MT e
as populacdes miscigenadas em geral, distribuidas nas regides geopoliticas do Brasil.
Além disso, demostram proximidade com a metapopulacdo brasileira europeia e a
grande distancia genética do grupo nativo americano em relacdo as demais populagdes
do Brasil, seguida da regido norte (Figura 6). Desse modo, hd concordancia com o

(90)

estudo de Grattapaglia et al., que demostraram linhagens europeias masculinas em

todas essas populagdes. Entretanto, o presente estudo apresenta discreta distidncia
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genética das populagdes de Belém (PA) e Boa Vista (RR) (Figura 7), o que justifica a
maior diferencia¢do da regido Norte e confirmam os resultados obtidos pela anélise de
distancia genética na comparagdo entre os pares de populagdes. Tais resultados
permitem que a distribui¢do haplotipica do MT seja englobada as populagdes brasileiras
miscigenadas.

Boa Vista (RR) e Belém (PA) sdo conhecidas como as cidades com a primeira e
a terceira maior incidéncia de indigenas urbanos no Brasil, respectivamente. ©°2 Além
disso, Boa Vista (RR) ¢ conhecida por seu intenso fluxo migratorio desde a colonizagao,
tendo em vista que se localiza proximo a fronteira com dois paises (Republica
Cooperativa da Guiana e a Venezuela). Desse modo, a cidade de Boa Vista possui zonas
onde os imigrantes chegam a representar 85% dos residentes daquele local. ®» Esses
fatores podem ter colaborado para uma amostragem nao representativa da populagdo
brasileira miscigenada nessas cidades, contribuindo para as discretas, porém,
significativas distancias genéticas observadas principalmente nessas duas populagdes.

Ao analisar a metapopulagdo miscigenada estratificada entre as regides do Brasil
(Tabela 7, Teste 1), observou-se baixa variagdo genética entre as regioes brasileiras
(0,07%). Esses resultados corroboram estudo reportado por Palha et al., “” que ndo
encontraram variacdes significativas entre os grupos no teste AMOVA, incluindo 17
populagdes distribuidas ao longo das cinco regides geograficas brasileiras. Isso foi
observado também neste estudo para a regido Centro-Oeste do Brasil (Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Goids e Brasilia-DF), com menor variagdo genética entre as
populagdes (0,20%). Além disso, homogeneidade na distribuicao de haplotipos Y-STR
foi observada em outros estudos entre popula¢des urbanas dentre os estados brasileiros,

bem como entre as cinco regides geopoliticas do pais. 457889
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No contexto internacional, a maior proximidade genética de MT foi apresentada
com Argentina, tanto nas andlises de Rsr como no teste AMOVA. Nesse caso, ha
indica¢do de pouca variagdo genética entre essas populagdes, observado também no
grafico MDS (Figura 8), com valores de P ndo significantes. J4 a populag¢do da Itdlia
destacou-se estatisticamente por apresentar valores de P significantes e baixo valor de
distancia genética.

Analise de marcadores autossomicos, os quais guardam a historia de ambas as
linhagens materna e paterna, confirmam a similaridade genética do centro-oeste ao
sudeste e nordeste do pais. Segundo Moura et al., " todas as regides brasileiras
miscigenadas possuem maior contribuigdo europeia, sendo que esta ¢ mais alta na
regido sul (77%) e diminui ao longo do pais no sentido da regido norte (51%);
inversamente, a herancga nativa americana € maior no norte (32%) e diminui no sentido
sul (11%), enquanto a ancestralidade africana ¢ maior no nordeste (27%).

Alta contribui¢do amerindia na regido norte (54%) e maiores contribuigdes
africanas e europeias sdo encontradas no nordeste (44%) e sul (66%), respectivamente
em analise de Alves-Silva et al. ®® Estudos com marcadores uniparentais do
cromossomo Y mostram que a linhagem paterna das populacdes brasileiras
miscigenadas ¢ predominantemente de origem europeia (85,8% - 97,5%), com baixa
influéncia africana e nativa Americana. ¢!7+88- 9497 Embora se reconheca que europeus,
africanos e amerindios contribuiram para o componente autossdmico em brasileiros ©®
as linhagens do cromossomo Y sdo, na maior parte, derivadas da ascendéncia europeia.

O tamanho e a complexidade demografica do Brasil exigem amplos estudos,
incluindo amostras representativas de diferentes regides para avaliar o perfil genético

ao longo do pais.
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5. CONCLUSOES

Este estudo permite as seguintes conclusdes:

1.

Constatam-se perfis haplotipicos caracteristicos da populagdo do Estado do

Mato Grosso, identificados com precisao pelo sistema PPY23.

. A populagao de MT pode ser reconhecida com ampla diversidade haplotipica,

representada por 98,5% de haplotipos diferentes pelo sistema PPY23.

. Ressalta-se a eficiéncia forense do sistema PPY23 com base nos parametros

forenses (diversidade haplotipica e capacidade de discriminagdo) na
populagdo do Estado de Mato Grosso, com potencial aplicagdo em exames de

parentescos e identidade.

. A auséncia de subestrutura genética na populagdao do Estado de Mato Grosso,

em relacdo as outras regides do Brasil, permite a utilizagdo de um banco de
dados unificado desta populacdo com relagdo a metapopulacdo miscigenada
do pais, o que se pode confirmar pela histéria de formacdo da populagdo
mato-grossense, mais proxima ao grupo brasileiro, seguido do latino-

americano, europeu e mais distante, do asiatico e africano.

