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RESUMO 

 

RODOVALHO, Ricardo Goulart, Universidade Federal de Goiás, setembro de 2017.  

Desenvolvimento de um sistema multiplex de loci STRs autossômicos polimórficos 

para a identificação humana. Orientador: Prof. Aparecido Divino da Cruz. Co-

Orientador: Rinaldo Wellerson Pereira. 

 

O escopo principal do atual estudo foi o desenvolvimento de um sistema multiplex de 

loci STR, composto por 22 loci altamente informativos para aplicação em genética 

forense. O sistema compreendeu 21 loci STRs polimórficos autossômicos, a seguir 

D3S1358, TH01, D21S11, D18S51, Penta E, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, 

CSF1PO, Penta D, vWA, D8S1179, TPOX, FGA, D2S441, D17S1301, D19S433, 

D18S853, D20S482 e D14S1434, e o locus do gene da amelogenina. As estratégias foram 

desenvolvidas para superar os desafios envolvidos na criação de um sistema multiplex. 

Com base na literatura e nas bases de dados disponíveis, os loci STRs foram selecionados 

para obter marcadores discriminatórios e seguiram critérios específicos para esse fim. Os 

primers foram projetados usando o software Primer3, e o AutoDimer foi usado para 

avaliar potenciais interações entre eles. Os 22 loci selecionados foram validados 

individualmente e em conjunto, tanto para avaliar sua sensibilidade quanto para testar a 

eficiência do sistema multiplex. As análises estatísticas foram baseadas nos dados 

genéticos de 450 indivíduos não relacionados e residentes no estado de Goiás, permitindo 

assim estabelecer os parâmetros necessários para a utilização do sistema. Um total de 239 

alelos foram detectados para os 21 loci do conjunto, permitindo obter uma probabilidade 

de identidade de 4,23 x 10-25. O poder combinado de discriminação foi 

0,999999999999999999999999 e o poder combinado de exclusão foi 0,99999. Após a 

validação completa de todo o sistema, este ensaio de multiplex foi considerado uma 

ferramenta poderosa para aplicação na identificação humana pela análise do DNA. 

 

Palavras-Chave: Identificação Humana, Microssatélites, Paternidade, Multiplex, 

Frequência Alélica 
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ABSTRACT 

 

RODOVALHO, Ricardo Goulart, Universidade Federal de Goiás, setembro de 2017.  

Desenvolvimento de um sistema multiplex de loci STRs autossômicos polimórficos 

para a identificação humana. Orientador: Prof. Aparecido Divino da Cruz. Co-

Orientador: Rinaldo Wellerson Pereira. 

 

The main scope of the current study was to develop a short tandem repeat (STR) multiplex 

system, made up of 22 highly informative loci, for application in forensic genetics. The 

system comprised of 21 polymorphic autosomal short tandem repeat loci, namely 

D3S1358, TH01, D21S11, D18S51, Penta E, D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, 

CSF1PO, Penta D, vWA, D8S1179, TPOX, FGA, D2S441, D17S1301, D19S433, 

D18S853, D20S482 and D14S1434, and the amelogenin gene locus. Strategies were 

developed to overcome the challenges involved in creating a multiplex system. Based on 

the literature and available databases, STR loci were selected to obtain discriminatory 

markers, and followed specific criteria for this purpose. Primers were designed using the 

Primer3 software and the AutoDimer was used to evaluate potential interactions between 

them. The 21 selected STR loci were validated individually and jointly, both to assess 

their sensitivity and to test the efficiency of the multiplex system. Statistical analyses 

were based on the genetic data of 450 unrelated individuals living in the State of Goiás, 

thus allowing the establishment of the parameters necessary to use this system. A total of 

239 alleles were detected for the 21 loci in the set, allowing for a probability of identity 

of 4.23 x 10-25 to be obtained. The combined power of discrimination was 

0.999999999999999999999999 and the combined power of exclusion was 0.99999. 

Upon complete validation of the entire system, this multiplex assay was considered to be 

a powerful tool for application in human identification by DNA analysis. 

 

Key words: Human identification; Microsatellites; Paternity; Multiplex; Allele 

frequency 

 

 



1. INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

 

A análise do DNA com fins de identificação humana tornou-se uma ferramenta 

importante para revelar a culpabilidade de criminosos, evidenciar inocentes, identificar 

corpos e restos humanos em desastres em massa, determinar o vínculo parental, além de 

ser útil na detecção de erros técnicos causados por rotulação incorreta de material 

biológico, cometidos em laboratórios de patologia clínica (Sarmento, 2006; Buckleton et 

al., 2005; Ruitberg et al., 2001). 

O desenvolvimento de sistemas com múltiplos STRs (do inglês, short tandem 

repeats), que podem ser amplificados simultaneamente, possibilitou às instituições que 

realizam procedimentos de identificação humana, alcançar um elevado poder de 

discriminação entre os investigados, aliado ao baixo consumo de amostra biológica e 

insumos (Zhao et al., 2015). Dessa forma, os sistemas multiplex permitem a obtenção de 

um perfil genético eficaz, passível de ser comparado e, portanto, discriminar as amostras 

biológicas analisadas (Zhang et al., 2015; Butler, 2006; Wallin et al., 2002). A análise 

simultânea de vários STRs, em paralelo com as tecnologias de detecção por fluorescência 

multicores, contribuiu para consolidar princípios técnicos importantes subjacentes à 

determinação da identidade genética (Wang, et al., 2011; Hill et al., 2008; Buckleton et 

al., 2005). 

Segundo Weigand et al. (2006), existem situações reais de alta complexidade 

analítica que exigem um conjunto maior de marcadores moleculares para garantir um 

poder de discriminação individual que aproxime a verdade biológica da verdade dos 

vínculos investigados. Nestas situações, o uso de marcadores que permitem aumentar o 

poder de discriminação dos perfis genéticos colabora para emissão de pareceres 

conclusivos (Tsai et al., 2013). Por outro lado, a indisponibilidade destes recursos acarreta 

na inviabilização da investigação (Gill et al., 2006; Gill et al., 1991). 

Para Poetsch et al. (2013), o número de regiões hipervariáveis disponível para 

um processo de investigação de vínculo genético está diretamente associado à 

probabilidade de certeza obtida durante a análise da investigação (Zhang et al., 2015; 

Borsting, et al., 2008). Sendo assim, é fundamental que os painéis de STRs tenham poder 

suficiente para estabelecer uma conclusão precisa e segura acerca dos vínculos 

investigados. Contudo, é evidente a existência de uma correlação muito próxima entre a 

quantidade e qualidade dos loci polimórficos presentes em um sistema STR e o grau de 
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precisão da metodologia. Assim, quanto maior o número de STRs analisados, maior será 

o poder de resolutividade do estudo, considerando que as regiões hipervariáveis 

escolhidas sejam polimórficas na população a que pertencem os investigados (Wiegand, 

2006).  

Em contraste, as empresas responsáveis pela comercialização dos sistemas 

moleculares de análise de STRs para identificação humana antagonizam este cenário, uma 

vez que normalmente a quantidade de loci STR presentes em um sistema de amplificação 

simultânea implica, diretamente, no preço a ser cobrado por este produto. Dessa forma, 

quanto maior o número de marcadores disponíveis nos kits comerciais de amplificação 

molecular, maior será seu preço de comercialização.  

Todavia, considerando-se o contexto social do Brasil, percebe-se uma 

incompatibilidade de valores, provocada pela sobreposição dos interesses altamente 

capitalistas sobre a conduta adequada e segura em uma rotina técnica de identificação 

humana pelo DNA. Sendo assim, os efeitos desta contraposição estabelecida entre ciência 

e comércio, no âmbito atual da investigação de vínculo genético, dificulta a administração 

adequada dos recursos disponíveis no mercado e, consequentemente, a oferta do serviço 

com equidade social. 

O desenvolvimento de um sistema multiplex próprio, capaz de discriminar 

indivíduos de uma população com eficiência e segurança, cria mecanismos que 

viabilizam uma maior amplitude de oferta, em função da discrepância de custos 

operacionais. Por consequência, além de proporcionar mais segurança para a análise 

genética, disponibiliza metodologias de identificação humana e investigação de vínculo 

biológico para determinados grupos sociais que atualmente não tem acesso aos serviços.   

Adiante, estão descritos o desenvolvimento de um sistema multiplex de loci 

STRs, capaz de amplificar simultaneamente 21 loci polimórficos autossômicos e um 

locus para a determinação de sexo. Os resultados obtidos mostram que o painel proposto 

pode ser aplicado para resolução de casos simples e complexos de investigação de vínculo 

genético e confirmam sua eficiência em estratégias de identificação humana e 

investigação de vínculo genético pela análise do DNA.  A presente tese está dividida em 

secções contendo um referencial teórico, objetivos, material e métodos, resultados e 

discussão, um artigo publicado com os achados mais relevantes e conclusão.  
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Identificação humana: Um breve histórico 

 

O termo “identidade” refere-se ao conjunto de sinais, propriedades e 

características, próprias da individualidade de uma pessoa, tornando-a distinta das demais 

dentro de uma população. Por outro lado, “identificação” corresponde aos diversos 

processos e métodos responsáveis pelo reconhecimento de uma pessoa, legitimando-a 

para os devidos fins (Figini et al., 2003). 

Para Gastaldo (2012), em seu primórdio, o processo de investigação de vínculo 

genético se baseava na comparação de características fisionômicas e antropométricas 

entre os indivíduos em questão. Por ser um método bastante arcaico, apoiado em 

evidências substancialmente subjetivas, propiciava a perpetuação da dúvida ao longo de 

muitos anos. 

Com a descrição dos tipos sanguíneos do sistema ABO, a partir do início do 

século XX, passou a ser reconhecida uma das primeiras características humanas 

herdáveis. Com isso, passou-se a empregar os tipos sanguíneos como marcadores 

biológicos para a determinação de vínculo por herança genética, sendo realizada com 

maior precisão e útil para investigações de parentesco, forenses e antropológicas em 

diferentes populações (Gastaldo, 2012). Porém, segundo Bugert et al. (2012), o uso do 

sistema ABO de forma independente não apresentava padrões informativos e seguros 

para a investigação de vínculo materno e paterno. Dessa forma, para a obtenção de 

resultados mais confiáveis, seria necessário adotá-la como alternativa complementar aos 

demais métodos associados à análise dos sistemas Rh, MNS, Duffy, Kidd e Kell (Kouniaki 

et al., 2015). 

A identificação de um sistema de histocompatibilidade, aplicada à análise de 

produtos gênicos do complexo HLA (do inglês, histocompatibility leucocyte antigen), na 

década de 50, incrementou a resolutividade das ferramentas aplicadas à Medicina Forense 

e marcou a segunda era na evolução da Imunogenética (Jobim et al., 1996.)  No entanto, 

a primeira estratégia capaz de excluir acima de 90% dos supostos pais testados surgiu 

somente em meados da década de 1970, por meio da associação dos haplótipos 

leucocitários humanos com os genótipos dos outros sistemas sanguíneos (Gastaldo, 
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2012). Porém, devido ao desequilíbrio de ligação e a predominância de certos alelos do 

HLA em alguns grupos étnicos, na maioria dos casos, os loci HLA não eram 

suficientemente informativos, exigindo-se assim a necessidade de exploração e 

proposição de métodos mais seguros e com elevado poder de exclusão para reduzir as 

chances de resultados falsos-positivos nas análises de vínculo genético entre as pessoas 

(Ikeda et al., 2015). 

Por volta dos anos 80, aproximadamente 100 polimorfismos de proteínas já 

haviam sido estudados e descritos. No entanto, apresentavam pouca relevância para a 

aplicação em identificação humana (NIJ, 2000). 

A descoberta da estrutura da molécula de DNA, em 1953, por J. Watson e F. 

Crick, e sua implicação como componente responsável pelo patrimônio genético dos seres 

vivos, transformou a Biologia e promoveu mudanças importantes em diversas áreas do 

conhecimento científico. A partir de então, foi possível desenvolver técnicas capazes de 

caracterizar as particularidades no DNA de cada indivíduo (Bucleton et al., 2005). 

Em 1985, o geneticista inglês Dr. Alec Jeffreys iniciou o processo revolucionário 

para a ciência da identificação humana, ao descobrir algumas regiões do DNA que 

continham sequências nucleotídicas com repetições consecutivas e que o número destas 

repetições variava de indivíduo para indivíduo (Jeffreys et al., 1985). Neste contexto, o 

avanço biotecnológico permitiu subsequentemente a proposição de estratégias de 

identificação do perfil genético de cada indivíduo, cujas ferramentas tornaram-se 

produtos bastante inovadoras e confiáveis na prática cotidiana da identificação individual 

a partir do genoma humano (Zhang et al., 2015; Matanna et al., 2012; Brevnov et al., 

2009; Budowle & Van Daal, 2009). 

 

2.2 Organização do genoma humano 

 

A descoberta da estrutura molecular do DNA, em 1953, foi responsável por um 

expressivo avanço tecnológico em pesquisas envolvendo essa molécula, possibilitando 

mais tarde, o advento do Projeto Genoma Humano, que proporcionou uma melhor 

compreensão da organização molecular do genoma humano (Primorac et al., 2000).  

O genoma humano nuclear diploide é constituído por 23 pares de cromossomos, 

cujas sequências correspondem à aproximadamente três bilhões de pares de bases (Levy 
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et al., 2007). Porém, apenas 2% de todo o genoma humano possuem sequências 

codificantes para transcrição de proteínas, cerca de 20.000 a 25.000 genes 

aproximadamente (Clamp et al., 2007; Levy et al., 2007). Para o Bennet (2000), 

pseudogenes, fragmentos gênicos, regiões intrônicas e promotoras correspondem à 27% 

do genoma, enquanto, os demais 70% restantes são formados por DNA extragênico. 

Destes 70%, cerca de 15%, representam uma classe de DNA repetitivo, conforme 

apresentado na figura 1. 

 

Figura 1. Fluxograma da proporcionalidade da organização do genoma humano, segundo a natureza 

funcional e a estrutura das sequências de nucleotídeos atualmente conhecidas. 

 

A presença de DNA em células humanas, bem como a alta estabilidade química 

da molécula, mesmo após um longo período de tempo exposto às intempéries do 

ambiente, contribuem para que o DNA seja explorado para fins de determinação da 

identidade genética (Costa et al., 2011; Butler, 2006; Pena, 2005). Para Pena (2005), as 

propriedades físico-químicas do DNA possibilitam a manipulação das moléculas, 
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permitindo que o DNA seja extraído, isolado, estocado e, quando necessário, reutilizado. 

Assim, potencializando o seu uso e oportunizando o desenvolvimento de testes precisos 

e exatos, que trabalham com o DNA como material biológico. 

Ao longo do genoma humano existem segmentos de DNA responsáveis pela 

variabilidade intraespecífica, capaz de distinguir geneticamente indivíduos de uma 

população com um elevado grau de certeza (Butler, 2005; Jobling & Gill, 2004). Por 

estarem, em geral, localizados entre os genes, a variação dos segmentos de DNA não 

altera o equilíbrio gênico do indivíduo, não interferindo, portanto, na fisiologia e nem no 

ciclo vital das células (Butler, 2012; Butler, 2005; Ellegren, 2004).  

Para Kashyap et al. (2004), uma identidade genética pode ser determinada 

mediante a análise de regiões polimórficas presentes ubiquamente no genoma de uma 

pessoa (Catasti et al., 1999; Fowler et al., 1988). As regiões polimórficas apresentam 

variações alélicas interindividuais, com frequência populacional igual ou superior a 1%. 

Neste sentido, para que um locus seja considerado polimórfico, é necessário que seus 

alelos raros estejam presentes numa frequência maior ou igual a 1% da população 

(Decanine, 2016).  

Segundo Butler & Hill (2012), o polimorfismo genético pode ser classificado em 

dois grupos: polimorfismo de sequência e de comprimento. O primeiro tipo, 

polimorfismo de sequência, é caracterizado pela diferente composição nucleotídica em 

uma determinada localização genômica, sendo normalmente resultado de mutações 

pontuais ou de pequenas inserções ou de deleções na sequência de nucleotídeos do DNA 

(Weedn & Swarnen, 1998). Já os polimorfismos de comprimento são variações do 

número de repetições de uma sequência cerne. Ambos são bastante explorados nos 

processos de identificação individual (Butler & Hill, 2012; Ellegren, 2004; Nakamura et 

al., 1987). 

Várias técnicas moleculares têm sido utilizadas para a análise de polimorfismos 

do DNA. Porém, cada uma apresenta suas características próprias e estão vinculadas com 

a natureza das sequências de estudo (Pena, 2005; Kashyap, 2004). 