. E possivel visualizar e utilizar os perfis haplotipicos obtidos para os 23

marcadores Y-STRs na populacdo do Estado de Mato Grosso ja aceitos e
inseridos no banco de dados internacional YHRD (http://www.yhrd.org/),

com aplicagdo imediata na area forense.
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APENDICE A - Parecer de aprova¢io do CEP-FAMERP

Parecer n.® B84 B35

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O projeto de pesqusa CAAE 39088514.8.0000.5415 sob a
W-Maimwmmrmmnﬁm
'mwgmsmuw:urwmtmu#
Mate Grosse, Brosil® estd de ocordo com @ reseluigio do CNS 466/12 & for
aprovade por esse CEP

Lembromos oo senhor{n) pesqusader(c) gue, no cumprimants de

ResolugBo 251/57, o Comité de Etica em Pesquise em Seres Humanos (CEP) deverd

receber relatérios semestrais sobre o ondomento do Estude bem como @

mwznnﬂ&mdﬂmnmrmmﬂcrﬂ:ﬁmh,ﬂmd-m

dos relatos de eventos adverses pora conhecimento deste Comité Salientamos
ginda, a necessidode de relatore completo ao final do Estude
Sag José do Qie Preto, 26 de novembro de 2014

dr:lﬁl;:fp{;?ﬁ' II\__i »j‘-.\‘.-'\_l_ L L;ELH

Presidente do CEP/FAMERP
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APENDICE B - Parecer de aprovaciao SES/MT (paginas 1, 13 e 14)

SECRETARIA DE ESTADO DE

SAUDE DE MATO GROSSO - “GRGraml
SES /MT

Elaborado pela Instituigdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTEB‘ZACAO DE MARCADORES STR DO CROMOSSOMO X NA
PCPULACAO DO ESTADO DE MATO GROSSO, BRASIL

Pesquisador: Joyce Aparecida Martins Lopes Ferraz

Area Tematica: Genatica Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genetica Humana que nao necessita de analise
&tica por panes da CONER;);

Versao: 1

CAAE: 39088514.8.3001.5164

Instituigdo Proponente: Faculdade de Medicina de Sac Jose do Rio Preto- FAMERP - SP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 942 241
Data da Relatoria: 29/01/2015

Apresentagdo do Projeto:

1. INTRODUGAQ. Marcadores biclegicos para identificag@io humana — panorama historico Inicialmente,
diverscs marcadores proteicos foram tipados para detectar polimorfismos que pederiam ser potencialmente
usados para diferenciar individuos. No seculo XX, a descoberia dos grupos sanguineos ABO, marcou o
inicio dos estudos modernos sobre a variagac genetica humana (JORDE; WATKINS; BAMSHAD, 2001),
sendo 1al sistema utilizado por varias decadas em tesies de identificagdic humana e em evidéncias
relacionadas a crimes. Posteriormente, outros sistemas de marcadores prot&icos come os componentes
grupo-especificos (transferrina, albumina, ceruloplasmina, haptoglobina, fosfoglicomutase-1, fosfatase acida,
esterase D, eic) mosiraram-se variaveis entre os grupos populacionais € passaram, também, a ser utilizados
(BONACCORSQ, 2004). Marcando uma segunda fase, em 1954, foi demonstrada a ccorréncia de um
sistema de histocompatbilidade mediade por antigenos na superficie dos leucocitos, conhecide come
complexo HLA (Human leucocyte antigen), determinado por genes aiglicos muito proximos, localizados no
brage curto do cromossome 6, com acentuado poder de discriminagic (CALABREZ, 1899). O uso de
sistemas protéicos para a aguisigdo de altos niveis de diferenciagac entre os individuos apresenia, no
entanto, alguns inconvenientes, tais como: a baixa estabilidade em

Endsrego:  Avenida Adauto Sctelho SIN

Bairro: Bairro Cophema - ESP CEP: 78.085-200
UF: NT Municipio: CUIABA
Telsfons: (85)2861-3431 Fax: (65)3613-2204 E-mail: cepfses.migov or

Sagna 01 se 58
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APENDICE B - Parecer de aprovacio SES/MT (paginas 1, 13 e 14) continuacio

SECRETARIA DE ESTADO DE

SAUDE DE MATO GROSSO - “GR8raml -
SES /MT

Contiruacic do Parecer 942 241

da coleta, ¢ individuo sera submetido a um desconforio minimo ocasionado pela compressio do seu dedo,
uma vez que tal processo se fara no momento da triagem, sem a necessidade de nova pungio.
Beneficios:

Nao havera beneficio imediato ao sujeito da pesquisa, mas € atraves de estudos como este que sio
adquiridos os dados necessarios para as analises esiatisticas efetuadas nos exames de identificagao
humana & investigagdes de vinculos biclogicos pela analise do DNA, dando robustez & credibilidads
cientifica ao laudo pericial.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

ver item Recomendagdes

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
PE_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_429230 pdf]
PB_XML_INTERFACE_REBEC .xml

Foltha_rosto_MT jpg

Projeto_MT_CEP.doc

Declaragio_MT_CEP.pd

TCLE_MT.doc

Recomendagodes:

Foi informado no TCLE - Para maiores esclarecimenios, o Comite de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
da FAMERP (CEP/FAMERP) esta disponivel no ielefone: (17) 3201-5813 ou pelc email:
cepfamerp@famerp.br.

Solicita-ee informar o papel social do CEP ¢ a possibilidade de os participames efetuarem contantc com ¢
CEP em caso de duvidas sobre a condugio &tica de =studo. Alem disto, solicita-se disponibilizar enderego
fisico & 0 nome do responsavel a ser contatado no CEP.

Nao foi informado que o TCLE sera dispenibilizado em duas vias e uma devera ficar sob a posse do
participanie do estudo € a necessidade de rubricar todas as paginas , caso ultrapasse a uma pagina.
Deixar a finguagem tecnica © mais clara possivel, deixando-as de forma coloquial, por exemplo :

Enderego:  Avenidz Adauto Sotelho SN

Bairro: Bairro Cophema - ESP CEP: 78.085-200
UF: MT Municipio: CUIABA
Telsfons: (65)3861-3431 Fax: {65i3613-220¢ E-mail: cepfises.migov or

Sagna 13de 18
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APENDICE B - Parecer de aprovacio SES/MT (paginas 1, 13 e 14) continuagio

SECRETARIA DE ESTADO DE

SAUDE DE MATO GROSSO - ‘CR@raml
SES /MT

triagem hematologica , explicar o significado, DNA . compressae, nova pungie, material genético.

Contrivagiio do Parecer 942241

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
ver item Recomendagdes

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nac

Consideragdes Finais a critério do CEP;

Este parecer encontra-se na modalidade Ad. Referendum.

CUIABA, 30 de Janeiro de 2015

Assinado por:

Valdete Margues Arnaut Antiqueira
(Coordenador)

Enderego:  Avenda Adauto Botelho SN

Bairro: Bairro Cophema - ESP CEP: 78.085-200

UF: MT Municipio: CUIABA

Telsfons: (83)3661-3431 Fax: (65)3613-2204 E-mail: cep@ses migov or

Sagna 14 de 18
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APENDICE C - Aprovagio do Adendo pelo CEP

FACULDADE DE MEDICINA DE
SAO JOSE DO RIO PRETO- (@i ™
FAMERP - SP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZACAO DE MARCADORES STR DO CROMOSSOMO X NA
POPULACAQ DO ESTADO DE MATO GROSSO, BRASIL

Pesquisador: Joyce Aparecxda Marting Lopes Fermaz

é

Area Tematica: Canetica Homana
(Trata se de pesquisa envolvendo (lenétca Humana que ndo necessita de snalise
Stica por pante da CONEP ),

Versdo: 1

CAAE: 39088514 8 0000 5415
Instituicho Proponente: Faculdade de Medicina de S40 Jose do o Prot- FAMERP  SP
Patrocinador Principal: Financiamento Propro

DADOS DA NOTIFICACAD

Tipo de Notificagho: Outros

Detalhe: Adendo

Justificativa: Vioe documento em anexo
Data do Envio: 16082015

Situagso da Notificagho: Parecer Consubstancado £mmdo
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: ' 114 652
Data da Relatoria: 14072015

Apresentacho da Notificacho:

Trata-se de uma nolificagdo do estudo CAAE 39088514 8 0000 5415

Objetivo da Notificagho:

Submisso de notificagiio para este CEP

Avahagao dos Riscos o Beneficios

Tendo em vista que o sistema AS-STR serd caracterizado om 500 Individuos o que 300 pessoas j4
fomeceram suas amosizas DOICGICas para 0 estudo de marcacores X-STH. solcfamos a dspensa do TCLE
aasias pessOas pard a andhse do sistema AS STH

Ou sega, nsco minmo referente & exposigiio das amostras.

Enderego:  ARIGALE MO FARA LIMA_ 5414

Bakro:  VILA SAO PEORO CEP: 15000000

uF: o Municiple:  SAO JOGF DO WO PRETO

Velafone: (1 775007 5873 Fax: (1752015873 Emal  cptarwod e o
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APENDICE C - Aprovacio do Adendo pelo CEP (continuagio)

FACULDADE DE MEDICINA DE

SAO JOSE DO RIO PRETO-  CgVary ™™
FAMERP - SP

Comentarias w Consideracoes sobre a Notificacdo

Fol solcitans & Mudanca de RSO 00 85800 bam Como exentdo do CUROGEETa.

D ac000 com pesqURAt’ 48 0 Morerto lram coktadas SMOSTES S8 gUNeas oo 100 NAvduos DY &
caractenzacio dos marcacorss X STRs (sistema declapies o Argus X.12) conforme propasts no orojeto
orgral

Consideractes sobre os Tarmos de apresantacao obrigatona

Oe acordo

Recomendactes

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes

Sem perokncins ou madSqUatos.

Shuacdo do Parecer

Agrovado

MNecessita Apreciagdo da CONEP-

Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP-

LA % Wece 4 e

O Comaé de Etca om Poscuisa om Serss Humanos da Faculdade de Medoma de S4o Jose do Rio Preto
SProva & mucancs de Tuio do estudo anferorments “CARACTERIZACAO DE MARCADORES STH DO
CROMOSSOMO X NA POPULACAQ DO ESTADO DE MATO GROSSO, BRASIL" e 3gota cara
“Caracterzacdo de Marcadores Genatcos Forense na Populagdo do Estado de Mato Grosso, Brass™ o a
Mudanga de cronograma conforme encaminfamento datado de 18062015 reforarts 20 astudo CAAE
30088514 8 0000 5415

SAQ JOSE DO RIO PRETD. 19 de Junho de 2018

ASsinado por
LUCIANO GARCIA LOURENCAO
(Coordenador)

Soferege  SRGADE IO FARIA L WA 5408

Bairre: VR A SAO FEDMO CEP: 15.000-000

ue: o Mumcipho:  SAO JOSE DO MIO SRETD

Talatone (170001 5813 Fon:  (1TE201- 802 I

-

68



APENDICE D — Termo de Consentimento Livre Esclarecido

CEP/FAMERF

Tiulo do estudo. Caractenzagdo O Marcagorss Geneticos Forenes na
Popula¢3o g0 Estado de Mato Groseo, Srasil

VOoR 2513 S2n00 CONVIIACD 3 PAMICPIr 08SE SSIUDD DorQue
! VOO peMEnce 3 DOPUIaGE0 00 EStado oe Matd Grosso, para a qual
€ necassdrio corhecer 3 equéncia de Sigumas egilss 0o DNA

(MAAra que possul 35 nformagdes QeNecas nuUMana) analsadas
M 2AEMES U2 0eNtNea¢io humana.

Do QuE SE TRATA O E8TLOLT

O exames 02 ONA para isentficacdo humana analisam regifes genetcas que
580 PISS3CIS 006 DAIE PATE 08 MN0E ASSIM. 0 ODIENVO 0261 ESILAD & JSlemINGr 3

frequéncia 02 ceras regdes 00 DNA N3 pODWSCI0 00 Estado de Malo Grosso &
3vakiar 3 NcEncs das MESMAs No Exame de dentcacio numana.