 

2.2.1 O uso de sequências de DNA repetitivo em identificação humana 

 

O DNA repetitivo é disperso pelo genoma e se caracteriza por envolver unidades 

de sequências repetitivas de tamanho variados (Weber, 1990), sendo os elementos de 
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repetição curtos e longos mais estudados, pertencentes às famílias SINEs (do inglês, short 

interspersed elements) e LINEs (do inglês, long interspersed elements), respectivamente 

(Bennett, 2000; Deininger & Batzer, 1999). SINEs, são elementos espaçadores curtos, 

que, assim como muitas regiões intercaladas, foram propagados por retrotransposons 

(Bennett, 2000). Essas sequências, representadas principalmente pelos elementos ALU, 

apresentam tamanho inferior à 400 pb (GU et al., 2000; Pavlícek et al., 2001). LINES são 

sequências longas, variando de 6 a 8 kb, sendo representados principalmente pelos 

elementos L1, que corresponde à cerca de 15% do genoma humano (Smit, 1996). 

O DNA repetitivo em tandem, com localização variada no genoma, apresenta 

sequências bastante variáveis, sugerindo uma enorme aplicação em análises de 

paternidade/maternidade biológicas (Butler & Hill, 2012; Lins et al., 1996; Smouse et al., 

1986; Gill, et al., 1985). Considerando a ocorrência de variação dos tamanhos médios das 

unidades de repetições nucleotídicas, denominadas “motivos” ou cernes, o DNA repetido 

em tandem pode ser dividido em três classes distintas: DNA satélite, minissatélite e 

microssatélite (Bennett, 2000). 

A primeira sequência de DNA em tandem descoberta foi o DNA satélite (Britten 

& Kohne, 1968). Estas regiões são denominadas regiões satélites, devido a observação de 

uma ou mais bandas menores (bandas satélites) em experimentos que envolviam 

equilíbrio de densidade por centrifugação em gradiente (Butler, 2012).  

O DNA satélite é encontrado nas regiões de heterocromatina, principalmente 

próximas ao centrômero. O DNA satélite não é transcrito e apresenta em sua composição 

extensos blocos de segmentos repetidos (Garrido and Rodrigues, 2015; Bennett, 2000). 

Seu cerne é formado por sequências simples ou moderadamente complexas, com variação 

de 5 a 250 pb e atinge um tamanho de expansão total superior à 100 kb (Strachan and 

Read, 2011; Bennett, 2000). Devido ao seu tamanho, localização restrita no genoma e 

reduzida variabilidade interindividual, essa classe de DNA repetitivo não é um recurso 

genético útil nos estudos de identificação humana e ligação genética (Bennett, 2000). 

 Os minissatélites são encontrados dispersos ao longo do genoma nuclear humano 

e são caracterizados por conter sequências de DNA hipervariáveis (altamente 

polimórficas), repetidas em tandem, de tamanho moderado, cujo cernes variam de 8 a 100 

pares de bases (Jeffreys et al., 1985a).  

O primeiro método de detecção de polimorfismo de DNA, descrito por Wyman 

e White no início da década de 80 para diagnosticar doenças genéticas, sugeriu existir 
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regiões no genoma humano que continham muitas variantes (Wyman and White, 1980; 

Kan and Dozy, 1978).  Em função destas regiões gerarem um grande número possível de 

perfis de DNA, foram consideradas essenciais para análise de identificação humana, 

sendo, por volta de 1984, utilizada por A. Jeffreys como primeiro teste aplicado para esta 

finalidade (Baird et al., 1996). Inicialmente, a estratégia proposta por A. Jeffreys baseou-

se no uso de sondas multi-locais, MLP (do inglês, multi-locus probe), obtidas pela técnica 

de RFLP (do inglês, restriction fragment length polymorphism), que permitiam a análise 

de muitas sequências de DNA de minissatélites que se repetem consecutivamente, 

conhecidas por VNTRs (do inglês, variable number of tandem repeats) (Garrido, 2009; 

Jeffreys, 2005; Pena, 2005; Baird et al., 1996; Jeffreys et al., 1985).  

O polimorfismo detectado pela técnica de RFLP ocorre em decorrência da 

existência, em indivíduos geneticamente distintos, de diferentes sequências nucleotídicas 

ao longo da cadeia de DNA (Balazs et al., 1989). A técnica é baseada na aplicação de 

enzimas de restrição capazes de clivar o DNA em sítios específicos ao redor das 

sequências VNTRs (Baird et al., 1996). Em consequência, produz resultados 

popularmente conhecidos por “impressões digitais” de DNA (Butler, 2005 Nakamura et 

al., 1987). 

Em função da limitação quanto à dificuldade de criação de bancos de dados, de 

análise e interpretação estatística dos padrões moleculares gerados e de situações 

envolvendo análise de mistura de padrões genéticos, as sondas multi-locais foram 

substituídas por sondas de locus único, SLP (do inglês, single locus probe) (Sharma and 

Tale, 2016; Besselink, 2003). De acordo com Baird et al. (1996), os alelos 

correspondentes à estas regiões são resultantes do tamanho dos fragmentos, que afetam 

sua migração em um gel submetido a um campo elétrico constante e uniforme, que 

promove a separação das bandas em função do tamanho do segmento de DNA nela 

contido (Butler, 2012; Balazs et al., 1989). 

A técnica VNTR/RFLP estava diretamente associada à quantidade e integridade 

de DNA disponível na amostra biológica analisada. Por outro lado, esta estratégia era 

inviável para a automação dos procedimentos. Assim, foi rapidamente substituída pela 

técnica associada à manipulação de regiões microssatélites, por volta de 1993 (Decanine, 

2016; Butler, 2005; Thomson et al., 1999).  

As regiões microssatélites são caracterizadas por apresentarem sequências 

repetitivas em tandem de tamanho curto, conhecidas por STRs (do inglês, short tandem 
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repeats) e representam a maioria das sequências hipervariáveis no genoma humano 

(Butler, 2005; Thomson et al., 1999; Nakamura et al., 1987). Para Butler (2005), os STRs 

apresentam número de repetições altamente variável entre os indivíduos, sendo 

sequências muito similares aos minissatélites, diferindo quanto ao tamanho e 

comprimento das unidades de repetição em tandem, já que estas se caracterizam por 

sequências menores (Zhou et al., 2017; Butler, 2012; Thomson et al., 1999). 

Os marcadores STRs podem ser analisados a partir de uma reação de 

amplificação por PCR (do inglês, polymerase chain reaction), responsável por multiplicar 

in vitro os fragmentos moleculares previamente selecionados (Lane, 2013). Neste sentido, 

a reação em cadeia da polimerase revolucionou a biologia molecular, pois permitiu o uso 

de amostra biológica proveniente de qualquer tecido, mesmo estando com DNA 

parcialmente degradado (Amory et al., 2012; Chemello, 2007). 

A principal propriedade da PCR é sua capacidade em obter relativamente 

grandes quantidades de fragmentos moleculares a partir de pequenas quantidades e 

concentrações de DNA (Butler, 2012). O aumento da sensibilidade e especificidade, a 

diminuição do tempo de procedimento, bem como a facilidade de automação, são 

vantagens que essa técnica apresenta ao compará-la com as tecnologias associadas à 

utilização de RFLP (Thomson et al., 1999).  

Acredita-se que a variação polimórfica em sequências STRs são originadas em 

decorrência principalmente de falhas enzimáticas provocadas durante o processo de 

replicação do DNA, conhecidas como DNA-Polymerase Slippage (escorregão da 

polimerase) (Jin et al., 2016; Zhao et al., 21015; Boyer, 2008; Ellegren, 2004). O evento 

de slippage é provocado pelo desligamento da cadeia molde durante o processo de 

replicação, seguido pela renaturação da cadeia com formação de uma alça. Segundo 

Lovett et al. (1993), esse processo ocorre em função da alta instabilidade genômica dos 

microssatélites, o que provoca o deslizamento da cadeia de replicação ocasionado pelo 

aumento ou a diminuição do número de unidades de repetição, como mostrado na Figura 

2. As alterações resultantes do processso de slippage polimerase podem ser transmitidas 

para os descendentes caso o erro de replicação ocorra na gametogênese e o sistema de 

reparo não corrija a falha de pareamento (Bennett, 2000). 
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Figura 2. Ilustração esquemática do modelo clássico de formação do polimorfismo de STRs provocado 

por slippage da DNA-polimerase durante a replicação de regiões de DNA contendo cernes de repetição em 

tandem.  

 

 

Para Fan and Chu (2007), a recombinação meiótica desigual é outro possível 

mecanismo associado à origem do polimorfismo dos microssatélites. Porém, segundo o 

mesmo autor, este evento parece não ser o processo predominante na geração de 

variabilidade de STRs. A alta taxa de mutação das sequências microssatélites possibilita 

inúmeras aplicações envolvendo mapeamento genético, análise populacional e 

filogenética, bem como estudo de identificação humana (Goldstein and Schlotterer 1999).  

A variação genética observada pela análise de microssatélites entre os indivíduos 

de uma população está associada ao número de vezes em que a unidade de repetição 

aparece repetida (Chaudhary et al., 2013). Portanto, a diversidade alélica resultante dessa 

variação, a possibilidade de desenvolvimento de sistemas multiplex, a capacidade de 
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obtenção de fragmentos menores, a praticidade técnica de operacionalização e a robustez 

dos resultados são os motivos responsáveis pela intensa aplicação dos STRs como 

marcadores úteis para a identificação humana (Castañeda et al., 2013; Silva et al., 2010; 

Wilkening et al., 2006; Butler, 2005; Lynch and Ritland, 1999). 

As sequências STRs consistem em blocos de repetições que variam de 2 a 6 

pares de bases e podem ser nomeadas considerando-se o comprimento da unidade de 

repetição (Willems et al., 2014; Butler, 2012; Thomson et al., 1999). Dessa forma, 

repetições dinucleotídicas apresentam dois nucleotídeos repetidos em blocos, enquanto 

trinucleotídicas apresentam três nucleotídeos (Butler, 2012). O mesmo se aplica para 

sequências que apresentam quatro, cinco e seis nucleotídeos, sendo nomeadas como tetra, 

penta e hexanucleotídicas, respectivamente. Teoricamente, existem 4, 16, 64, 256, 1024 

e 4096 possíveis motivos de repetição para sequências mononucleotídicas, 

dinucleotídicas, trinucleotídicas, tetranucleotídicas, pentanucleotídicas e 

hexanucleotídica, respectivamente (Jin et al., 1994). 

Considerando a classificação pelo padrão de repetição, os STRs podem ser 

divididos em vários grupos, conforme a complexidade de suas sequências (Butler, 2012; 

Buckleton et al., 2005). Microssatélites com tipo de repetição simples é formado por 

regiões que contêm unidades de tamanho e sequências idênticas. Já os STRs com 

repetições compostas são caracterizados por apresentarem duas ou mais repetições 

simples adjacentes; repetições complexas podem conter diversos blocos de repetição de 

unidades de tamanho variável entre as sequências; STRs com repetições hipervariáveis 

complexas apresentam numerosos alelos podendo diferir tanto em tamanho quanto em 

sequências (Urquhart et al., 1994). 

Segundo Butler (2005), alguns loci apresentam alelos formados por uma unidade 

de repetição “incompleta” localizados entre blocos de repetições completos. Estes alelos 

são chamados de microvariantes alélicas e surgem pela falta de um ou mais nucleotídeos 

para completar o bloco de repetição. Para Puers et al. (1993), a microvariante mais 

comum nas populações corresponde ao alelo 9.3 do locus STR tetranucleotídico TH01, 

resultante da combinação de nove blocos de repetição completos e um bloco com apenas 

três nucleotídeos, faltando um único nucleotídeo de adenina para completar a unidade de 

repetição AATG.  
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2.2.2 Princípios biológicos e matemáticos subjacentes às estimativas de 

vínculo genético  

 

A investigação genética parental assumiu um lugar de destaque na ciência 

forense, tanto no âmbito cível, quanto na jurisdição criminal (Morling et al., 2002). Diante 

disso, os princípios abordados, as metodologias adotadas, os procedimentos executados, 

bem como a dinâmica de interpretação e apresentação dos resultados, são fatores que 

devem estar em constate avaliação, uma vez que a tecnologia empregada pode se tornar 

obsoleta futuramente e, neste sentido, estabelecer novos paradigmas para esta ciência 

(Morling et al., 2002). 

Testes de paternidade/maternidade, atualmente realizados, consideram a 

exclusividade genética em determinadas regiões do DNA de cada indivíduo (exceto em 

gêmeos monozigóticos) e se baseiam nos princípios mendelianos da hereditariedade, que 

determina a dinâmica de transmissão genética entre os genitores e seus filhos (Zhou et 

al., 2017; Weber-Lehmann et al., 2014; Zhang, et al., 2014). Neste contexto, a Sociedade 

Internacional de Genética Forense (ISFG), em 2002, estabeleceu os parâmetros mínimos 

necessários para a adequada investigação de vínculo biológico usando o DNA dos 

investigados (Gjertson et al., 2007; Morling et al., 2002).  

As situações mais comuns envolvendo investigação de paternidade são 

realizadas a partir da análise mínima de 15 loci STRs distribuídos pelos cromossomos, o 

que seria suficiente para a obtenção de uma probabilidade de paternidade superior ou 

igual à 99,9% ou detecção de 4 ou mais exclusões alélicas (GEKO, 2013; Carboni et al., 

2011; Junge et al., 2006). Porém, para Carboni et al. (2011), em algumas situações, a 

análise de apenas 15 marcadores moleculares pode não ser suficiente para a conclusão 

com segurança acerca do vínculo genético entre as partes investigadas. A detecção de 

poucas inconsistências observadas entre os indivíduos testados e a ausência da 

participação no exame da mãe biológica do suposto filho, são situações complexas que 

requerem a ampliação do número dos marcadores STRs para se atingir as probabilidades 

adequadas para os casos estudados (Akhteruzzaman et al., 2012; Carboni et al., 2011; Li 

et al., 2011). 

Seguindo-se a recomendação da ISFG, a evidência genética deve ser aferida com 

base nos princípios da razão de verossimilhança, que testa duas hipóteses mutuamente 

excludentes para obtenção do índice de paternidade (IP): a hipótese de que o homem 
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testado é o pai biológico (H1) “x” a hipótese de que o pai biológico é um homem aleatório 

na população (H2) (Gjertson et al., 2007; Morling et al., 2002). Neste sentido, a 

investigação de vínculo genético, a priori, é realizada com base na análise comparativa 

dos perfis genéticos dos indivíduos testados, a partir da identificação dos APOs, alelos 

paternos/maternos obrigatórios (Akhteruzzaman et al., 2012). Portanto, em situações 

onde se identifica correspondência genética, para estimar o “peso” da evidência genética 

observada, os índices de vínculo genético são estimados considerando a configuração 

genotípica dos indivíduos e a frequência alélica populacional (Baird et al., 1996). Os 

índices normalmente aplicados em investigação de vínculo genético pela análise do DNA 

estão descritos no Anexo I.  

Por outro lado, a ausência de correspondência alélica entre os indivíduos 

testados, exceto pela ocorrência de mutação, caracteriza-se como exclusão de vínculo 

genético (Baird et al., 1996). Para GEKO (2013), a exclusão do vínculo biológico direto 

pode ser aferida com base na detecção de no mínimo 4 loci inconsistentes entre os perfis 

genéticos analisados dos indivíduos investigados. 

A identificação de mutações germinativas em marcadores STRs, provocadas 

pela perda ou ganho de uma unidade de repetição, é um fenômeno bastante comum em 

testes de identificação humana pela análise do DNA e tem sido amplamente reportado 

(Jin et al., 2016; Mortera et al., 2016; Forster et al., 2015; Zhang et al., 2014; Sun et al., 

2012; Li ei al., 2011; Jacewics et al.,2004).  

Alguns autores relataram a detecção de dois ou mais eventos de mutações 

germinativas em testes de paternidade. Em todas as situações descritas a paternidade 

biológica foi confirmada a partir de análises complementares (Lindner et al., 2014; Sun 

et al., 2012; Carboni et al., 2011; Li et al., 2011; Jacewics et al., 2004). Li et al. (2011) 

observaram que 98,2% das mutações identificadas foram provocadas pela adição ou 

diminuição de apenas uma unidade de repetição, enquanto as mutações relacionadas com 

2 ou 3 unidades correspondem a 1,6% e 0,2%, respectivamente. Neste sentido, a 

observação de eventos de mutação germinativa durante uma análise de vínculo genético 

deve ser sempre procedida pela ampliação dos loci utilizados para a interpretação 

adequada dos resultados (Sun et al., 2015; Lindner et al., 2014; Yuan et al., 2012). 

Adicionalmente, uma análise criteriosa da natureza da incoerência alélica e o APO 

observado na criança deve ser realizada, uma vez que as mutações germinativas 
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envolvem, na maioria das vezes, a alteração de uma única unidade de repetição do STR 

(Sun et al., 2012). 

Segundo Borovko et al. (2015), a análise complementar com loci adicionais 

também pode ajudar a superar problemas relacionados a falhas de amplificação alélica. 

A eficiência da amplificação alélica pode ser influenciada em função de inúmeros fatores 

(Moretti et al., 2016; Zhang et al., 2016; Westen et al., 2014). Mutação nas regiões 

flanqueadoras do locus, presença de inibidores de PCR na reação, qualidade e quantidade 

de DNA disponível para a PCR, são eventos que podem implicar na inibição da 

amplificação do fragmento molecular e provocar o efeito de alelo dropout (Li et al., 2017; 

Gjertson et al., 2007; Grubwieser et al., 2006). Portanto, a amplificação do mesmo locus 

por primers que se anelam em sequências diferentes pode contribuir para confirmação do 

efeito da mutação (Zhang et al., 2016; BUDOWLE 2000). 

 

2.2.3 Sistemas comerciais de marcadores STRs autossômicos atualmente 

disponíveis para identificação humana 

 

Desde a década de 1990, já era notória a evolução dos métodos aplicados à 

análise de regiões STRs para identificação humana (Edwards et al., 1991). A 

amplificação destes marcadores progrediu de reações com loci individuais (singleplex) 

para reações multiplex, com capacidade de amplificação de um conjunto superior a 20 

loci simultaneamente dentro do mesmo tubo, como mostrado na Figura 3 (Butler, 2012). 

Para Butler (2010), as tecnologias empregadas na detecção dos amplicons produzidos 

passou de métodos manuais radioativos, a obtenção de “manchas” de prata, a detecção 

automatizada com o uso de fluoróforos. Avanços biotecnológicos e da bioengenharia 

promoveram progresso expressivo nas metodologias e possibilitou o desenvolvimento de 

uma ferramenta genética poderosa para os estudos de vínculo genético nas populações 

(Butler, 2010). O desenvolvimento de novas técnicas aplicadas à identificação humana 

pela análise do DNA permitiu, desde então, o arquivamento de informações genéticas de 

indivíduos e de seus familiares. 
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Figura 3. Ilustração de fragmentos moleculares obtidos a partir da amplificação de loci STRs e submetidos 

à eletroforese. Em A: Gel de poliacrilamida convencional, corado com nitrato de prata, mostrando a 

amplificação de 3 sistemas tríplex (3 loci STR amplificados simultaneamente). B: Sistema multiplex com 

amplificação simultânea de 21 loci STRs autossômicos com eletroforese capilar e análise a partir de 

software computacional. Fonte: Adaptado de LINS et al., 1996. 
 

A incontestável evolução das metodologias aplicadas à identificação pela análise 

do DNA, possibilitou que as informações genéticas, obtidas de loci presentes em todos 

os cromossomos autossômicos e sexuais, fossem aplicadas em pesquisas com diversos 
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propósitos, como por exemplo, construção e manutenção de bancos forenses, análise de 

ancestralidade e de diversidade genética populacional (Vieira et al., 2014). A Figura 4 

ilustra a linha do tempo com as principais metodologias utilizadas no processo de 

identificação humana envolvendo a análise do DNA. 

Figura 4. Linha do tempo mostrando as principais metodologias utilizadas no processo de identificação 

humana pelo DNA 
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Como pioneiros da constituição dos bancos de dados para auxílio em 

investigação criminal, o Reino Unido e os Estados Unidos da América, em 1994, criaram, 

respectivamente o NDNAD (do inglês, National DNA Database) e o NDIS (do inglês, 

National DNA Index System), sendo este último estabelecido pelo FBI (Federal Bureau 

of Investigation) (Garrido and Rodrigues, 2015; Butler, 2012). Os bancos de dados de 

perfis genéticos agregam enorme contribuição para a resolução de crimes, sobretudo 

homicídios e estupros, criando inovadoras formas de investigação. 

Por volta de 1998, foi implantado pelo FBI, um software para comparar os perfis 

genéticos de amostras questionadas com outros perfis já pré-existentes no NDIS (Butler, 

2005). O software, batizado por CODIS (do inglês, combined DNA index system), usou 

inicialmente um conjunto padrão de treze marcadores STRs autossômicos 

tetranucleotídicos altamente polimórficos (Garrido and Rodrigues, 2014; Katsanis and 

Wagner, 2013; Butler and Hill, 2012). Este conjunto de marcadores do CODIS/FBI, cujos 

loci estão descritos na Tabela 1, foi universalmente adotado como o mínimo de 

marcadores para estudos de identificação humana, o que favoreceu a padronização dos 

procedimentos e o compartilhamento de dados em âmbito internacional (Garrido and 

Rodrigues, 2014; Katsanis and Wagner, 2013).  

 

Tabela 1. Informações gerais referentes aos loci STR presentes inicialmente no CODIS/FBI, incluindo suas 

localizações cromossômicas e a variação de tamanhos esperada na população. 

O locus Amelogenina não está incluído. A diversidade alélica foi baseada na análise de recentes estudos de 

frequência alélica para composição de bancos de dados populacionais. Fonte: Modificado de Ge et al., 

2012. 

 

D21S11 21q21.1 19,476 24 – 38 

vWA 12p13.31 5,963 8 – 25 

D13S317 13q31.1 81,620 4 – 16 

TH01 11p15.5 2,149 4 – 17 

TPOX 2p25.3 1,472 5 – 17 

D16S539 16q24.1 84,944 3 – 17 

D18S51 18q21.33 59,100 5 – 27 

D7S820 7q21.11 83,433 6 – 17 

D8S1179 8q24.13 125,976 3 – 18 

D5S818 5q23.2 123,139 5 – 19 

CSFIPO 5q33.1 149,436 5 – 19

Locus
Localização 

Cromossômica
Tamanho (Mb) Diversidade Alélica

FGA 4q28 155,866 14 – 46,2

6 – 20 45,5433p21.31D3S1358
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Segundo Garrido and Rodrigues (2014), o padrão CODIS para obtenção de perfil 

genético, recomendado pelo FBI, é suficiente para a individualização de uma pessoa e 

para a investigação de vínculo parental. Esta estimativa é baseada na probabilidade de 

ocorrência de um perfil genético, construído com os genótipos mais frequentes de cada 

um dos 13 loci, correspondente a 1 em 160 bilhões (Garrido and Rodrigues, 2014). 

Entretanto, conforme Wilkening et al. (2006), a obtenção da estimativa de parentesco 

com precisão suficiente está intrinsicamente relacionada com as características dos 

marcadores moleculares analisados. Neste sentido, o número de STRs polimórficos, bem 

como o número de alelos por marcador e a frequência alélica deste marcador na população 

são fatores críticos que devem ser considerados durante a realização de uma investigação 

genética. 

Um estudo, por exemplo, envolvendo uma análise comparativa de perfil 

genético, utilizando o sistema comercial AmpFlSTR® Identifiler® PCR Amplification Kit 

(Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, United States) com 10.000 tios e sobrinhos, 

pares de “tio-sobrinhos”, mostrou que 3,3% destes pares apresentam genótipo 

completamente compatível entre si (Thomson et al., 2001).  

Zhang et al. (2014), analisando transmissão genética em exames de investigação 

de vínculo genético realizados com o sistema comercial AmpFlSTR® Identifiler® PCR 

Amplification Kit observou que, ao retirar o genótipo da mãe em um caso de exclusão de 

paternidade de configuração TRIO (mãe, suposto filho e suposto pai), o suposto pai 

apresentou correspondência genética com o suposto filho em todos os loci analisados. Ao 

descrever este evento o autor evidencia dois grandes elementos indispensáveis para 

realização de investigação de vínculo genético: a implicação da limitação quanto ao 

número de marcadores disponíveis, e sobretudo, a importância da participação da mãe 

para composição do quadro alélico e discriminação do perfil genético de origem paterna.  

Neste sentido, em 2010, o núcleo de desenvolvimento do CODIS, visando 

minimizar a probabilidade de match ao acaso, resolveu aumentar o poder discriminatório 

para situações de identificação humana e de vínculo genético, além de intensificar a 

compatibilidade para correspondência internacional de dados, concluiu que a ampliação 

dos painéis STRs seria de extrema necessidade (Li et al., 2017; Hares, 2015; Katsanis and 

Wagner, 2013; Ge et al., 2012; Hares, 2012a). 

Concomitante a isso, vários critérios foram adotados para a seleção dos novos 

STRs, dentre os quais se destacam: a não associação das características de interesse 



 

 

19 

médico; alto poder de discriminação; baixa taxa de mutação; ausência de linkage, 

utilização pelas comunidades internacionais e cumprimento dos padrões de qualidade 

adotados pelo FBI (Garrido and Rodrigues, 2014; Ge et al., 2012).  

 

Tabela 2. Principais kits comerciais disponíveis atualmente, com seus loci STRs, fluorescências adotadas 

e as respectivas localizações cromossômicas. 

Fonte: Adaptado de Oostdik et al., 2014; Hennessy et al., 2014; Kraemer et al., 2017. 

 

Para atendimento ao padrão de ampliação proposto pelo sistema CODIS, as 

indústrias de biotecnologia estenderam o conjunto de loci disponíveis nos seus kits 

comerciais, agregando assim enorme poder de discriminação e robustez aos sistemas 

utilizados para estratégias de identificação humana (Kraemer et al., 2017; Hares, 2015; 

locus
Rótulo 

Fluorescência
locus

Rótulo 

Fluorescência
locus

Rótulo 

Fluorescência

localização 

Cromossômica

D3S1358 FL-6C D3S1358 6-FAM D3S1358 6-FAM 3p21.31

D1S1656 FL-6C D1S1656 SID D1S1656 BTG 1q42

D2S441 FL-6C D2S441 NED D2S441 BTR2 2p14 

D10S1248 FL-6C D10S1248 SID D10S1248 BTY 10q26.3

D13S317 FL-6C D13S317 TAZ D13S317 BTP 13q31.1 

Penta E FL-6C - - - - 15q26.2 

D16S539 JOE-6C D16S539 6-FAM D16S539 BTP 16q24.1 

D18S51 JOE-6C D18S51 VIC D18S51 BTR2 18q21.33

D2S1338 JOE-6C D2S1338 SID D2S1338 BTY 2q35 

CSF1PO JOE-6C CSF1PO 6-FAM CSF1P0 BTP 5q33.1

Penta D JOE-6C - - - - 21q22.3 

TH01 TMR-6C TH01 NED TH01 (TC11) 6-FAM 11p15.5 

vWA TMR-6C vWA 6-FAM vWA 6-FAM 12p13.31 

D21S11 TMR-6C D21S11 VIC D21S11 6-FAM 21q21.1 

D7S820 TMR-6C D7S820 TAZ D7S820 BTP 7q21.11 

D5S818 TMR-6C D5S818 TAZ D5S818 BTP 5q23.2 

TPOX TMR-6C TPOX 6-FAM TPOX BTG 2p25.3 

D8S1179 CXR-6C D8S1179 VIC D8S1179 BTY 8q24.13 

D12S391 CXR-6C D12S391 SID D12S391 BTG 12p12

D19S433 CXR-6C D19S433 NED D19S433 BTY 19q12

SE33 CXR-6C SE33 TAZ SE33 (ACTBP2) BTG 6q14 

D22S1045 CXR-6C D22S1045 TAZ D22S1045 BTY 22q12.3 

DYS391 TOM-6C DYS391 VIC DYS391 BTG Y 

FGA TOM-6C FGA NED FGA (FIBRA) BTR2 4q28 

DYS576 TOM-6C - - - - Y 

DYS570 TOM-6C - - - - Y 

- - Y indel VIC - - Y 

- - - - QS1 BTP

- - - - QS2 BTP

Amelogenina FL-6C Amelogenina VIC Amelogenina 6-FAM Xp22.1 - 22.3 e Y

PROMEGA® LIFE TECNOLOGIES® QIAGEN®

PowerPlex Fusion 6C GlobalFiler Investigator 24plex QS Kit



 

 

20 

Wang et al., 2015; Oostik et al., 2014; Hares, 2012b). Neste contexto, visando uma 

unificação prevista pelo CODIS para compartilhamento de dados internacionais, os loci 

componentes dos painéis atualmente utilizados apresentam grande sobreposição entre os 

kits comercialmente disponíveis (Tabela 2), incluindo aqueles comercializados no 

território nacional (Hares, 2015). Dessa forma, um sistema in house desenvolvido para 

identificação humana que contemple outros loci polimórficos não presentes nestes 

conjuntos comerciais, poderia acrescentar recursos consideráveis, tendo notável valor 

para situações envolvendo investigações complexas que necessitem explorar informações 

genéticas adicionais (Zhu et al., 2014). 

Muitos cientistas forenses e especialistas em identificação humana pelo DNA 

raramente utilizam sistemas desenvolvidos in house, optando sempre por adquirir kits 

comerciais. Para Butler (2012), esta medida se justifica pelo fato destes produtos 

apresentarem qualidade controlada, sendo certificados e validados internacionalmente. 

Porém, alguns estudos já demonstraram que, a partir da aplicação de testes de 

sensibilidade e estudos de concordância em sistemas com microssatélites desenvolvidos 

in house, os resultados obtidos foram satisfatórios, confirmando assim sua robustez e 

eficácia para estratégias de identificação humana e investigação de vínculo genético (Li 

et al., 2017; Zhang et al., 2015; Zhu et al., 2015; Pacheco, 2010). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral  

 

Desenvolver um sistema STR multiplex, que inclua 21 loci polimórficos 

autossômicos altamente informativos e um marcador para determinação sexual, que seja 

eficiente para estudos de identificação humana. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Selecionar os loci a serem incluídos no sistema; 

 Propor oligonucleotídeos iniciadores passíveis de serem combinados em uma PCR 

multiplex; 

 Padronizar as condições de amplificação e genotipagem para o referido conjunto 

multiplex; 

 Avaliar a sensibilidade e concordância da amplificação de DNA com a PCR 

multiplex; 

 Implantar o sistema multiplex em rotina laboratorial de identificação humana e 

investigação de vínculo genético e apresentar resultados que demonstre a eficiência 

do sistema multiplex em situações reais de investigação de vínculo genético; 

 Construir um banco de frequências alélicas correspondente aos loci do sistema 

multiplex, a fim de se obter padrões estatísticos que se aproximem da realidade 

populacional; 

 Determinar o custo de amplificação do multiplex desenvolvido e comparar com 

sistemas comerciais atualmente disponíveis no Brasil. 
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4. ARTIGO CIENTÍFICO 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Essa seção descreve parte da metodologia adotada para execução do projeto. As 

demais informações pertinentes a este capítulo encontram-se no artigo científico 

“Development of a polymorphic short tandem repeat locus multiplex system for efficient 

human identification”, que compõe esta tese. 

 

5.1 Teste dos primers individuais e composição do conjunto multiplex 

 

O processo de validação visou determinar as condições e limitações 

estabelecidas pelas metodologias propostas, sendo caracterizado pela avaliação da 

eficácia e confiabilidade dos métodos aplicados e resultados obtidos (DNA Advisory 

Board, 2000). Para Myers (2012) o processo de validação interna é fundamental para 

determinar as condições operacionais do sistema e demonstrar suas limitações. 

 

5.1.1 Validação das sequências sintetizadas 

Para a execução dos testes propostos, as reações de amplificação foram 

realizadas utilizando-se o controle positivo de DNA 2800M (Promega Corporation, 

Madison, WI, United States) em caráter single-plex (apenas um par de iniciadores por 

reação), visando certificar que o amplicon obtido corresponderia ao tamanho esperado.   

A PCR foi realizada em um termociclador Veriti® Thermal Cycler (Thermo 

Fisher Scientific, Foster City, CA, United States), sendo aplicado gradiente para a 

temperatura de anelamento, com variação térmica de 54ºC a 64ºC (Tabela 3). Esta 

variação permitiu determinar uma temperatura de anelamento ideal comum a todos os 

conjuntos de primers utilizados, contribuindo para estabelecer a temperatura adequada 

para reação multiplex.  

Para a PCR, utilizou-se o TopTaq™ Master Mix Kit (Qiagen, Hilden, NRW, 

Germany) e a proporção de seus reagentes foi ajustada seguindo-se o protocolo proposto 

pelo fabricante (Tabela 4). 
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Tabela 3. Condições de termociclagem utilizadas para a validação das sequências dos primers 

desenvolvidos para um sistema multiplex de marcadores STRs autossômicos para a identificação humana. 

 

Tabela 4. Proporções de PCR utilizadas para validação das sequências de primers sintetizados. 

 

Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese convencional em gel 

de agarose a 4% em TBE 1X, a um campo elétrico uniforme com voltagem constante de 

10V/cm por 2 horas. Em seguida, os fragmentos separados foram corados em solução de 

brometo de etídeo (5mg/mL) e visualizados no sistema de vídeo-documentação Gel 

Doc™ XR+System (Bio-Rad, Hercules, CA, United States), sendo subsequentemente 

realizado o registro fotográfico das “bandas” obtidas. Os amplicons obtidos foram 

pareados com as referências alélicas para cada locus amplificado a fim de se confirmar 

que os produtos de PCR apresentam os tamanhos esperados. 