Como SENA REALZADD 0 ESTUDO?

Fara pAncipar 03 Desquisa voos 1673 QUE Dreencher & assinar 2 UItima pagna
deste Temo de Consentimento Livre & Ssoarecioo & rnubicar 3 primaira pagina oo
MEEMO. 0 QU $873 WSDONDIIZIA0 &M LSS Vi3S & UM MCAra com ook,

QUANgo vooR 003 UMG J0I3 02 SaNQuUE [ODISNa03 03 Pont3 00 0200 D3 O
1E61e QUE T3 IVANar 38 DOJEr3 687 J0300r SSM 3 NECESSICAnE C8 UMa NoVa Dicada,
S2rS0 cORtaNas 08 3 3 £ gOtas 00 SEU S3NQUE &M um catlo especial paTa AN
ohologea

Sua KemMcagio sera ratads de forma andnima e confidgenclal, isto &, em
NErOUM MOMENTO 5673 IWVUNJA0D O S2U NCME M qUIGUEr 1352 00 ESU00.

0% 33008 cOISta0ns s&rd0 WIIZao0s 3penas NECTA pesquea & 0§ resultados
32030 AVUGA00S & SVertos DU reviaias CIentificas 30enas para fing os esiudo.

ESSES MROCEDINENTOS SAQ DESCONFORTAVEIS OU GERAN RISCOS P

05 proceaimantos POCerd0 TZer 06 SSgUINiSs MSCOS UM PEQUEND JS5CONTOND
decomense O3 comprassdo TEAlZads N0 SSU 0800 parE 3 SO d0 Sangue.
Voo N30 183 DENSNCo IMSOIaM 30 pamicipar dests Sstudo, DOFEM SU DATICRACH
r3 comirbul A3 JO0QUEIT 0 3006 NECESSIIE DA a8 analises eelalislicas
STSUA0AE NS SXAMES 08 OENTICACA0 NUMAN3 POF 3N 68 30 MASNI QENSeD
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APENDICE D — Termo de Consentimento Livre Esclarecido (continuaco)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE £ ESCLARECIDO

EPFAMERP

O QUE ACONTECE COM QUEM RAQ PARTICIPA DO ESTULDT

N30 NE 3cONNSCRr3 N33 52 vood nd0 qUISST paTIcDa” (2SS S5O0,
VOOR POOE 52 TECUSE 3 DAMTCIPAr CU MESMO TEUFAr SSU CONSENTMEND 3
QUIGUET MOMENTD, S8 NENNUIM PrELE2 ou penalizacso.
. mmmmen&mwlmm"- mdy;
mmmmmemmmm‘} S
QUAGUET MOMEMD JEEIS SELI00, SN0 SM CONEMD COM O pesquisador
rasponsavel Dr®) Jovoe Apacecios Martine Loges Famaz paio e-mal
OyCE_a0aphotmall Com ou peno telefone. 17-32015854
Alem 31550, © COMEE 02 L1C3 &M PeEqQUIS3 &M Serss HUMEN0S 33 FAMERS
(CER'FAMERP), cooroenado paio Prof. Dr. Luciano Garca _owrengdo. € resporsavel
DOF ATANYr 3 #1903 no dssevolvimento J88t3 pesquiss & 2613 disponive pam
QUASqUET 25CRMECIMENtng No eetone: (17) 3201-55813, e-mall Cceotamerp amen.or
2 encensgo; Av. BNgIcero Fara Uima, 3416, Vi3 S80 Pedro, CEP 15090-000, S&o
JOSE o Rl Prep -SP

Daciaro que antand 2ste TERMO OE CONSENTIMENTO & estou 0& acondo
M partcipar oo Sstudo Droposto. s3bendo QuE dElE pOCENE JESENr 3 QUIqUEr
MOMENE, S2m SoMrSr QUAIGUET PLTIGE0 OU CONSTangMENTC.

Pezquisadcr Rezponsave!
Dra. Joyce Aparecida Mating Lopes Femaz

Sarucioame 63 Pesqusd ou Sesponsavei
INO™e & Assinatura)




APENDICE E — Lista de Haplétipos
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Tabela 1. Distribuicdo haplotipica de 200 amostras masculinas tipadas para o sistema PowerPlex® Y23 na populacio do Estado de Mato

Grosso, Brasil.

<

cZ2E oz 2gbo2sasee 8 o8 3
H S 33crosenicznEcisEa: o 2SN

A ZAL-BRAERAZAALAALAAAEA B B &

=) a 3
MTO1 16 13 20 29 13 9 27 11 11 10 14 22 21 24 11 11 12 13 18 13,13 16 11 1
MTO02 17 13 20 30 13 10 22 12 12 10 14 19 21 24 12 11 12 12 16 16,16 17 12 1
MTO03 20 14 19 31 13 10 27 12 11 9 13 18 22 25 13 14 11 12 18 15,17 15 11 1
MTO04 18 12 20 28 14 11 19 13 12 12 15 19 23 23 12 13 10 13 20 11,14 15 12 1
MTO05 16 12 20 29 14 10 25 12 11 10 16 19 21 22 12 11 12 13 17 13,15 14 11 1
MTO06 17 13 19 29 14 11 22 13 12 12 15 18 23 24 12 13 10 13 16 11,13 16 11 2
MTO7 17 12 19 29 14 11 27 13 13 12 15 17 23 24 11 13 11 13 16 11,15 16 12 1
MTO08 17 13 22 30 16 10 26 11 11 11 14 19 21 21 12 11 13 15 17 17,2 15 11 1
MTO09 19 13 19 29 14 11 22 13 12 12 15 17 23 23 11 13 10 13 17 11,14 16 13 1
MT10 18 14 19 33 13 10 28 13 11 11 14 16 23 23 11 14 10 13 17 15,18 15 14 1
MTI11 16 13 20 31 14 10 25 11 11 10 14 19 21 23 12 11 9 12 18.2 13,18 16 11 1
MTI12 17 12 21 28 15 10 21 12 9 10 15 18 21 22 11 11 13 14 17 12,15 16 12 1
MTI13 15 13 19 29 14 10 24 12 11 9 14 18 21 23 11 13 10 13 16 13,14 16 11 1
MT14 17 13 18 30 13 10 22 12 12 10 14 16 21 23 12 11 14 13 16 16,17 17 11 1
MT15 17 13 20 31 13 11 24 12 11 11 15 12 23 25 12 14 10 13 17 14,14 15 12 1
MTI16 16 13 20 29 13 10 21 12 12 10 14 20 21 24 13 11 12 13 15 17,18 15 12 1
MT17 18 13 19 29 14 11 22 12 13 12 15 17 23 24 13 13 10 13 17 11,14 16 12 1
MTI18 19 12 20 31 13 10 24 12 11 10 15 14 23 23 10 11 12 14 18 15,17 14 12 1
MTI19 21 13 20 30 16 12 23 12 12 11 14 18 23 25 10 11 10 13 16 11,14 15 13 1