 

5.1.2 Validação dos primers em reações multiplex 

Após a confirmação da amplificação single-plex de acordo com os parâmetros 

esperados, foi analisado o comportamento dos primers em reações de amplificação 

30 segundos

64

72 10 minutos - Extensão Final

4 ∞ - -

94 30 segundos

30

Desnaturação

54

72 60 segundos Extensão

Temperatura (°C) Tempo Nº Ciclos Etapa

94 3 minutos - Desnaturação Inicial

Anelamento                                                                              

(Gradiente)

56

58

60

62

Volume (µL)

2,00

0,25

1,00

5,00

25,00

14,75

1,00

1,00

Componentes

10x TopTaq PCR Buffer

dNTP mix

Primer Foward

Primer Reverse

TopTaq DNA Polymerase

Água

DNA Template

Volume Final

200 µM cada DNTP

-

1 µg

Concentração Final

1,25 unidades

-

0,2 µM

0,2 µM

1 x
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multiplex, dando início ao processo de “multiplexação” dos marcadores genéticos. Para 

estabelecer o conjunto multiplex, os conjuntos de primers foram selecionados 

considerando-se o intervalo de tamanho esperado após a amplificação de cada locus. O 

conjunto de 21 marcadores foi, assim, distribuído em 4 grupos de PCR multiplex. Para a 

PCR utilizou-se o Qiagen® Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden, NRW, Germany) e a 

proporção de seus reagentes foi ajustada seguindo-se o protocolo proposto pelo 

fabricante, para um volume final de 25µL. 

A partir dos testes realizados em PCR gradiente, foi possível definir uma única 

temperatura de anelamento comum para todos os primers, referente ao conjunto de STRs 

para a composição do sistema multiplex proposto (Tabela 5). 

 

Tabela 5. Condições de termociclagem aplicadas na PCR para amplificação multiplex de um sistema de 

marcadores STRs autossômicos desenvolvido para fins de identificação humana. 

O destaque em negrito representa a temperatura de anelamento comum a todos os primers 

 

Os produtos amplificados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 

2% em TBE 1X, em um campo elétrico uniforme com voltagem constante de 10V/cm por 

2 horas. Em seguida, o gel foi corado em solução de brometo de etídeo (5mg/mL) e 

visualizados no sistema de vídeo-documentação Gel Doc™ XR+System. As imagens 

foram capturadas para fins de registro. 

Após o estabelecimento dos grupos multiplex, prosseguiu-se para a próxima 

etapa, com o objetivo de combinar todos os primers em um único “Mix Primer”. Para a 

separação dos amplicons, adotou-se a eletroforese capilar para aumentar o poder de 

resolução dos alelos amplificados. 

A metodologia de eletroforese capilar exige que os primers estejam “marcados” 

com uma fluorescência específica de acordo com o grupo ao qual este iniciador pertence. 

Assim, foi necessário escolher as possíveis fluorescências a serem utilizadas na marcação 

dos primers. A escolha dos fluorocromos é dependente da disposição dos filtros presentes 

Temperatura (°C) Tempo Nº Ciclos Etapa

94 5 minutos - Desnaturação Inicial

94 30 segundos

30

Desnaturação

60 90 segundos Anelamento

72 60 segundos Extensão

68 60 minutos - Extensão Final

4 ∞ - -
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no analisador genético ABI 3500® (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, United 

States). A marcação com fluoróforo foi realizada na sequência forward dos pares de 

primers, seguindo os rótulos propostos pela combinação dos grupos específicos. Utilizou-

se então as seguintes fluorescências: 6-FAM™, VIC®, NED™, PET® e para a marcação do 

Size Standard foi utilizado o LIZ® (Figura 4). 

 

Figura 5. Separação dos primers em grupos a partir da marcação específica por fluoróforo. 

 

5.2 Determinação do custo de amplificação do multiplex desenvolvido 

 

O custo da reação de amplificação do painel multiplex foi obtido considerando-

se as despesas referentes a aquisição do Qiagen® Multiplex PCR Kit (Qiagen, Hilden, 

NRW, Germany) e da síntese e marcação dos primers pela empresa Applied Biosystems 

(Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, United States). A síntese dos primers foi 

realizada considerando a escala de 80.000 pmol.   

Para comparação dos custos de amplificação entre o multiplex e os kits 

comerciais disponíveis atualmente no Brasil, foi feita uma pesquisa envolvendo os 

sistemas: PowerPlex® Fusion e PowerPlex® 16 HS (Promega Corporation, Madison, WI, 

United States); AmpFLSTR™ Identifiler™ PCR Amplification e GlobalFiler™ PCR 

Amplification (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, United States); Investigator 

24plex e Investigator IDplex Plus (Qiagen, Hilden, NRW, Germany).   

 

5.3 Comprovação da eficiência do sistema multiplex 

 

5.3.1 Estudo de casos 

Amostras biológicas de sangue e swab bucal, provenientes de exames de rotina 

do Laboratório Biocroma (Goiânia – GO), relacionados à três situações envolvendo 

Grupo Primers Fluoróforo

1 6-FAM™

2 VIC®

Size Standard LIZ®

3  NED™

4  PET®
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investigação de vínculo genético, foram submetidas à análise pelo ensaio multiplex STR, 

a fim de comprovar a eficiência do sistema desenvolvido.  

Os resultados obtidos, a partir da amplificação direta em cartão FTA® 

(Whatman, GE Healthcare Life Sciences, Maidstone, Kent, United Kingdom), foram 

comparados aos resultados gerados a partir da análise destes mesmos exames utilizando 

o sistema comercial PowerPlex® Fusion.  

As situações de investigação de paternidade selecionadas foram classificadas 

como: 

- TRIO: Investigação de paternidade envolvendo um suposto pai, um suposto 

filho e a mãe biológica do suposto filho; 

- DUO: Investigação de paternidade envolvendo apenas um suposto pai e um 

suposto filho; 

- RECONSTRUÇÃO GENÉTICA: Investigação de paternidade envolvendo a 

mãe e o pai biológicos do suposto pai (ausente), um Suposto filho e a mãe biológica do 

suposto filho. 

 

5.3.2 Estudo de casos complexos que demandam ampliação do painel STR 

A fim de avaliar a performance do multiplex desenvolvido como ferramenta de 

ampliação de informação genética para a investigação, foram selecionados 6 casos reais 

do Laboratório Biocroma (Goiânia – GO) que, após avaliação prévia com utilização do 

sistema comercial PowerPlex® Fusion, necessitou de análises complementares com 

outros sistemas. As amostras de sangue dos exames selecionados foram submetidas à 

análise pelo ensaio multiplex STR para confirmar os genótipos referentes aos loci 

sobrepostos com o kit PowerPlex® Fusion, além de ampliar a análise genética a partir da 

dos loci STRs não sobrepostos com os sistemas comerciais.  
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Essa seção descreve parte dos resultados obtidos durante a execução do projeto. 

Os demais resultados encontram-se no artigo científico “Development of a polymorphic 

short tandem repeat locus multiplex system for efficient human identification”. 

 

6.1 Loci selecionados 

 

Para a composição do painel multiplex de identificação humana, um total de 43 

loci STRs foi pré-selecionado, conforme apresentado na Tabela 6.  

 

Tabela 6. Conjunto de loci STRs autossômicos pré-selecionados e Amelogenina com suas respectivas 

localizações cromossômicas para a composição de um sistema multiplex para identificação humana. 

Fonte: PowerPlex® CS7 System; Investigator® Human Identification PCR Kits – Qiagen; NCBI; STRBase. 

 

D8S1132 8q23.1

D8S1179 8q24.13 D22S1045 22q12.3

LPL 8p22 Amelogenina Xp22.1-22.3 e Y

D7S820 7q21.11 D21S2055 21q22

D7S1517 7q31.33 Penta D 21q22.3

D6S474 6q21-22 D20S1082 20q13.2

SE33 6q14.2 D21S11 21q21.1

D5S2500 5q11.2 D19S433 19q12

F13A01 6p24–p25 D20S482 20p13

D5S818 5q23.2 D18S51 18q21.33

CSF1PO 5q33.1 D18S853 18p11.31

FGA 4q31.3 D16S539 16q24.1

D4S2366 4p16-15.2 D17S1301 17q25.1

D3S1358 3p21.31 FESFPS 15q25–qter

D3S1744 3p24 Penta E 15q26.2

D2S1360 2p24-p22 D13S317 13q31.1

TPOX 2p25.3 D14S1434 14q32.13

D2S441 2p14 VWA 12p13.31

D2S1338 2q35 D12S391 12p13.2

D1S1656 1q42 D10S2325 10p12

F13B 1q31-32.1 TH01 11p15.5

locus Localização Cromossômica locus Localização Cromossômica

D1GATA113 1p36.23 D10S1248 10q26.3
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A construção de um sistema multiplex para a identificação humana que seja 

informativo e tenha um elevado poder discriminatório dos indivíduos de uma população, 

requer marcadores STRs polimórficos, cujos alelos possuam intervalos de tamanho que 

permitem a combinação entre si, sem prejudicar ou confundir interpretações de resultados 

(Butler, 2005).  Considerando estes critérios e os requisitos descritos anteriormente 

adotados para obtenção dos marcadores genéticos, foram selecionados 21 loci 

polimórficos autossômicos e 1 locus de determinação sexual, sendo eles: D2S441, TPOX, 

D3S1358, FGA, D5S818, CSF1PO, D7S820, D8S1179, TH01, VWA, D13S317, 

D14S1434, Penta E, D16S539, D17S1301, D18S51, D18S853, D19S433, D20S482, 

D21S11, Penta D e Amelogenina. Os demais loci pré-selecionados (D1GATA113, 

D1S1656, F13B, D2S1338, D2S1360, D3S1744, D4S2366, D5S2500, F13A01, D6S474, 

SE33, D7S1517, LPL, D8S1132, D10S1248, D10S2325, D12S391, FESFPS, D20S1082, 

D21S2055 e D22S1045) não incluídos no sistema por não cumprirem os requisitos 

estabelecidos para a seleção de loci, ou por estarem próximos à microssatélites de 

interesse, ou por fazerem parte de sistemas de ampla comercialização no cenário nacional. 

A inclusão de loci adicionais no conjunto dos 22 já selecionados foi inviabilizada 

em decorrência da impossibilidade de acomodá-los na composição do painel, em função 

do intervalo de tamanho esperado dos amplicons. Qualquer inclusão de outro marcador 

interferia nos intervalos de segurança entre os marcadores STR do painel. 

Consequentemente, poderia provocar sobreposição dos alelos localizados nas 

extremidades dos intervalos.  

A distância entre os loci selecionados que se encontram no mesmo cromossomo 

foi uma condição fundamental para a composição do sistema multiplex. O cumprimento 

deste requisito é de extrema importância para garantir a segregação independente de todos 

os alelos presentes nos loci estudados. Os marcadores TPOX e D2S441 (cromossomo 2), 

D5S818 e CSF1PO (cromossomo 5), D18S51 e D18S853 (cromossomo 18) e D21S11 e 

Penta D (cromossomo 21) compreendem os grupos de loci localizados nos mesmos 

cromossomos. Porém, a distância de segurança entre eles foi devidamente respeitada 

(Bright et al., 2014). No gráfico 01 é possível observar a distribuição dos loci 

selecionados pelos cromossomos. 
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Figura 6. Distribuição dos loci STRs nos cromossomos autossômicos selecionados para compor um painel 

multiplex destinado a identificação humana no Brasil. 
 

As informações dos microssatélites selecionados no multiplex, referentes ao 

cromossomo que pertence, à classificação pelo tamanho e padrão da unidade de repetição, 

quanto à presença no sistema CODIS e os fluoróforos usados na composição do painel, 

estão descritas na Tabela 7.  

 

Tabela 7. Informações dos microssatélites autossômicos selecionados para compor um painel de 

marcadores em multiplex e o marcador de determinação do sexo proposto para estudos de vínculo genético 

em populações humanas. 

 

Considerando a classificação dos microssatélites quanto ao tamanho da unidade 

de repetição (UR), o locus D18S853 é classificado como STR trinucleotídico, por 

apresentar unidade repetitiva com três nucleotídeos. Neste mesmo contexto, os loci 
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D2S441, TPOX, D3S1358, FGA, D5S818, CSF1PO, D7S820, D8S1179, TH01, vWA, 

D13S317, D14S1434, D16S539, D17S1301, D18S51, D19S433, D20S482 e D21S11 são 

compostos por UR tetranucleotídica. Já os marcadores Penta E e Penta D, como o próprio 

nome sugere, são formados unidade de repetição pentanucleotídica. O locus Amelogenina 

não apresenta unidade de repetição, pois o que diferencia o alelo “X” do alelo “Y” é uma 

deleção para o cromossomo X do segmento AAAGTG.  

Conforme a classificação pelo padrão de repetição, pôde-se estabelecer dois 

grupos entre os STR selecionados. Destacam-se como STRs de repetições simples os loci: 

D2S441, TPOX, FGA, D5S818, CSF1PO, D7S820, TH01, D13S317, Penta E, D16S539, 

D17S1301, D18S51, D18S853, D20S482, D21S11 e Penta D. Os loci D3S1358, 

D8S1179, VWA, D14S1434 e D19S433 podem ser classificados como STRs de 

repetições complexas. Para o locus Amelogenina aplica-se a mesma condição 

estabelecida conforme a classificação STR pelo tamanho da UR.  

O conjunto STR criado apresenta sobreposição em 15 loci com o sistema CODIS 

expandido (Tabela 7). Esta homologia é cientificamente importante, uma vez que um 

perfil genético obtido a partir de 15 loci STRs comuns aos demais sistemas 

frequentemente utilizados, garante uma compatibilidade de dados genéticos gerados 

universalmente, tanto para aplicação em futuras análises envolvendo identificação 

humana, quanto para fins de pesquisa associadas às construções de bancos de dados 

populacionais. Os demais loci componentes deste sistema, por não apresentarem 

homologia com o sistema CODIS, foram classificados como “não-CODIS”. A presença 

destes marcadores no conjunto selecionado também assume fundamental importância 

para o processo de identificação humana, pois seu uso não é explorado no atual contexto 

nacional. Para Tsai et al., (2013), em inúmeras situações reais de investigação de vínculo 

genético envolvendo alta complexidade, a aplicação dos marcadores não-CODIS agrega 

informação genética extra ao processo discriminatório, ausente nos sistemas comerciais 

disponíveis atualmente.  

 

6.2 Criação do layout espacial e espectral do painel multiplex 

 

É relevante ressaltar a importância da proposição de eletroforese convencional 

dos amplicons obtidos a partir da utilização de primers inicialmente não marcados por 

fluorescência. Esta estratégia se justifica pelo alto custo financeiro vinculado à marcação 
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dos primers frente a aquisição destes não marcados. Assim, a alternativa de validar as 

sequências sintetizadas por metodologias convencionais, atendeu às expectativas 

impostas para a realização desta importante etapa do projeto.  

No intuito de evitar sobreposição entre loci vizinhos no eixo espectral do painel, 

o agrupamento dos primers foi estabelecido considerando as características específicas 

referentes à cada locus selecionado, como: tamanho dos amplicons produzidos e intervalo 

de variação alélica (Figura 5). 

 

Figura 7. Disposição dos loci na dimensão espacial e no eixo espectral do painel multiplex desenvolvido. 

  

 

6.3 Determinação dos custos de Amplificação e comparação com kits comerciais 

 

Na tabela 8 está descrito o custo de amplificação estabelecido para o multiplex 

proposto, bem como para os demais kits comerciais compatíveis, atualmente disponíveis 

no Brasil. 

 

Tabela 8. Custo por amplificação do multiplex desenvolvido e dos principais sistemas comerciais 

disponíveis no Brasil.  

Empresa Sistema Nº loci 

Autossômicos 
Custo por 

Amplificação (R$) 

Promega Corporation 
PowerPlex® Fusion 22 79,50 
PowerPlex® 16 HS 15 43,48 

Thermo Fisher Scientific 
AmpFLSTR™ Identifiler™ PCR Amplification 15 88,67 

GlobalFiler™ PCR Amplification 21 86,10 

Qiagen 
Investigator 24plex 21 94,38 

Investigator IDplex Plus 15 67,42 
- Sistema Multiplex Desenvolvido 21 5,30 

 

Os sistemas comerciais PowerPlex® 16 HS, AmpFLSTR™ Identifiler™ PCR 

Amplification e Investigator IDplex Plus possibilitam a amplificação de apenas 15 loci 
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STR autossômicos, enquanto que, com os kits GlobalFiler™ PCR Amplification e 

Investigator 24plex é possível obter amplificação de 21 loci STR autossômicos. Já o 

PowerPlex® Fusion possui 22 STRs autossômicos disponíveis em seu painel multiplex.  

Todos os kits comerciais aqui reportados apresentam atualmente ampla comercialização 

em todo território nacional.  

O kit comercial com maior preço de amplificação por amostra é o Investigator 

24plex (R$94,38), correspondendo à aproximadamente 1.800% do custo de amplificação 

do multiplex desenvolvido (R$5,30). No mesmo sentido, o PowerPlex® 16 HS apresenta 

o menor custo de amplificação por amostra entre os kits comerciais pesquisados 

(R$43,48), correspondendo à aproximadamente 820% do custo estimado de amplificação 

do multiplex. Neste contexto, é possível constatar que o custo de amplificação do 

multiplex é substancialmente menor dos que os demais kits comercializados atualmente 

no Brasil, o que viabiliza sua implantação e justifica seu desenvolvimento.  

Assim sendo, o desenvolvimento de um sistema eficiente, confiável e prático 

viabiliza estratégias comerciais que permitem aumentar a amplitude da oferta. Por 

consequência, neste cenário, garante-se inclusão e a acessibilidade para um estrato social 

que atualmente não tem acesso a esta metodologia de investigação, além de proporcionar 

mais segurança para a análise. Assim, a implementação do multiplex proposto colaborará 

para que a metodologia seja oferecida com equidade a todos que dela necessitam. 

 

6.4 Verificação da eficácia do multiplex em situações reais de investigação de vínculo 

genético 

 

6.4.1 Estudo de casos 

Treze estudos de vínculo genético provenientes da rotina do Laboratório 

Biocroma foram amplificados usando-se o sistema multiplex desenvolvido. Destes casos, 

um exame corresponde à reconstrução genética, nove estão relacionados a análises de 

parentesco com configuração de TRIO e três foram realizados apenas entre o suposto 

filho e o suposto pai, sendo classificados como DUO. O tipo de amostra biológica 

analisada, o resultado final do processo de investigação, os painéis STRs utilizados, os 

índices estatísticos obtidos, bem como o número de incoerências alélicas observadas estão 

descritos na Tabela 9. As composições alélicas e os índices de paternidade obtidos para 
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todos os loci analisados dos dois sistemas utilizados referentes aos casos selecionados, 

encontram-se no Apêndice III.  

Conforme demonstrado na Tabela 10, os casos 2, 6, 7, 10 e 13 foram realizados 

a partir da amplificação direta de swab bucal, enquanto dos demais casos, 1, 3, 4, 5, 8, 9, 

11 e 12 foram coletadas amostras de sangue em cartão FTA® para realização da 

investigação. A amplificação direta simplifica o processamento das amostras e, por 

consequência, oferece grande praticidade à rotina de obtenção de perfil genético, uma vez 

que elimina procedimentos de extração convencional e quantificação do DNA (Flores et 

al., 2014; Guo et al., 2014; Myers et al., 2012). Por apresentar robustez, sensibilidade e 

baixo custo, a amplificação direta a partir de amostras de sangue e swab bucal 

impregnados em cartão FTA®, é recomendada para estudos envolvendo identificação 

humana e investigação de paternidade (Hennessy et al., 2014; Laurin et al., 2012). 

Para todas as amostras analisadas houve amplificação satisfatória de todos os 

loci componentes dos painéis STRs adotados, corroborando com os resultados dos testes 

de sensibilidade do multiplex, descritos neste trabalho.  

Os casos 1, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 13 correspondem à exames cujo resultado final 

permitiu a conclusão pela inclusão do vínculo genético investigado. As análises 

estatísticas adotadas para aferir vínculo parental revelaram que as evidências genéticas 

encontradas reforçam a hipótese de que existe uma maior probabilidade de o indivíduo 

investigado ser o pai biológico do suposto filho do que outro indivíduo aleatório da 

população (“H1”) (Gjertson et al., 2007; Junge et al., 2006; Morling et al., 2002).  

O caso 5 apresentou os maiores índices estatísticos obtidos para os dois sistemas 

testados. O Índice de Paternidade (IP) obtido com o sistema comercial PowerPlex® 

Fusion corresponde à aproximadamente 1,36E+17, cuja Probabilidade de Paternidade 

(PP) aferida foi de aproximadamente 99,9999999999999%. Já com o multiplex 

desenvolvido, foi obtido um IP de aproximadamente 1,08E+15, com PP correspondente 

a aproximadamente 99,9999999999999%.  

A situação de inclusão com menores índices estatísticos observados corresponde 

ao caso 1, conforme esperado por se tratar de uma reconstrução genética. Os IPs obtidos 

correspondem à 2,19E+07 e 9,95E+06, para os painéis PowerPlex® Fusion e multiplex 

próprio, respectivamente. Estes índices revelam probabilidades de paternidade de 

aproximadamente 99,99999% e 99,99999%, respectivamente.
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Tabela 9. Estudo de casos e comparação dos resultados obtidos com o PowerPlex® Fusion e o multiplex desenvolvido para estudo de vínculo genético. 

Código 

caso 

Investigação vínculo 

genético 
Indivíduos envolvidos 

Amostra                    

biológica 

Powerplex® Fusion 
Resultado 

Multiplex desenvolvido 
Resultado 

I.C.P P.P I.C.P P.P 

1 
Reconstrução 

Genética 
MSP + PSP + SF + MSF Sangue em FTA 2,19E+07 99,99999% INCLUSÃO 9,95E+06 99,99999% INCLUSÃO 

2 TRIO MSF + SF + SP Swab bucal 14 incoerências alélicas EXCLUSÃO 14 incoerências alélicas EXCLUSÃO 

3 TRIO MSF + SF + SP Sangue em FTA 10 incoerências alélicas EXCLUSÃO 08 incoerências alélicas EXCLUSÃO 

4 TRIO MSF + SF + SP Sangue em FTA 04 incoerências alélicas EXCLUSÃO 05 incoerências alélicas EXCLUSÃO 

5 TRIO MSF + SF + SP Sangue em FTA 1,36E+17 99,9999999999999% INCLUSÃO 1,08E+15 99,9999999999999% INCLUSÃO 

6 TRIO MSF + SF + SP Swab bucal 1,05E+11 99,999999999% INCLUSÃO 7,86E+08 99,9999999% INCLUSÃO 

7 TRIO MSF + SF + SP Swab bucal 2,79E+11 99,999999999% INCLUSÃO 3,69E+10 99,99999999% INCLUSÃO 

8 TRIO MSF + SF + SP Sangue em FTA 6,15E+12 99,9999999999% INCLUSÃO 2,94E+10 99,99999999% INCLUSÃO 

9 TRIO MSF + SF + SP Sangue em FTA 1,61E+10 99,99999999% INCLUSÃO 2,87E+09 99,9999999% INCLUSÃO 

10 TRIO MSF + SF + SP Swab bucal 1,09E+13 99,99999999999% INCLUSÃO 7,97E+11 99,9999999999% INCLUSÃO 

11 DUO SF + SP Sangue em FTA 09 incoerências alélicas EXCLUSÃO 08 incoerências alélicas EXCLUSÃO 

12 DUO SF + SP Sangue em FTA 6,34E+08 99,999999% INCLUSÃO 1,12E+10 99,99999999% INCLUSÃO 

13 DUO SF + SP Swab bucal 1,79E+09 99,9999999% INCLUSÃO 1,33E+09 99,9999999% INCLUSÃO 

MSP = Mãe biológica do Suposto Pai Ausente; PSP = Pai biológico do Suposto Pai Ausente; SF = Suposto Filho; MSF = Mãe biológica do Suposto Filho; SP = Suposto Pai; 

ICP = Índice Acumulado de Paternidade; PP = Probabilidade de Paternidade. 

 

 

 



 

 

45 

Foi possível constatar que, quanto à obtenção dos índices de vínculo genético, 

ambos os sistemas STRs utilizados apresentaram resultados satisfatórios em todas as 

situações envolvendo inclusão de paternidade. Assim, considerando os critérios 

recomendados internacionalmente para análise de vínculo genético (Junge et al., 2006; 

Morling et al., 2003), foi possível concluir com segurança acerca do vínculo biológico 

pesquisado. 

Os casos 2, 3, 4 e 11 apresentaram resultados que reforçam a hipótese de que é 

mais provável que o pai biológico não é o homem testado, e sim, um homem aleatório na 

população e não relacionado ao indivíduo analisado. Neste sentido, esses exames, pela 

falta de compatibilidade genética entre o suposto filho e o suposto pai, foram 

caracterizados como exclusão do vínculo genético investigado. 

Com o sistema PowerPlex® Fusion, nos casos 2, 3 e 11 foram encontradas, 

respectivamente, 14, 10 e 9 incoerências alélicas durante as análises, correspondendo a 

erros mendelianos na transmissão genética. Os resultados do sistema multiplex próprio 

para os mesmos casos, revelaram 14, 8 e 11 erros mendelianos, respectivamente. Com 

poder resolutivo semelhante ao PowerPlex® Fusion, o sistema multiplex de STRs 

autossômicos desenvolvido atendeu satisfatoriamente às recomendações propostas pela 

IFSG para conclusão pela exclusão da paternidade biológica investigada (Jha et al., 2013; 

Gjertson et al., 2007; Morling et al., 2003; Baird et al., 1996).  

No caso 4 foram observadas 4 incoerências alélicas após a análise com o 

PowerPlex® Fusion. Tais resultados dificultaram a conclusão do exame, frente à possível 

ambiguidade de resultados, uma vez que já existe registro de 3 erros mendelianos em 

paternidade biológica comprovada (Sun et al., 2012; Jacewics et al., 2004).  Quando os 

dados do caso 4 foram produzidos com o multiplex de STRs autossômicos desenvolvido, 

foram identificadas 5 incoerências alélicas, que reforçou a conclusão pela exclusão do 

vínculo genético investigado entre o suposto pai e a criança investigada. 

Em todas as situações analisadas, envolvendo reconstrução genética, trios e 

duos, tanto para evidências de inclusão, quanto para os casos de exclusão de vínculo 

genético, o sistema multiplex desenvolvido apresentou grande coerência com o sistema 

comercial PowerPlex® Fusion e se mostrou eficiente para resolver os casos da rotina do 

Laboratório Biocroma de Goiânia (Goiás). 
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6.4.2 Estudo de casos complexos que demandam ampliação do painel STR 

Detecção de mutação germinativa, observação de evento de dropout, 

reconstruções genéticas, bem como TRIOS ou DUOS com índices estatísticos obtidos 

abaixo dos padrões recomendados ou com poucas incoerências alélicas identificadas, são 

situações complexas que demandam ampliação do painel STR utilizado para atingir 

resultados mais confiáveis (Sun et al., 2015; Lindner et al., 2014; Tsai et al., 2013; 

Akhteruzzaman et al., 2012; Li et al., 2012; Carboni et al., 2011; Li et al., 2011). No 

entanto, os kits comerciais normalmente apresentam grande sobreposição dos loci STRs, 

não podendo, em algumas situações, aumentar a eficiência quando utilizados em caráter 

de complemento (Zhu et al., 2014; Yuan et al., 2012). 

Assim, para avaliação da eficácia do painel multiplex desenvolvido como 

ferramenta complementar de identificação humana, foram selecionados 5 casos 

complexos de investigação de paternidade da rotina do Laboratório Biocroma, conforme 

descrito na Tabela 10 (Goiânia-GO).  

Todos os exames foram previamente analisados com emprego de pelo menos um 

sistema comercial autossômico, não sendo suficiente para se obter uma conclusão segura 

sobre o vínculo genético entre os investigados. Portanto, as amostras biológicas foram 

submetidas à amplificação pelo sistema multiplex de STRs autossômicos desenvolvido 

no intuito de complementar as análises, fornecendo 4 loci STRs adicionais (D17S1301, 

D18S853, D20S482 e D14S1434) e 17 loci sobrepostos com o sistema comercial 

PowerPlex® Fusion.  

 

6.4.2.a. Reconstrução genética 

O caso 14 consiste na reconstrução do perfil genético do Suposto Pai Falecido 

por meio de seus genitores. O Índice Acumulado de Paternidade (ICP), obtido a partir da 

análise dos sistemas comerciais PowerPlex® Fusion e PowerPlex® Y23 (Promega 

Corporation, Madison, WI, United States), não obedeceu aos padrões mínimos para sua 

conclusão, sendo necessário ampliar os loci de estudo para outro painel multiplex. O ICP 

obtido com emprego dos sistemas comerciais adotados foi de 3,40E+03. Esse valor 

aumentou consideravelmente com a ampliação de mais 4 loci STRs complementares 

presentes no multiplex, alcançando um ICP correspondente à 1,49E+04 e uma 

Probabilidade de Paternidade (PP) de aproximadamente 99,99%, o que foi fundamental 

para viabilizar a conclusão do parentesco investigado.
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Tabela 10. Estudo de casos para avaliação da eficácia do painel multiplex de STRs autossômicos como ferramenta complementar para a identificação humana. 

Código 

caso 

Investigação 

vínculo genético 

Indivíduos 

envolvidos 

Amostra                    

biológica 
Motivo Ampliação 

Powerplex® Fusion 
Resultado 

Multiplex desenvolvido 
Resultado 

I.C.P P.P I.C.P P.P 

14 
Reconstrução 

Genética 
MSF - SF - PSP Sangue FTA 

ICP relativamente 

baixo 
3,40E+03 99,9% Inclusão 1,49E+04 99,99% Inclusão 

15 TRIO MSF - SF - SP Swab Bucal 
Detecção mutação 

germinativa 
6,82E+07 99,999999% Inclusão 3,73E+08 99,999999% Inclusão 

16 DUO SF - SP Sangue FTA 
Detecção mutação 

germinativa 
1,66E+06 99,9999% Inclusão 4,94E+07 99,9999999999999% Inclusão 

17 DUO SF - SP Sangue FTA 
Suspeita alelo 

dropout 
- - - - - - 

18 TRIO MSF - SF - SP Sangue FTA 
Suspeita alelo 

dropout 
- - - - - - 

MSP = Mãe biológica do Suposto Pai Ausente; PSP = Pai biológico do Suposto Pai Ausente; SF = Suposto Filho; MSF = Mãe biológica do Suposto Filho; SP = Suposto Pai; 

ICP = Índice Acumulado de Paternidade; PP = Probabilidade de Paternidade. 
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6.4.2.b. Detecção de mutação germinativa 

O tipo de mutação mais comum observado em loci microssatélites é provocado 

pela variação da quantidade das unidades de repetição (Brinkmann et al., 1998) e sua 

ocorrência em análise de parentesco tem sido amplamente reportada (Sun et al., 2015; 

Zhang et al., 2014; Sun et al., 2012; Carboni et al., 2011; Li ei al., 2011; Jacewics et 

al.,2004). Para Lindner et al. (2014), em situações com constatação de incoerência alélica 

envolvendo um ou dois loci STRs, recomenda-se a análise suplementar com marcadores 

STRs adicionais para confirmação do vínculo pesquisado. Sendo assim, dois casos com 

registros de detecção de apenas um erro mendeliano foram selecionados para ampliação 

dos loci com o sistema multiplex desenvolvido. Os exames 15 e 16 correspondem, 

respectivamente, a um trio e a um duo, sendo submetidos a análise genética preliminar 

com o kit PowerPlex® Fusion.  

No caso 15 foi detectada uma inconsistência alélica no locus Penta E, cuja taxa 

de mutação foi incorporada ao cálculo do índice de paternidade e obteve-se um ICP de 

6,82E+07. O emprego do multiplex para ampliação da análise genética contribuiu para 

confirmação da incoerência no locus Penta E. Os dados gerados com os marcadores 

adicionais não-CODIS corroboraram a hipótese de que o erro mendeliano foi provocado 

por uma mutação germinativa na linhagem paterna. O ICP obtido após análise do 

multiplex correspondeu a 3,73E+08 e a Probabilidade de Paternidade foi de 

aproximadamente 99,999999%. Seguindo a recomendação proposta em Lindner et al. 

(2014), a comparação dos loci STRs presentes no cromossomo Y do suposto filho e do 

suposto pai foi realizada para confirmar o vínculo genético pesquisado. Os haplótipos 

foram obtidos a partir da amplificação de 23 loci STRs componentes do kit comercial 

PowerPlex® Y23. 

Para o caso 16, uma incoerência alélica foi verificada no locus vWA entre os 

perfis genéticos analisados para o alelo obrigatório. Por se tratar de um duo, é 

fundamental que os painéis STRs analisados ofereçam segurança suficiente para uma 

conclusão inequívoca, uma vez que, teoricamente, o risco de inclusão ao acaso de um 

indivíduo aleatório da população, é maior que para situações envolvendo análise de trio. 

Nesse sentido, a necessidade de ampliação do conjunto de STRs fez-se necessária pelos 

mesmos motivos apresentados para o caso 15. Os ICPs obtidos antes e após a 

amplificação com o multiplex desenvolvido foi de 1,66E+06 e 4,94E+07, 

respectivamente, o que resultou em uma PP de aproximadamente 99,9999999999999%. 
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Os haplótipos do cromossomo X, analisados a partir da amplificação de 12 loci STRs 

presentes no kit comercial Argus X QS (Qiagen, Hilden, NRW, Germany), confirmaram 

o vínculo genético pesquisado.    