continua
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23352353 38528523388 2 g %
R EEEREEEEEEREEEEEEEE R

222 %3223 A3523384a354223 & &8
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MT20 17 13 19 29 13 11 22 12 12 12 14 13 23 23 12 13 10 13 17 12,14 16 11 1
MT21 20 13 21 30 14 10 25 13 11 10 14 17 21 23 13 11 9 12 17.2 13,15 15 11 1
MT22 18 13 17 29 15 11 23 13 11 12 14 18 23 24 11 13 10 13 17 11,13 17 11 1
MT23 15 12 21 30 15 10 27 11 10 11 14 20 21 21 13 11 13 13 17 16,17 15 12 1
MT24 18 12 19 29 14 10 22 13 12 12 15 18 23 24 15 14 10 13 14 11,12 15 11 2
MT25 17 13 20 32 14 11 22 12 12 12 15 17 23 24 12 13 11 13 19 11,14 16 12 2
MT26 16 12 20 29 13 10 24 12 13 10 14 19 21 23 13 11 12 13 17 16,16 17 11 1
MT27 17 12 20 28 14 10 26 12 11 10 16 19 22 22 11 11 12 13 15 13,14 14 11 1
MT28 17 14 19 30 14 11 22 13 12 12 15 17 23 24 12 13 10 13 16 11,14 17 12 1
MT29 18 13 19 29 14 11 23 13 12 12 15 18 23 23 12 13 10 13 16 11,14 16 11 1
MT30 16 13 20 30 14 10 24 12 11 10 14 18 20 23 12 11 9 12 16.2 14,19 17 11 1
MT31 18 13 19 29 15 11 23 12 13 13 14 17 23 24 12 13 10 13 18 11,14 16 12 1
MT32 19 13 19 29 14 11 21 12 12 12 15 17 24 24 12 13 10 13 18 11,11 15 12 1
MT33 18 13 19 29 15 11 22 13 12 12 15 18 23 23 12 13 10 13 16 11,14 16 12 1
MT34 17 13 19 29 15 11 24 13 12 12 15 17 24 24 12 13 9 13 16 11,14 15 12 1
MT35 18 14 19 30 14 11 22 13 13 12 15 17 23 23 13 12 10 13 16 11,13 16 12 1
MT36 18 13 21 29 14 10 21 12 11 9 14 16 22 22 12 11 8§ 12 15 12,15 15 11 1
MT37 20 13 19 29 14 11 22 12 12 12 15 16 23 24 12 13 10 13 17 11,14 16 12 1
MT38 15 13 21 30 17 10 27 11 12 11 14 19 21 20 13 11 14 14 16 15,18 15 11 1
MT39 19 13 20 29 14 11 22 12 10 12 15 17 23 24 12 13 10 13 17 11,14 15 12 1
MT40 15 13 20 31 14 10 25 13 11 10 14 16 21 23 11 11 9 12 172 13,19 15 11 1
MT41 19 14 19 31 14 11 22 13 11 12 15 16 23 24 13 13 11 13 20 11,15 16 12 1
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MT42 18 13 22 29 15 10 23 15 11 9 15 14 21 23 12 11 11 12 15 13,18 15 11 1
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MT43 19 13 19 29 14 10 23 12 12 12 15 15 23 24 12 13 11 12 16 11,14 15 12 1
MT44 17 13 18 29 14 11 23 11 12 12 15 17 23 24 13 13 10 13 19 11,15 15 12 1
MT45 19 13 19 29 14 10 22 13 12 12 15 17 23 23 11 13 10 13 17 11,14 15 12 1
MT46 18 13 19 29 14 11 22 12 12 12 15 17 23 24 11 13 10 12 17 10,14 16 11 1
MT47 18 13 19 29 14 11 22 13 12 12 14 17 23 24 13 13 10 14 19 11,15 14 11 1
MT48 18 13 19 29 14 11 22 12 12 12 15 16 23 24 12 13 10 13 17 11,14 16 11 1
MT49 18 13 20 31 16 9 27 13 12 11 14 21 21 21 13 11 14 13 17 16,17 15 12 1
MT50 17 13 21 32 15 10 27 12 11 11 14 19 21 21 12 11 14 13 15 15,17 15 11 1
MTS51 18 13 19 29 15 11 21 13 12 12 14 16 23 23 11 13 9 13 17 11,13 15 12 1
MTS52 18 13 19 29 15 11 22 13 12 12 15 17 23 24 12 13 9 13 16 11,14 16 12 1
MT53 18 13 19 29 14 11 23 12 12 12 15 17 23 24 13 13 11 13 18 11,14 16 12 1
MT54 18 14 21 32 15 11 28 11 11 11 14 20 21 21 11 11 14 13 17 16,18 15 12 1
MTS55 19 13 19 29 14 11 22 13 12 12 15 20 24 24 13 14 10 13 16 11,13 15 11 1
MT56 19 14 19 30 14 11 22 13 11 13 15 16 23 25 12 13 10 13 18 11,14 16 12 1
MT57 19 13 19 29 15 11 23 13 12 12 15 17 23 24 11 13 9 13 18 11,14 16 11 1
MT58 19 14 20 30 13 9 28 11 11 10 14 22 21 24 10 11 11 13 17 12,13 16 12 1
MT59 16 13 21 29 16 9 22 11 12 9 14 19 24 23 11 11 10 12 14 13,13 16 11 1
MT60 19 13 18 29 14 10 22 11 12 12 14 18 23 24 13 13 10 13 18 1L,15 16 11 1
MT61 18 13 19 29 15 10 22 14 12 12 15 17 23 23 12 13 10 13 17 12,14 15 12 1
MT62 19 12 19 29 14 11 23 11 12 12 15 17 23 24 12 13 10 12 18 11,15 17 12 1
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MT63 18 13 20 29 15 10 21 13 11 9 15 20 23 22 12 11 10 13 15 14,18 13 12 1