   

6.4.2.c. Identificação de Alelo Dropout  

A eficiência da amplificação alélica pode ser influenciada em função de 

inúmeros fatores (Moretti et al., 2016; Zhang et al., 2016; Westen et al., 2014). Mutação 

nas regiões flanqueadoras do locus, presença de inibidores de PCR na reação, qualidade 

e quantidade de DNA disponível para a PCR, são eventos que podem implicar na inibição 

da amplificação do fragmento molecular e provocar o efeito de alelo dropout (Li et al., 

2017; Gjertson et al., 2007; Grubwieser et al., 2006). Portanto, a amplificação do mesmo 

locus por primers que se anelam em sequências diferentes pode contribuir para 

confirmação do efeito da mutação (Zhang et al., 2016; BUDOWLE 2000). 

Os casos 17, 18 e 19, apresentaram incoerências alélicas em loci individuais 

resultando em genótipos homozigotos. Assim, estes casos foram selecionados para 

verificação de suposto evento envolvendo alelo dropout.  O uso do multiplex 

desenvolvido como conjunto alternativo de marcadores STRs, com loci sobrepostos com 

o sistema PowerPlex® Fusion, detectou os fragmentos não amplificados inicialmente e 

confirmou o evento de dropout alélico envolvendo três loci STRs do kit PowerPlex® 

Fusion (Borovko et al., 2015; Gjertson et al., 2007).  

O caso 17 trata-se de uma investigação de paternidade classificada como um trio. 

A paternidade biológica foi confirmada pela constatação de correspondência genética em 

todos os loci analisados do kit comercial PowerPlex® Fusion. Porém, no locus D8S1179 

foi observada uma incoerência genética envolvendo o suposto filho e sua mãe biológica.  

Como pode ser visto na Figura 6 (A), o perfil alélico da mãe para o locus 

D8S1179, amplificado com o sistema PowerPlex® Fusion, corresponde ao genótipo 

homozigoto para o alelo 10, enquanto seu filho biológico possui apenas o alelo 16, 

revelando possíveis perfis falso homozigotos. No entanto, com a amplificação pelo painel 

multiplex desenvolvido, nota-se que o perfil alélico heterozigoto para as duas amostras, 

tendo a mãe os alelos 10 / 13 e seu filho, os alelos 13 / 16 (Figura 6 B).  
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Figura 8. Eletroferogramas apresentando os genótipos para o locus D8S1179. (A) Perfil alélico obtido com 

a utilização do kit comercial PowerPlex® Fusion, mostrando a ausência da amplificação para o alelo 13, 

possivelmente provocada em decorrência de dropout alélico. (B) Perfil alélico heterozigoto obtido por 

amplificação com o multiplex desenvolvido, mostrando que houve amplificação normal para o alelo 13. 
 

O alelo 13 do locus D8S1179, ausente nas amostras do caso 17 quando utilizado 

o kit comercial PowerPlex® Fusion, compreende um fragmento de aproximadamente 100 

pb. Porém, quando a mesma amostra foi submetida à amplificação pelos iniciadores 

referentes ao mesmo locus, presentes no sistema multiplex desenvolvido, o alelo com 13 

núcleos de repetição STR, foi amplificado, gerando um fragmento de aproximadamente 

223 pb. 

O evento de alelo dropout foi confirmado para o caso 18. Porém, nesse exame o 

efeito de dropout alélico envolveu o locus D5S818. A Figura 7 mostra os 
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eletroferogramas obtidos com a amplificação dos dois painéis, PowerPlex® Fusion e 

multiplex desenvolvido. O alelo 10 do locus D5S818 amplificado com o sistema 

comercial PowerPlex® Fusion corresponde a um fragmento de aproximadamente 338 pb, 

enquanto que a amplificação para o mesmo locus de um alelo com 10 núcleos de 

repetição, amplificado a partir dos primers presentes no multiplex desenvolvido, gerou 

um fragmento de aproximadamente 127 pb. A amplificação do alelo 10 do locus D5S818 

foi observada a partir da utilização do sistema multiplex desenvolvido, enquanto que, 

quando a mesma amostra foi submetida à amplificação por PowerPlex® Fusion, não 

houve amplificação para o alelo em questão, revelando um dropout alélico.   

 

Figura 9. Eletroferogramas apresentando os genótipos para o locus D5S818. (A) Perfil alélico obtido com 

a utilização do kit comercial PowerPlex® Fusion, mostrando a ausência da amplificação para o alelo 10, 

provocada em decorrência de dropout alélico. (B) Perfil alélico heterozigoto obtido por amplificação com 

o multiplex desenvolvido, mostrando que houve amplificação normal para o alelo 10. 

 

É importante ressaltar que, conforme demonstrado com exemplos reais, a 

possibilidade de indivíduos com perfis heterozigotos apresentarem fenótipos alélicos 

homozigotos, cria um cenário de potencial risco para determinação de falsa exclusão de 
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vínculo genético em análise de parentesco (Dakin and Avise, 2004). Neste sentido, para 

reduzir a possibilidade de interpretação equivocada, a existência de dropout alélico e 

outras variações na estrutura genômica, deve ser sempre considerada durante a análise 

genética por microssatélites (Zhou et al., 2017; Zhang et al., 2016; Lane, 2013). 

A utilização do multiplex em situações especiais mostra que os loci STRs 

presentes no painel desenvolvido contribuíram para a conclusão de investigação de 

paternidade a partir de reconstrução genética complexa e, também, para a redução da 

possibilidade de equívoco provocado em função da detecção de mutação germinativa. Por 

último, os iniciadores presentes no multiplex desenvolvido foram capazes de revelar 

alelos dropout para os loci D8S1179 e D5S818, amplificados incialmente com o sistema 

comercial PowerPlex® Fusion. Portanto, os resultados obtidos nessa seção evidenciam a 

eficácia do multiplex como ferramenta complementar para aplicação em situações 

complexas de identificação humana e investigação de vínculo genético.  
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7. CONCLUSÕES GERAIS 

 

Em conformidade com o objetivo principal do estudo, foi desenvolvido um 

sistema multiplex composto por 21 loci STRs autossômicos e 1 locus para determinação 

sexual. Neste sentido: 

 

 Em função da limitação quanto à quantidade de loci microssatélites presentes em 

um sistema multiplex, a partir de 43 loci pré-selecionados, 21 loci STRs 

autossômicos e 1 locus para determinação de sexo foram incluídos para 

composição do conjunto desenvolvido. Os loci STRs foram selecionados 

considerando seu polimorfismo e a variação de tamanho dos fragmentos 

esperados. O conjunto selecionado foi constituído por 15 loci STR sobrepostos ao 

sistema CODIS expandido e 6 loci não-CODIS. 

 Foram determinados os oligonucleotídeos iniciadores passíveis de combinação 

em PCR para composição do multiplex. Os primers foram obtidos considerando 

a organização dos loci STR na dimensão espacial em função da separação dos 

fragmentos mediante eletroforese capilar, evitando sobreposição de tamanhos 

entre os marcadores  

 As condições de amplificação e genotipagem dos microssatélites foram 

padronizadas para serem realizadas em uma reação multiplex e separação de 

fragmentos mediante eletroforese capilar. 

 A avaliação da sensibilidade da amplificação de DNA em reação de PCR 

multiplex foi testada em partir de diferentes tipos de amostras biológicas. As 

amplificações foram eficientes a partir do DNA extraído de amostras de sangue, 

swab bucal e cabelo, que são as amostras mais comumente usadas para os estudos 

de vínculo genético com fins de identificação humana.   

 Os testes de concordância revelaram que os genótipos obtidos por amplificação 

com o sistema multiplex e com o kit comercial PowerPlex® Fusion, apresentaram 

o mesmo perfil alélico para os loci sobrepostos dos dois conjuntos analisados.  

 As frequências alélicas e os parâmetros forenses foram obtidos a partir da análise 

genotípica dos loci presentes no multiplex desenvolvido, para um grupo de 450 

indivíduos não relacionados geneticamente e residentes no Estado de Goiás. 
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 O custo de amplificação por amostra foi determinado para o sistema multiplex e 

comparado com os principais kits comerciais atualmente disponíveis no Brasil. O 

custo de amplificação com o multiplex desenvolvido foi de R$5,30 por amostra e 

corresponde à aproximadamente 6% do custo médio para os kits comerciais 

PowerPlex® Fusion, GlobalFiler™ PCR Amplification e Investigator 24plex.  

 O sistema multiplex foi implantado em rotina laboratorial de identificação 

humana e investigação de vínculo genético, sendo sua eficiência avaliada em 

situações reais de investigação de vínculo biológico. Em todos os casos 

analisados, envolvendo baixa e alta complexidade, o sistema multiplex apresentou 

grande coerência com o kit comercial PowerPlex® Fusion. Os resultados obtidos 

mostraram a eficácia do multiplex para como ferramenta complementar para 

aplicação em situações complexas de investigação de vínculo genético, além de 

se mostrar eficiente para resolver os casos da rotina do Laboratório Biocroma de 

Goiânia (Goiás). 

 

O sistema multiplex de STRs autossômicos desenvolvido apresentou-se sensível 

para a identificação humana a partir de diferentes tipos de amostras biológicas, incluindo 

amplificação direta em FTA, proporcionando agilidade para a obtenção de perfil genético 

na rotina laboratorial. Os valores obtidos para os parâmetros estatísticos sugerem que o 

sistema multiplex desenvolvido é polimórfico e apresenta um elevado poder de 

discriminação, o que revela sua eficiência e justifica a aplicação em estratégias 

envolvendo identificação humana e investigação de vínculo genético.  

A relevância desse estudo, voltado para o desenvolvimento de uma ferramenta 

biotecnológica acessível, fica evidente ao constatar a performance satisfatória no auxílio 

à estudos envolvendo diversidade genética por microssatélites, além de, sobretudo, 

fornecer um mecanismo robusto e confiável capaz de discriminar com eficácia indivíduos 

entre si. 
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APÊNDICE I 

 

Tabela suplementar - frequência alélica obtida para os 21 loci autossômicos que compõem o sistema multiplex desenvolvido 

Allele D3S1358 TH01 D21S11 D18S51 Penta E D5S818 D13S317 D7S820 D16S539 CSF1PO Penta D vWA D8S1179 TPOX FGA D2S441 D17S1301 D19S433 D18S853 D20S482 D14S1434

2.2 - - - - - - - - - - 0,0433 - - - - - - - - - -

3.2 - - - - - - - - - - 0,0044 - - - - - - - - - -

5 - 0,0033 - - 0,0589 - - - 0,0011 - 0,0200 - - 0,0011 - - - - - - -

6 - 0,2100 - - - 0,0011 - - 0,0011 0,0011 - - - 0,0189 - - - - - - -

7 - 0,2433 - - 0,1267 0,0278 - 0,0111 - 0,0089 0,0144 - - 0,0033 - - - - - - -

8 - 0,1133 - - 0,0589 0,0167 0,1011 0,1544 0,0244 0,0189 0,0400 - 0,0067 0,4444 - 0,0022 - - - - 0,0022

9 - 0,1744 - - 0,0222 0,0333 0,0978 0,1133 0,2111 0,0300 0,1889 - 0,0133 0,1256 - 0,0022 0,0067 - 0,0056 0,0044 0,2078

9.2 - - - - - - - - - - 0,0067 - - - - - - - - - -

9.3 - 0,2433 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

10 - 0,0122 - 0,0111 0,0533 0,0700 0,0567 0,2911 0,0756 0,2633 0,1311 - 0,0667 0,0833 - 0,2022 0,0222 0,0022 0,0189 0,0011 0,0367

10.2 - - - 0,0011 - - - - - - - - - - - - - 0,0011 - - -

10.3 - - - - - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - -

11 0,0022 - - 0,0111 0,1100 0,3089 0,2822 0,2467 0,3022 0,2822 0,1533 0,0044 0,0844 0,2833 - 0,3189 0,2922 0,0278 0,4111 0,0233 0,0467

11.3 - - - - - - - - - - - - - - - 0,0533 - - - - -

12 0,0022 - - 0,1011 0,1789 0,3656 0,3056 0,1633 0,2167 0,3278 0,1567 - 0,1289 0,0400 - 0,0656 0,4500 0,0944 0,1133 0,0289 0,3111

12.2 - - - 0,0011 - - - - - - - - - - - - - 0,0133 - - -

12.3 - - - - - - - - - - - - 0,0011 - - 0,0033 - - - - -

13 0,0044 - - 0,0889 0,0922 0,1656 0,1056 0,0178 0,1456 0,0567 0,1667 0,0044 0,2978 - - 0,0378 0,1900 0,2444 0,1422 0,1956 0,3678

13.2 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0522 - - -

14 0,1011 - - 0,1522 0,0656 0,0100 0,0511 0,0011 0,0222 0,0100 0,0489 0,0733 0,2444 - - 0,2744 0,0378 0,2811 0,2344 0,4700 0,0211

14.2 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0422 - - -

15 0,3067 - - 0,1656 0,0778 0,0011 - 0,0011 - 0,0011 0,0233 0,1256 0,1256 - - 0,0378 0,0011 0,1311 0,0711 0,2178 0,0067

15.2 0,0011 - - 0,0022 - - - - - - - - - - - - - 0,0556 - - -

16 0,2833 - - 0,1256 0,0422 - - - - - 0,0022 0,2844 0,0244 - 0,0022 0,0011 - 0,0356 0,0033 0,0578 -

16.2 - - - - - - - - - - - - - - - - - 0,0189 - - -

17 0,1944 - - 0,1267 0,0344 - - - - - - 0,2700 0,0067 - 0,0022 - - - - 0,0011 -

18 0,1000 - - 0,1022 0,0278 - - - - - - 0,1600 - - 0,0100 - - - - - -

18.2 - - - - - - - - - - - - - - 0,0067 - - - - - -

19 0,0044 - - 0,0544 0,0178 - - - - - - 0,0522 - - 0,0878 - - - - - -

(continua)
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Allele D3S1358 TH01 D21S11 D18S51 Penta E D5S818 D13S317 D7S820 D16S539 CSF1PO Penta D vWA D8S1179 TPOX FGA D2S441 D17S1301 D19S433 D18S853 D20S482 D14S1434

19.2 - - - - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - - -

20 - - - 0,0311 0,0122 - - - - - - 0,0244 - - 0,0900 - - - - - -

20.2 - - - - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - - -

21 - - - 0,0133 0,0078 - - - - - - 0,0011 - - 0,1422 - - - - - -

21.2 0,0033 - - - - - -

22 - - - 0,0089 0,0111 - - - - - - - - - 0,1589 - - - - - -

22.2 0,0078 - - - - - -

23 - - - 0,0022 0,0022 - - - - - - - - - 0,1522 - - - - - -

23.2 0,0044 - - - - - -

24 - - - 0,0011 - - - - - - - - - - 0,1422 - - - - - -

24.2 - - 0,0022 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

25 - - - - - - - - - - - - - - 0,0967 - - - - - -

26 - - - - - - - - - - - - - - 0,0533 - - - - - -

27 - - 0,0278 - - - - - - - - - - - 0,0222 - - - - - -

28 - - 0,1789 - - - - - - - - - - - 0,0078 - - - - - -

29 - - 0,1956 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

30 - - 0,2533 - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - - -

30.2 - - 0,0244 - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - - -

31 - - 0,0789 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

31.2 - - 0,0922 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

32 - - 0,0067 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

32.2 - - 0,0789 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

33.2 - - 0,0367 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

34 - - 0,0011 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

34.2 - - 0,0078 - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - - -

35 - - 0,0111 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

36 - - 0,0044 - - - - - - - - - - - - - - - - - -

42.2 - - - - - - - - - - - - - - 0,0011 - - - - - -

43.2 - - - - - - - - - - - - - - 0,0033 - - - - - -

N 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450 450

(continuação)

Fonte: Rodovalho RG, Rodrigues EL, Santos GS, Cavalcanti LM, Lima PR, Rodovalho AG, Vital RG, Gigonzac MAD, da Cruz, AD (2017). Development of a polymorphic short tandem repeat locus multiplex 

system for efficient human identification. Genetics and molecular research: GMR, 16(2). (Capítulo 4 da tese) 
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APÊNDICE II 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Você está sendo convidado (a) para participar, como voluntário (a), do Projeto de 

Pesquisa sob o título Desenvolvimento de um sistema multiplex de loci STRs 

polimórficos eficiente para a identificação humana. Meu nome é Ricardo Goulart 

Rodovalho, sou o pesquisador (a) responsável, doutorando em Biotecnologia e 

Biodiversidade. Após receber os esclarecimentos e as informações a seguir, no caso de 

aceitar fazer parte do estudo, este documento deverá ser assinado em duas vias e em todas 

as páginas, sendo a primeira via de guarda e confidencialidade do Pesquisador (a) 

responsável e a segunda via ficará sob sua responsabilidade para quaisquer fins. Em caso 

de recusa, você não será penalizado (a) de forma alguma. Em caso de dúvida sobre a 

pesquisa, você poderá entrar em contato com o (a) pesquisador (a) responsável Ricardo 

Goulart Rodovalho ou com o (a) orientador (a) da pesquisa Professor (a) Aparecido 

Divino da Cruz, nos telefones: (62) 8105-1155/ (62) 3945-8162, ou através do e-mail 

ricardogrodovalho@gmail.com.  