MTo64 18 13 20 30 14 9 25 11 11 10 14 22 22 23 10 11 12 13 20 14,14 17 12 1
MT65 17 13 19 29 16 11 21 13 12 9 15 17 24 23 10 11 11 12 15 12,16 15 11 1
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MTo66 18 13 19 29 14 11 22 14 11 12 14 17 23 23 11 13 10 13 17 11,14 15 12 1
MT67 17 13 20 30 14 11 22 12 12 12 15 17 23 24 12 13 11 13 19 11,14 15 12 1
MTo68 17 14 19 30 14 11 22 13 12 12 15 17 23 24 12 13 10 13 18 12,14 16 12 1
MT69 16 13 20 31 14 10 22 13 13 12 15 16 23 24 12 13 10 12 15 11,14 14 12 1
MT70 17 13 20 30 13 10 22 12 12 10 14 18 25 24 11 11 11 13 15 16,18 16 12 1
MT71 19 14 19 30 14 11 22 12 12 12 15 18 23 24 12 13 10 13 18 11,14 16 12 1
MT72 18 13 22 29 15 10 23 14 11 9 15 16 21 23 13 11 11 12 15 13,18 15 11 1
MT73 18 13 19 29 14 11 22 12 12 12 15 16 23 24 12 13 11 13 16 10,14 19 12 1
MT74 17 13 20 29 15 10 25 11 13 10 14 19 20 22 11 13 12 13 15 16,16 14 11 1
MT75 17 12 22 28 14 10 24 13 10 10 16 19 21 23 12 12 11 13 15 14,14 15 12 1
MT76 16 12 19 27 15 10 23 12 10 9 14 18 21 23 11 14 9 13 15 13,16 15 11 1
MT77 19 13 20 30 16 11 23 12 12 11 14 20 23 25 10 11 10 13 16 12,14 15 12 1
MT78 17 12 20 28 16 10 21 12 9 10 16 17 21 22 12 11 12 13 18 12,15 16 11 1
MT79 19 14 21 30 14 10 23 12 11 9 15 18 21 22 10 11 &8 12 15 13,16 16 11 1
MTS80 20 13 20 29 13 9 28 11 11 10 14 23 21 24 10 11 12 13 18 13,14 15 12 1
MTS81 19 13 19 29 14 11 22 12 12 12 15 17 24 24 11 13 11 13 17 9,14 15 12 1
MT&2 19 12 19 28 15 11 22 13 12 12 15 17 23 25 12 13 10 12 17 11,14 15 12 1
MTS83 17 13 19 31 14 10 23 12 12 12 15 16 23 24 12 13 9 14 17 11,14 15 13 1
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MT84 20 14 19 30 14 12 22 13 12 12 15 17 23 24 12 13 10 13 17 11,13 15 12 1
MT85 18 13 20 30 15 11 22 12 12 9 14 15 24 23 11 11 10 12 17 13,15 18 12 1
MTRg6 18 13 19 30 13 10 22 11 12 10 14 21 22 23 12 11 12 13 16 17,2 17 12 1
MT87 19 13 19 31 14 11 22 12 11 12 15 17 24 24 13 13 10 13 17 11,14 16 12 |
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MTR88 16 14 18 30 14 11 22 13 12 12 14 16 23 24 12 13 10 13 18 10,13 16 11 1
MT89 18 14 21 32 15 11 28 12 11 11 14 20 21 21 11 11 14 13 17 16,18 15 12 1
MT90 16 13 21 30 17 11 26 12 11 11 14 17 21 21 12 11 13 15 16 17,19 14 11 1
MT91 18 13 19 29 14 11 20 12 13 12 14 17 23 23 12 13 11 13 17 11,13 15 12 1
MT92 17 12 19 28 16 11 22 13 12 12 15 18 23 24 12 13 11 13 18 11,15 15 12 1
MT93 19 13 18 29 14 11 21 9 12 12 15 17 25 25 11 13 10 13 17 10,14 16 12 1
MT94 15 14 21 32 16 11 24 11 11 11 14 17 21 21 13 11 13 15 15 17,17 16 11 1
MT95 13 14 20 32 16 10 27 11 12 11 14 17 22 21 12 11 15 13 17 16,17 14 12 1
MTO96 18 13 19 29 14 10 23 12 12 12 14 16 23 24 13 13 10 13 17 12,14 16 12 1
MT97 17 13 20 30 13 10 22 11 12 10 14 19 24 24 13 11 12 13 17 16,18 15 11 1
MTO98 18 12 19 26 15 11 22 14 11 12 15 17 24 24 10 13 10 13 16 12,14 16 12 1
MT99 18 13 19 29 14 11 21 13 12 12 15 16 24 24 12 13 10 13 18 11,17 15 12 1
MT100 15 13 21 30 16 10 21 12 10 10 16 18 21 22 12 10 12 13 18 15,15 15 11 1
mT101 18 13 20 32 15 10 25 11 12 7 15 17 21 22 11 12 11 15 17 15,16 13 11 1
MT102 17 12 22 29 15 10 22 11 9 10 16 19 21 22 13 11 11 14 16 15,15 18 12 1
MT103 16 14 20 30 13 7 29 11 11 10 14 22 21 23 10 11 12 13 18 13,14 15 12 1
MT104 19 14 19 30 14 11 23 12 12 11 15 17 23 24 11 13 10 13 18 11,14 15 11 1
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MT105 17 13 20 30 13 10 22 12 12 10 14 18 24 24 13 11 12 13 15 17,17 16 11 1
MT106 20 12 18 27 14 10 22 12 12 12 15 17 23 24 12 13 10 13 17 12,14 15 12 1
MT107 18 14 20 30 13 9 28 11 10 10 14 21 21 24 11 11 12 13 18 122,14 15 12 1
MT108 17 14 20 30 14 11 22 12 10 9 15 16 21 22 12 10 11 12 16 14,17 15 12 1