Em caso de dúvida sobre a ética aplicada a pesquisa, você poderá entrar em 

contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da Pontifícia Universidade Católica de Goiás, 

telefone: (62) 3946-1512, localizado na Avenida Universitária, Nº 1069, Setor 

Universitário, Goiânia – Goiás.  

Para garantir o princípio da autonomia ao participante, atendendo o disposto na 

Resolução 466/12, o esclarecimento referente à pesquisa será realizado antes da coleta de 

material biológico, nas dependências do Laboratório Biocroma Clínica de Exames de 

DNA. Sua participação na pesquisa se justifica porque o levantamento de perfil genético 

individual deve ser realizado ao acaso na população, tendo esta pesquisa como objetivo 

desenvolver uma ferramenta altamente eficaz para o processo de identificação humana 

pelo DNA. 

Com a utilização de uma lanceta, será realizada uma coleta de sangue a partir de 

uma pequena punção (“furo”) no dedo anelar ou médio direito. Os riscos decorrentes da 

sua participação na pesquisa são mínimos, próprios de qualquer coleta de sangue, que 

são, dor no local e possível aparecimento de manchas roxas (hematomas). Caso ocorra 

qualquer intercorrência devido à coleta de sangue (crise nervosa, dificuldade respiratória, 

aumento da pressão arterial, sudorese intensa), o (a) Sr. (a) será encaminhado ao serviço 

de assistência à saúde gratuita e integral para dano direto ou indireto, imediato ou tardio 

mailto:ricardogrodovalho@gmail.com
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em decorrência da sua participação na pesquisa. Para minimizar os riscos durante a coleta 

de sangue, o coletador será um profissional qualificado e com experiência para esta coleta 

e ainda o participante do estudo será orientado a pressionar a região coletada por um 

minuto para evitar a formação de hematomas. 

Em seguida, todos os procedimentos de manipulação serão aplicados ao DNA 

extraído desta amostra obtida. O DNA extraído então será submetido às metodologias 

próprias (PCR e eletroforese) para obtenção do perfil genético a partir da análise das 

regiões STRs hipervariáveis. Sendo assim, sua participação nesta pesquisa, no entanto, é 

de extrema importância, pois seus dados genéticos contribuirão para a validação do 

sistema a ser desenvolvido e para a composição do banco de frequência alélica (perfis de 

DNA que permitem estimar a diversidade genética de uma população) para sua região 

geográfica específica. O (a) Sr. (a) tem a opção de tomar conhecimento ou não dos 

resultados genéticos obtidos.  

A sua participação nesta pesquisa é voluntária e a recusa em participar não 

acarretará qualquer penalidade ou perda de benefícios. O pesquisador irá tratar a sua 

identidade com padrões profissionais de sigilo e as informações colhidas serão utilizadas 

somente para fins científicos. Os resultados da pesquisa serão analisados e publicados, 

mas a sua identidade não será divulgada, sendo guardada em sigilo. Todos os dados que 

permitam a identificação pessoal serão mantidos em sigilo profissional e científico, 

sendo-lhe garantido que todos os resultados obtidos serão utilizados somente para estudos 

científicos e não irão prejudicar qualquer tratamento que o participante esteja sendo 

submetido (a).  

É importante ressaltar que o(a) Sr.(a) não terá ônus financeiro pela sua 

participação nesta pesquisa e, por ser voluntária, também não haverá nenhuma 

remuneração financeira. Os gastos necessários para sua participação na pesquisa serão 

integralmente assumidos pelo pesquisador, sendo ressarcidas todas as despesas geradas 

pelo Sr. (a) e seus acompanhantes para esta participação. Fica também garantida 

indenização em casos de danos comprovadamente decorrentes da participação na 

pesquisa, conforme decisão judicial (justiça comum). 

O (a) Sr. (a) poderá a qualquer momento, antes ou durante sua participação, sem 

penalidades ou prejuízo, desistir de participar desta pesquisa. 
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Eu _______________________________________, RG _____________________, 

abaixo assinado, discuti com o Sr. (Ricardo Goulart Rodovalho) sobre a minha decisão 

em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais são os propósitos do estudo, 

os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de 

confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha 

participação é isenta de despesas e que tenho garantia de assistência integral e gratuita 

por danos diretos e indiretos, imediatos ou tardios quando necessário. Concordo 

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a 

qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízo ou perda de 

qualquer benefício que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste serviço.  

 

 

Goiânia, _____, de _______________, de 201___.  

 

 

 

__________________________________    ___/ ___/_____  

             Assinatura do participante            Data 

 

 

 

__________________________________    ___/ ___/_____  

    Assinatura do responsável pelo estudo           Data 
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APÊNDICE III 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABELAS ALÉLICAS – ESTUDO DE CASOS 

 

 

Para adequada interpretação das tabelas alélicas, a legenda abaixo deverá ser 

consultada. 

 

 

 

 

 

MSP Mãe biológica do Suposto Pai Ausente

PSP Pai biológico do Suposto Pai Ausente

SF Suposto Filho

MSF Mãe biológica do Suposto Filho

SP Suposto Pai

IP Índice de Paternidade

CÓDIGO DESCRIÇÃO
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Caso 1

   

PowerPlex® Fusion 

Locus STR MSP PSP SF MSF IP 

D3S1358 14 16 15 17 14 17 17 17 2,6837 

D1S1656 15 16 15 16,3 11 15 11 13 3,1506 

D2S441 11 14 12 12 10 14 10 10 0,9597 

D10S1248 13 14 13 14 11 14 11 14 1,5934 

D13S317 12 13 11 12 11 11 10 11 0,8469 

Penta E 11 12 7 12 8 11 8 8 2,2664 

D16S539 9 11 8 13 9 11 9 11 1,1136 

D18S51 17 17 18 18 18 22 11 22 6,4466 

D2S1338 16 17 17 21 17 20 17 20 1,5142 

CSF1PO 12 12 12 12 12 12 10 12 3,3063 

Penta D 9 12 11 11 9 11 8 11 1,3577 

TH01 6 9,3 7 7 9,3 9,3 6 9,3 1,1054 

vWA 16 20 16 17 17 20 16 17 17,6816 

D21S11 29 30 28 32,2 31 32,2 31 31 3,3277 

D7S820 8 10 10 11 10 11 8 11 1,818 

D5S818 11 13 10 11 11 12 11 12 0,7403 

TPOX 8 11 8 8 8 10 9 10 1,6452 

D8S1179 14 14 11 14 11 14 14 15 3,2423 

D12S391 17 24 18 19 17 21 19 21 2,6042 

D19S433 14 16,2 13 15,2 15 15,2 14 15 4,8924 

FGA 20 25 21 23 20 22 21 22 2,1948 

D22S1045 15 16 15 16 14 15 14 18 1,387 

Amelogenina X X X Y X Y X X 1,0000 

 

Índice Acumulado de Paternidade: 2,19E+07 

Probabilidade de Paternidade: 99,99999% 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR MSP PSP SF MSF IP 

D3S1358 14 16 15 17 14 17 17 17 2,6837 

TH01 6 9,3 7 7 9,3 9,3 6 9,3 1,1054 

D21S11 29 30 28 32,2 31 32,2 31 31 3,3277 

D18S51 17 17 18 18 18 22 11 22 6,4466 

Penta E 11 12 7 12 8 11 8 8 2,2664 

D5S818 11 13 10 11 11 12 11 12 0,7403 

D13S317 12 13 11 12 11 11 10 11 0,8469 

D7S820 8 10 10 11 10 11 8 11 1,818 

D16S539 9 11 8 13 9 11 9 11 1,1136 

CSF1PO 12 12 12 12 12 12 10 12 3,3063 

Penta D 9 12 11 11 9 11 8 11 1,3577 

vWA 16 20 16 17 17 20 16 17 17,6816 

D8S1179 14 14 11 14 11 14 14 15 3,2423 

TPOX 8 11 8 8 8 10 9 10 1,6452 

FGA 20 25 21 23 20 22 21 22 2,1948 

D2S441 11 14 12 12 10 14 10 10 0,9597 

D17S1301 11 12 13 14 11 12 11 12 0,6844 

D19S433 14 16,2 13 15,2 15 15,2 14 15 4,8924 

D18S853 11 13 11 14 11 14 11 13 1,0309 

D20S482 15 15 15 15 13 15 13 14 3,3127 

D14S1434 11 13 9 13 11 12 12 12 5,3305 

Amelogenina X X X Y X Y X X 1,0000 

          

 

Índice Acumulado de Paternidade: 9,95E+06 

Probabilidade de Paternidade: 99,99999% 

Caso 2
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PowerPlex® Fusion 

Locus STR MSF SF SP 
IP 

Exclusões 

D3S1358 15 16 15 15 14 16 Exclusão 

D1S1656 15 17,3 15,3 17,3 12 17,3 Exclusão 

D2S441 12 15 11 15 11 14 1,7325 

D10S1248 13 14 14 14 11 15 Exclusão 

D13S317 11 12 11 12 11 11 1,6992 

Penta E 13 16 9 13 8 12 Exclusão 

D16S539 11 12 11 12 9 12 0,9179 

D18S51 14 16 14 18 12 17 Exclusão 

D2S1338 17 18 17 17 17 24 2,4355 

CSF1PO 12 13 7 12 8 11 Exclusão 

Penta D 10 13 12 13 10 13 Exclusão 

TH01 6 9 9 9 9 9,3 3,0757 

vWA 15 16 15 17 16 18 Exclusão 

D21S11 30 31,2 30 30 28 31,2 Exclusão 

D7S820 11 12 11 11 10 11 2,1154 

D5S818 11 11 11 14 9 11 Exclusão 

TPOX 8 10 10 11 8 9 Exclusão 

D8S1179 12 15 12 14 15 15 Exclusão 

D12S391 15 23 19 23 17 18 Exclusão 

D19S433 14 14 13,2 14 13,2 15 9,3458 

FGA 22 27 24 27 22 23 Exclusão 

D22S1045 15 15 15 16 11 16 1,5211 

Amelogenina X X X X X Y 1,0000 

 

Quantidade incoerências alélicas 14 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR MSF SF SP 
IP 

Exclusões 

D3S1358 15 16 15 15 14 16 Exclusão 

TH01 6 9 9 9 9 9,3 3,0757 

D21S11 30 31,2 30 30 28 31,2 Exclusão 

D18S51 14 16 14 18 12 17 Exclusão 

Penta E 13 16 9 13 8 12 Exclusão 

D5S818 11 11 11 14 9 11 Exclusão 

D13S317 11 12 11 12 11 11 1,6992 

D7S820 11 12 11 11 10 11 2,1154 

D16S539 11 12 11 12 9 12 0,9179 

CSF1PO 12 13 7 12 8 11 Exclusão 

Penta D 10 13 12 13 10 13 Exclusão 

vWA 15 16 15 17 16 18 Exclusão 

D8S1179 12 15 12 14 15 15 Exclusão 

TPOX 8 10 10 11 8 9 Exclusão 

FGA 22 27 24 27 22 23 Exclusão 

D2S441 12 15 11 15 11 14 1,7325 

D17S1301 11 13 11 12 12 12 2,2222 

D19S433 14 14 13,2 14 13,2 15 9,3458 

D18S853 14 14 14 14 12 13 Exclusão 

D20S482 15 15 13 15 11 14 Exclusão 

D14S1434 9 13 12 13 13 13 Exclusão 

Amelogenina X X X X X Y 1,0000 

        

 

Quantidade incoerências alélicas 14 

 

Caso 3

PowerPlex® Fusion 
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Locus STR MSF SF SP 
IP 

Exclusões 

D3S1358 15 16 15 16 15 17 0,8908 

D1S1656 13 15 13 15 12 16,3 Exclusão 

D2S441 10 10 10 11 11 14 1,7325 

D10S1248 14 15 14 14 13 14 1,6404 

D13S317 11 12 12 12 11 14 Exclusão 

Penta E 5 21 8 21 13 15 Exclusão 

D16S539 11 12 11 11 11 11 3,4640 

D18S51 17 18 15 18 16 18 Exclusão 

D2S1338 21 22 22 24 17 25 Exclusão 

CSF1PO 7 13 12 13 10 11 Exclusão 

Penta D 9 12 9 12 9 13 1,4303 

TH01 6 7 7 7 7 9 2,0794 

vWA 15 18 18 18 18 19 2,9385 

D21S11 28 31,2 28 30 28 29 Exclusão 

D7S820 12 12 11 12 11 12 2,1154 

D5S818 11 12 11 12 12 12 1,4805 

TPOX 8 9 8 11 9 12 Exclusão 

D8S1179 13 14 14 16 10 13 Exclusão 

D12S391 18 19 18 19 18 19,3 1,3974 

D19S433 13 13,2 13 15,2 12 15,2 9,7847 

FGA 21 24 21 24 23 31,2 Exclusão 

D22S1045 11 16 11 15 11 15 1,3870 

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 

 

Quantidade incoerências alélicas 10 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR MSF SF SP 
IP 

Exclusões 

D3S1358 15 16 15 16 15 17 0,8908 

TH01 6 7 7 7 7 9 2,0794 

D21S11 28 31,2 28 30 28 29 Exclusão 

D18S51 17 18 15 18 16 18 Exclusão 

Penta E 5 21 8 21 13 15 Exclusão 

D5S818 11 12 11 12 12 12 1,4805 

D13S317 11 12 12 12 11 14 Exclusão 

D7S820 12 12 11 12 11 12 2,1154 

D16S539 11 12 11 11 11 11 3,4640 

CSF1PO 7 13 12 13 10 11 Exclusão 

Penta D 9 12 9 12 9 13 1,4303 

vWA 15 18 18 18 18 19 2,9385 

D8S1179 13 14 14 16 10 13 Exclusão 

TPOX 8 9 8 11 9 12 Exclusão 

FGA 21 24 21 24 23 31,2 Exclusão 

D2S441 10 10 10 11 11 14 1,7325 

D17S1301 12 14 12 14 10 12 1,0251 

D19S433 13 13,2 13 15,2 12 15,2 9,7847 

D18S853 8 11 11 11 11 11 2,4324 

D20S482 14 15 15 16 11 16 8,6538 

D14S1434 12 13 12 13 12 13 1,4730 

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 

        

 

Quantidade incoerências alélicas 8 

 

Caso 4

PowerPlex® Fusion 



 

 

82 

Locus STR MSF SF SP 
IP 

Exclusões 

D3S1358 14 15 14 15 15 18 1,3016 

D1S1656 14 17,3 14 15 15 17,3 3,1506 

D2S441 10 11 11 14 10 14 1,9194 

D10S1248 14 16 14 16 14 14 2,3787 

D13S317 8 13 8 11 8 12 Exclusão 

Penta E 10 13 10 16 15 17 Exclusão 

D16S539 11 12 9 12 9 11 3,1192 

D18S51 12 18 12 15 15 19 3,2849 

D2S1338 17 23 19 23 18 25 Exclusão 

CSF1PO 12 12 10 12 10 11 1,9057 

Penta D 11 11 11 13 12 13 3,2395 

TH01 6 8 6 6 6 9,3 2,367 

vWA 16 17 16 19 14 19 7,6073 

D21S11 28 29 28 30 27 30 2,1582 

D7S820 10 12 10 11 10 11 2,1154 

D5S818 12 12 11 12 11 12 1,5195 

TPOX 8 11 8 8 8 11 1,0968 

D8S1179 9 13 9 14 14 14 3,9861 

D12S391 19 19 19 19 19 19 5,8858 

D19S433 13 15 13 13 13 14 2,0048 

FGA 21 23 23 24 19 21 Exclusão 

D22S1045 11 11 11 17 11 17 4,1528 

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 

 

Quantidade incoerências alélicas 4 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR MSF SF SP 
IP 

Exclusões 

D3S1358 14 15 14 15 15 18 1,3016 

TH01 6 8 6 6 6 9,3 2,367 

D21S11 28 29 28 30 27 30 2,1582 

D18S51 12 18 12 15 15 19 3,2849 

Penta E 10 13 10 16 15 17 Exclusão 

D5S818 12 12 11 12 11 12 1,5195 

D13S317 8 13 8 11 8 12 Exclusão 

D7S820 10 12 10 11 10 11 2,1154 

D16S539 11 12 9 12 9 11 3,1192 

CSF1PO 12 12 10 12 10 11 1,9057 

Penta D 11 11 11 13 12 13 3,2395 

vWA 16 17 16 19 14 19 7,6073 

D8S1179 9 13 9 14 14 14 3,9861 

TPOX 8 11 8 8 8 11 1,0968 

FGA 21 23 23 24 19 21 Exclusão 

D2S441 10 11 11 14 10 14 1,9194 

D17S1301 11 12 12 12 12 12 2,2936 

D19S433 13 15 13 13 13 14 2,0048 

D18S853 13 14 11 13 14 15 Exclusão 

D20S482 14 15 12 14 14 16 Exclusão 

D14S1434 9 10 9 13 13 13 2,7152 

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 

        

 

Quantidade incoerências alélicas 5 

 