MT109 15 13 21 32 16 10 28 11 12 11 14 20 22 21 11 11 14 12 15 16,17 15 12 1
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MT110 16 14 20 29 14 10 22 13 12 9 14 18 22 23 11 13 10 13 17 14,17 15 10 1
MTI111 18 14 21 31 16 10 25 13 8 10 14 21 23 24 11 11 10 12 15 13,18 15 10 1
MT112 18 13 19 29 14 11 22 13 12 12 16 17 23 24 12 13 10 13 17 11,14 15 12 1
MTI113 18 13 19 29 13 11 23 14 12 12 15 17 23 23 11 13 11 13 18 11,14 14 12 1
MT114 17 13 21 29 15 11 25 11 11 11 14 20 21 21 11 11 14 13 17 15,16 14 11 1
MTI15 15 12 21 30 15 10 28 11 11 11 14 18 21 23 11 11 14 13 17 17,17 15 12 1
MTIl6 15 13 20 32 13 10 25 12 10 10 14 20 21 24 12 11 12 14 18 16,17 16 11 1
MT117 16 13 19 29 14 11 24 12 12 12 15 17 23 23 12 13 10 13 17 14,14 16 12 1
MTI118 17 13 20 29 15 11 23 12 12 9 14 16 22 23 12 11 10 12 17 13,16 15 13 1
MT119 16 13 21 29 14 10 23 13 12 9 15 19 22 23 12 11 10 12 17 13,17 15 12 1
MT120 18 13 19 29 14 11 20 12 12 12 15 16 23 25 12 13 10 13 18 11,15 15 12 1
MTI121 18 13 19 28 14 11 22 13 12 11 15 18 24 24 12 13 10 13 17 11,14 16 12 1
MTI122 16 13 21 29 13 10 22 12 12 9 15 17 22 23 11 11 10 12 16 13,16 16 12 1
MT123 17 13 19 26 14 10 21 13 12 9 14 18 21 24 11 13 10 13 17 14,16 16 11 1
MTI124 18 14 20 30 14 11 22 13 13 12 14 18 23 24 12 14 11 13 18 11,15 16 12 1
MTI125 17 13 19 29 14 11 22 13 12 12 15 17 23 23 13 13 10 13 16 11,14 16 12 1
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MTI26 17 13 19 27 14 11 22 13 12 12 15 17 23 23 11 13 10 13 18 11,15 15 12 1
MTI27 19 14 21 30 13 10 24 13 11 10 14 19 21 23 13 11 15 14 16 17,17 15 11 1
MTI28 18 13 19 29 14 11 23 12 13 12 15 17 23 24 13 13 10 13 17 1,14 16 12 1
MTI29 18 13 20 30 13 10 22 12 13 10 14 19 21 24 12 11 12 12 16 16,16 17 12 1
MTI30 14 13 21 30 16 10 21 12 10 10 16 18 21 22 12 10 12 13 18 1515 15 11 1
MTI131 19 13 19 29 14 11 23 12 12 12 15 17 23 24 12 13 10 13 16 11,15 16 12 1
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MTI132 19 13 19 29 15 11 22 13 12 12 15 18 23 24 12 13 10 13 16 11,14 16 12 1
MTI133 18 13 20 31 13 9 25 14 11 10 14 15 22 24 13 11 13 13 16 1517 15 14 1
MTI134 20 13 19 28 14 11 24 14 12 12 15 17 23 24 12 13 10 14 18 11,14 15 12 1
MTI135 15 14 21 32 16 10 28 11 12 11 14 20 22 21 13 11 13 13 17 14,17 15 11 1
MTI136 16 14 18 30 14 11 23 13 12 12 14 15 23 23 12 13 10 13 17 11,14 16 11 1
MT137 17 12 22 28 15 10 22 12 10 11 16 18 22 21 11 11 13 15 17 13,15 14 11 1
MTI138 17 14 19 30 14 11 22 13 12 12 15 16 23 24 11 13 10 12 18 11,14 15 12 1
MTI139 16 14 21 31 16 10 25 11 11 11 14 15 21 21 12 11 13 14 16 17,17 16 11 1
MT140 17 13 20 30 14 11 22 12 12 12 15 17 23 24 12 13 11 13 19 11,14 16 12 1
MT141 18 14 21 31 16 10 24 11 11 11 14 16 20 22 11 11 13 14 15 17,19 16 11 1
MTI142 18 13 19 29 14 11 22 12 11 12 15 17 23 25 11 12 10 13 18 11,14 16 12 1
MT143 15 13 19 30 17 10 24 12 12 9 14 17 21 23 11 14 11 14 17 1517 16 11 1
MT144 18 14 20 30 13 9 27 11 11 10 14 22 22 24 10 11 12 13 18 13,14 16 12 1
MTI145 16 13 21 31 15 11 28 11 11 11 14 22 21 21 11 11 15 13 17 16,17 15 12 1
MTI146 17 13 19 29 14 10 22 13 13 12 14 18 23 24 12 13 11 14 17 12,14 16 11 1
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MT147 16 13 18 29 15 10 21 13 12 9 16 18 21 24 11 11 9 12 16 14,17 13 11 1
MTI148 17 13 19 29 14 11 22 13 12 12 15 17 23 23 13 13 10 13 15 11,14 16 12 1
MT149 18 13 19 29 15 10 22 13 13 12 15 17 23 23 13 13 10 13 17 12,14 17 12 1
MT150 19 13 19 29 14 11 22 12 12 12 15 17 23 24 13 13 10 13 17 11,14 18 12 1
MT151 16 12 18 28 15 11 23 12 11 10 15 17 21 25 12 11 13 13 17 13,18 14 10 1
MT152 18 12 20 29 14 10 23 12 11 9 15 16 20 23 12 11 10 12 15 13,16 15 11 1
MTI153 18 14 20 30 13 9 28 11 10 10 14 21 22 24 10 11 12 14 18 13,13 15 12 1

continua

<

e 3 % 523853 385288833888 8 8§ 3%
W 9 2 2 228 ¢ 83iuEEiiEe i & 3 S 9w

2z &z 2223 3ia2a32328a8332 23 & & 8

a -
MT154 18 14 19 30 14 10 22 12 12 13 15 19 23 25 11 13 10 12 15 11,14 16 13 1
MT155 16 12 20 28 14 10 28 12 11 10 16 18 23 23 11 11 12 13 16 13,14 14 11 1
MT156 17 13 19 28 15 11 22 14 12 12 15 17 23 24 12 13 10 13 17 11,14 15 12 1
MTI157 18 13 19 29 14 11 22 13 12 12 15 16 24 23 12 13 10 13 16 11,14 15 12 1
MTI58 20 13 20 29 14 10 24 12 11 11 14 17 23 24 12 14 10 13 17 13,14 15 11 1
MT159 19 13 19 29 14 11 22 12 12 11 15 17 24 24 12 13 10 13 18 11,14 15 12 1
MT160 20 13 20 29 14 10 26 13 11 10 14 17 20 25 11 11 9 12 162 14,19 15 11 1
MTle6l 17 12 22 29 15 10 24 13 10 10 15 18 22 23 13 12 11 14 16 13,14 19 12 1
MT162 19 14 20 30 14 10 22 13 12 12 16 17 23 24 12 13 10 13 16 11,14 15 11 1
MT163 18 14 20 30 13 9 26 11 11 10 14 24 21 25 10 11 12 13 17 13,14 15 11 1
MTl164 15 14 21 31 16 10 27 11 11 11 14 14 21 22 14 11 12 13 17 16,17 15 10 1
MT165 19 14 19 30 14 9 28 11 11 10 14 22 22 24 10 11 12 13 18 12,15 15 12 1
MT166 19 13 19 29 14 11 22 13 12 12 15 17 23 23 12 13 10 13 17 11,15 16 11 1
MT167 18 12 19 26 15 11 22 14 11 12 15 17 24 24 10 13 10 13 16 12,14 15 12 1
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MT168 18 13 19 29 14 11 22 13 12 12 15 18 23 24 13 11 10 13 17 11,13 16 12 1
MT169 17 14 19 30 14 10 23 11 12 12 14 17 23 25 12 13 10 13 16 11,14 15 11 1
MT170 17 12 21 29 15 10 22 13 10 10 16 18 21 22 12 11 11 14 16 12,16 18 12 1
MT171 19 13 18 29 14 10 22 13 12 12 15 18 23 24 12 13 10 13 17 12,14 15 12 1
MT172 17 14 21 31 15 10 22 11 11 9 14 17 24 23 11 11 10 13 17 14,15 17 11 1
MTI173 19 14 20 31 14 10 26 12 11 10 14 17 20 23 11 11 9 12 18.2 13,15 15 11 1
MT174 16 12 19 28 14 11 22 13 12 12 15 17 23 24 13 13 10 13 17 11,14 17 12 1
MTI175 18 14 19 30 14 11 22 13 11 12 15 17 23 24 12 14 10 13 19 10,14 17 11 1
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MT176 18 13 21 31 15 10 21 12 11 10 16 18 21 22 13 11 11 14 19 13,14 13 11 1
MT177 21 13 19 29 14 10 22 12 12 12 15 17 23 23 11 12 10 14 18 10.2,14 16 12 1
MT178 20 13 20 29 14 11 22 14 12 12 15 17 24 24 13 13 10 13 17 11,14 15 11 1
MT179 20 13 19 29 14 11 22 12 13 12 15 18 23 24 12 13 10 13 17 12,15 15 12 1
MT180 18 13 19 29 14 10 22 12 12 13 15 18 23 25 11 13 10 12 16 11,14 16 13 1
MTI81 18 13 18 28 15 11 23 13 13 12 15 16 23 24 12 13 10 13 17 11,15 16 11 1
MT182 18 13 20 30 15 10 25 11 10 11 15 17 19 24 11 12 12 15 16 15,15 14 11 1
MT183 17 14 19 30 14 10 21 12 12 12 15 18 23 24 13 14 10 13 17 11,15 17 12 1
MT184 15 12 21 29 15 10 22 12 10 11 16 16 20 22 11 11 11 13 16 14,14 15 12 1
MT185 18 14 19 29 13 10 21 12 11 12 14 16 22 23 11 14 9 13 18 14,18 16 12 1
MTI8 20 12 18 28 14 12 21 14 12 12 14 17 23 23 13 14 10 13 18 11,14 16 11 1
MTI87 19 13 19 29 14 11 22 12 12 12 15 16 23 24 10 13 10 13 19 11,14 15 13 1
MTI188 17 14 21 32 14 10 22 11 11 9 14 16 23 23 11 11 10 13 18 14,15 17 11 1
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