Caso 5

PowerPlex® Fusion 
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Locus STR MSF SF SP IP 

D3S1358 16 18 14 16 14 18 5,3673 

D1S1656 13 18,3 12 13 11 12 5,0100 

D2S441 10 14 14 16 10 16 166,6667 

D10S1248 13 15 14 15 12 14 1,6404 

D13S317 9 11 11 12 8 12 1,7045 

Penta E 8 10 8 14 14 14 14,3978 

D16S539 11 11 11 11 11 12 1,7320 

D18S51 15 18 15 18 14 15 2,1761 

D2S1338 24 24 21 24 21 23 10,1626 

CSF1PO 10 12 10 12 8 10 0,8852 

Penta D 9 13 13 14 9 14 8,3433 

TH01 7 9,3 7 8 8 8 6,6955 

vWA 14 19 14 20 18 20 35,3632 

D21S11 30 30 28 30 28 30 3,1374 

D7S820 11 12 11 12 11 12 2,5142 

D5S818 11 13 12 13 12 12 2,8870 

TPOX 8 11 8 9 9 10 4,0285 

D8S1179 10 13 13 16 16 16 29,7354 

D12S391 18 20 20 22 20 22 7,9365 

D19S433 11 15 14,2 15 13 14,2 10,9409 

FGA 25 25 25 27 22 27 31,3421 

D22S1045 16 16 16 16 11 16 1,5211 

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 

 

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 

1,36E+17 

99,9999999999999% 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR MSF SF SP IP 

D3S1358 16 18 14 16 14 18 5,3673 

TH01 7 9,3 7 8 8 8 6,6955 

D21S11 30 30 28 30 28 30 3,1374 

D18S51 15 18 15 18 14 15 2,1761 

Penta E 8 10 8 14 14 14 14,3978 

D5S818 11 13 12 13 12 12 2,8870 

D13S317 9 11 11 12 8 12 1,7045 

D7S820 11 12 11 12 11 12 2,5142 

D16S539 11 11 11 11 11 12 1,7320 

CSF1PO 10 12 10 12 8 10 0,8852 

Penta D 9 13 13 14 9 14 8,3433 

vWA 14 19 14 20 18 20 35,3632 

D8S1179 10 13 13 16 16 16 29,7354 

TPOX 8 11 8 9 9 10 4,0285 

FGA 25 25 25 27 22 27 31,3421 

D2S441 10 14 14 16 10 16 166,6667 

D17S1301 11 12 12 12 12 13 1,1111 

D19S433 11 15 14,2 15 13 14,2 10,9409 

D18S853 11 14 14 15 12 15 7,0313 

D20S482 13 14 13 14 14 15 0,7513 

D14S1434 9 12 9 13 9 13 1,3595 

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 

        

 

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 

1,08E+15 

99,9999999999999% 

 

Caso 6

PowerPlex® Fusion 
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Locus STR MSF SF SP IP 

D3S1358 15 17 15 17 15 15 2,0232 

D1S1656 13 14 11 14 11 15 11,8765 

D2S441 14 15 12 15 11 12 6,8399 

D10S1248 14 16 16 16 11 16 4,3253 

D13S317 9 10 9 13 12 13 3,9550 

Penta E 11 11 8 11 8 11 8,6226 

D16S539 12 13 9 12 9 10 3,1192 

D18S51 16 18 17 18 17 18 4,1012 

D2S1338 20 21 19 20 19 23 3,9841 

CSF1PO 10 11 10 12 12 13 1,6532 

Penta D 5 9 9 9 5 9 2,7154 

TH01 7 7 7 8 7 8 3,3478 

vWA 15 19 15 16 16 17 1,9229 

D21S11 28 35 28 30 28 30 2,1582 

D7S820 10 11 10 11 11 13 0,9777 

D5S818 12 12 12 12 12 12 2,8870 

TPOX 8 8 8 9 8 9 4,0285 

D8S1179 11 13 11 15 14 15 3,6145 

D12S391 18 19 15 19 15 20 10,9649 

D19S433 14 15 14 15 13,2 15 1,2475 

FGA 22 24 22 24 22 26 1,5995 

D22S1045 15 15 15 16 15 16 1,5211 

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 

 

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 

1,05E+11 

99,999999999% 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR MSF SF SP IP 

D3S1358 15 17 15 17 15 15 2,0232 

TH01 7 7 7 8 7 8 3,3478 

D21S11 28 35 28 30 28 30 2,1582 

D18S51 16 18 17 18 17 18 4,1012 

Penta E 11 11 8 11 8 11 8,6226 

D5S818 12 12 12 12 12 12 2,8870 

D13S317 9 10 9 13 12 13 3,9550 

D7S820 10 11 10 11 11 13 0,9777 

D16S539 12 13 9 12 9 10 3,1192 

CSF1PO 10 11 10 12 12 13 1,6532 

Penta D 5 9 9 9 5 9 2,7154 

vWA 15 19 15 16 16 17 1,9229 

D8S1179 11 13 11 15 14 15 3,6145 

TPOX 8 8 8 9 8 9 4,0285 

FGA 22 24 22 24 22 26 1,5995 

D2S441 14 15 12 15 11 12 6,8399 

D17S1301 12 13 12 12 12 13 1,1111 

D19S433 14 16 14 15 13,2 15 3,6023 

D18S853 11 14 11 14 11 14 1,5491 

D20S482 14 15 14 14 14 14 2,1277 

D14S1434 9 13 9 9 9 12 2,4064 

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 

        

 

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 

7,86E+08 

99,9999999% 

 

Caso 7

PowerPlex® Fusion 
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Locus STR MSF SF SP IP 

D3S1358 15 17 17 17 15 17 2,4597 

D1S1656 13 14 14 14 14 16 3,6819 

D2S441 12 15 11 15 11 11 3,4650 

D10S1248 14 15 14 15 13 15 0,9709 

D13S317 11 12 11 11 11 11 3,3878 

Penta E 7 10 7 8 8 16 8,6226 

D16S539 9 10 9 12 12 13 1,9528 

D18S51 14 15 15 16 16 18 3,4605 

D2S1338 17 24 17 20 20 24 4,0032 

CSF1PO 10 10 10 10 10 10 3,8113 

Penta D 11 11 11 11 9 11 3,1888 

TH01 6 7 7 7 7 8 2,0794 

vWA 15 18 16 18 16 17 1,9229 

D21S11 29 30 29 30 29 30 2,2740 

D7S820 9 10 10 11 11 13 2,1154 

D5S818 12 14 11 14 11 11 3,0389 

TPOX 8 8 8 8 8 8 2,1936 

D8S1179 13 14 13 16 15 16 14,8677 

D12S391 15 18 16 18 16 21 14,1243 

D19S433 13 13 13 14 14 14 3,8168 

FGA 20 20 20 23 22 23 3,3493 

D22S1045 15 16 15 15 15 15 2,7739 

Amelogenina X X X X X Y 1,0000 

 

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 

2,79E+11 

99,999999999% 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR MSF SF SP IP 

D3S1358 15 17 17 17 15 17 2,4597 

TH01 6 7 7 7 7 8 2,0794 

D21S11 29 30 29 30 29 30 2,2740 

D18S51 14 15 15 16 16 18 3,4605 

Penta E 7 10 7 8 8 16 8,6226 

D5S818 12 14 11 14 11 11 3,0389 

D13S317 11 12 11 11 11 11 3,3878 

D7S820 9 10 10 11 11 13 2,1154 

D16S539 9 10 9 12 12 13 1,9528 

CSF1PO 10 10 10 10 10 10 3,8113 

Penta D 11 11 11 11 9 11 3,1888 

vWA 15 18 16 18 16 17 1,9229 

D8S1179 13 14 13 16 15 16 14,8677 

TPOX 8 8 8 8 8 8 2,1936 

FGA 20 20 20 23 22 23 3,3493 

D2S441 12 15 11 15 11 11 3,4650 

D17S1301 12 13 11 13 11 12 1,7110 

D19S433 13 13 13 14 14 14 3,8168 

D18S853 12 12 12 13 13 13 7,0313 

D20S482 15 15 13 15 13 14 2,5568 

D14S1434 9 9 9 9 9 12 2,4064 

Amelogenina X X X X X Y 1,0000 

        

 

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 

3,69E+10 

99,99999999% 

 

Caso 8

PowerPlex® Fusion 



 

 

86 

Locus STR MSF SF SP IP 

D3S1358 14 17 14 15 15 16 1,7183 

D1S1656 14 18,3 18,3 19,3 18,3 19,3 138,8889 

D2S441 10 14 12 14 11 12 6,8399 

D10S1248 13 15 13 13 13 14 1,8512 

D13S317 8 8 8 11 8 11 1,6939 

Penta E 12 13 12 13 7 13 1,7792 

D16S539 11 11 11 12 10 12 1,9528 

D18S51 18 18 12 18 12 20 4,1282 

D2S1338 17 21 17 21 17 17 3,9293 

CSF1PO 10 11 11 13 10 13 7,8510 

Penta D 10 13 10 14 14 14 16,6867 

TH01 9,3 9,3 9,3 9,3 9,3 9,3 4,4217 

vWA 16 16 15 16 15 17 3,6233 

D21S11 30 30 30 30 29 30 2,1582 

D7S820 9 12 9 10 10 10 3,6359 

D5S818 11 12 11 11 11 11 3,0389 

TPOX 9 11 8 11 8 8 2,1936 

D8S1179 15 15 11 15 11 14 6,4846 

D12S391 15 18 18 21 20 21 5,9952 

D19S433 13 14 13 14 12 13 0,9777 

FGA 19 22 19 20 20 26 4,3895 

D22S1045 11 16 11 16 15 16 1,1631 

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 

 

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 

6,15E+12 

99,9999999999% 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR MSF SF SP IP 

D3S1358 14 17 14 15 15 16 1,7183 

TH01 9,3 9,3 9,3 9,3 9,3 9,3 4,4217 

D21S11 30 30 30 30 29 30 2,1582 

D18S51 18 18 12 18 12 20 4,1282 

Penta E 12 13 12 13 7 13 1,7792 

D5S818 11 12 11 11 11 11 3,0389 

D13S317 8 8 8 11 8 11 1,6939 

D7S820 9 12 9 10 10 10 3,6359 

D16S539 11 11 11 12 10 12 1,9528 

CSF1PO 10 11 11 13 10 13 7,8510 

Penta D 10 13 10 14 14 14 16,6867 

vWA 16 16 15 16 15 17 3,6233 

D8S1179 15 15 11 15 11 14 6,4846 

TPOX 9 11 8 11 8 8 2,1936 

FGA 19 22 19 20 20 26 4,3895 

D2S441 10 14 12 14 11 12 6,8399 

D17S1301 12 13 12 12 12 12 2,2222 

D19S433 13 14 13 14 12 13 0,9777 

D18S853 11 14 11 11 11 12 1,2162 

D20S482 13 14 14 15 15 15 4,5918 

D14S1434 9 13 13 13 13 13 2,7190 

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 

        

 

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 

2,94E+10 

99,99999999% 

 

Caso 9

PowerPlex® Fusion 
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Locus STR MSF SF SP IP 

D3S1358 16 18 15 16 15 16 1,7183 

D1S1656 12 12 12 18,3 17,3 18,3 11,0865 

D2S441 10 11 10 11 11 11 1,8192 

D10S1248 13 14 13 16 13 16 4,3253 

D13S317 12 14 12 14 12 13 1,4638 

Penta E 10 14 10 15 5 15 8,0700 

D16S539 10 11 11 11 11 11 3,4640 

D18S51 12 17 12 16 16 19 3,4605 

D2S1338 20 21 17 21 16 17 2,4355 

CSF1PO 10 11 10 12 7 12 1,6532 

Penta D 11 12 12 13 5 13 3,2395 

TH01 7 9,3 7 9 7 9 3,0757 

vWA 16 18 16 16 15 16 1,9229 

D21S11 30 32 31,2 32 30 31,2 5,5626 

D7S820 11 12 12 12 11 12 3,0981 

D5S818 9 12 12 12 12 12 2,8870 

TPOX 9 12 11 12 8 11 1,8147 

D8S1179 13 13 13 13 13 13 3,5886 

D12S391 18 22 18 22 19 22 1,9928 

D19S433 14 15 14 15 14 14 2,4950 

FGA 23 26 20 23 20 25 4,3895 

D22S1045 15 15 15 15 11 15 1,3870 

Amelogenina X X X X X Y 1,0000 

 

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 

1,61E+10 

99,99999999% 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR MSF SF SP IP 

D3S1358 16 18 15 16 15 16 1,7183 

TH01 7 9,3 7 9 7 9 3,0757 

D21S11 30 32 31,2 32 30 31,2 5,5626 

D18S51 12 17 12 16 16 19 3,4605 

Penta E 10 14 10 15 5 15 8,0700 

D5S818 9 12 12 12 12 12 2,8870 

D13S317 12 14 12 14 12 13 1,4638 

D7S820 11 12 12 12 11 12 3,0981 

D16S539 10 11 11 11 11 11 3,4640 

CSF1PO 10 11 10 12 7 12 1,6532 

Penta D 11 12 12 13 5 13 3,2395 

vWA 16 18 16 16 15 16 1,9229 

D8S1179 13 13 13 13 13 13 3,5886 

TPOX 9 12 11 12 8 11 1,8147 

FGA 23 26 20 23 20 25 4,3895 

D2S441 10 11 10 11 11 11 1,8192 

D17S1301 11 13 11 12 11 12 1,1111 

D19S433 14 15 14 15 14 14 2,4950 

D18S853 13 14 12 13 12 14 4,4118 

D20S482 13 14 14 16 12 16 8,6538 

D14S1434 9 12 9 13 12 13 1,3595 

Amelogenina X X X X X Y 1,0000 

        

 

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 

2,87E+09 

99,9999999% 

 

Caso 10

PowerPlex® Fusion 
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Locus STR MSF SF SP IP 

D3S1358 15 17 17 17 16 17 2,4597 

D1S1656 12 13 12 16,1 16,1 16,3 3,7651 

D2S441 12 14 13 14 11,3 13 14,6628 

D10S1248 13 13 13 13 13 14 1,8512 

D13S317 9 11 9 9 9 12 6,1173 

Penta E 12 12 5 12 5 15 8,2478 

D16S539 9 11 11 12 11 12 1,9528 

D18S51 13 18 13 18 12 18 2,6868 

D2S1338 16 22 16 21 17 21 10,1626 

CSF1PO 11 11 10 11 10 10 3,8113 

Penta D 13 13 9 13 9 9 5,4309 

TH01 6 8 6 7 7 9 2,0794 

vWA 11 17 16 17 16 17 1,9229 

D21S11 28 30 28 28 28 30 3,1374 

D7S820 10 11 9 10 9 12 4,1483 

D5S818 12 12 9 12 9 11 13,1154 

TPOX 9 12 8 9 8 8 2,1936 

D8S1179 10 14 14 15 15 15 7,2290 

D12S391 19,1 21 19 21 19 19 5,8858 

D19S433 12 13 12 14 11 14 1,9084 

FGA 20 25 20 25 21 25 2,3009 

D22S1045 11 17 15 17 15 15 2,7739 

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 

 

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 

1,09E+13 

99,99999999999% 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR MSF SF SP IP 

D3S1358 15 17 17 17 16 17 2,4597 

TH01 6 8 6 7 7 9 2,0794 

D21S11 28 30 28 28 28 30 3,1374 

D18S51 13 18 13 18 12 18 2,6868 

Penta E 12 12 5 12 5 15 8,2478 

D5S818 12 12 9 12 9 11 13,1154 

D13S317 9 11 9 9 9 12 6,1173 

D7S820 10 11 9 10 9 12 4,1483 

D16S539 9 11 11 12 11 12 1,9528 

CSF1PO 11 11 10 11 10 10 3,8113 

Penta D 13 13 9 13 9 9 5,4309 

vWA 11 17 16 17 16 17 1,9229 

D8S1179 10 14 14 15 15 15 7,2290 

TPOX 9 12 8 9 8 8 2,1936 

FGA 20 25 20 25 21 25 2,3009 

D2S441 12 14 13 14 11,3 13 14,6628 

D17S1301 12 12 12 13 10 13 2,6316 

D19S433 12 13 12 14 11 14 1,9084 

D18S853 11 14 11 14 14 14 1,5491 

D20S482 11 13 11 16 15 16 8,6538 

D14S1434 13 13 9 13 9 13 2,4064 

Amelogenina X X X Y X Y 1,0000 

        

 

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 

7,97E+11 

99,9999999999% 

 

Caso 11

PowerPlex® Fusion 
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Locus STR SF SP 
IP 

Exclusões 

D3S1358 15 16 17 17 Exclusão 

D1S1656 11 16 16 16,3 1,8825 

D2S441 10 11 12 14 Exclusão 

D10S1248 13 16 12 16 2,1626 

D13S317 11 12 11 12 1,6992 

Penta E 8 16 8 11 4,3113 

D16S539 10 12 10 13 2,8279 

D18S51 15 21 15 17 1,6424 

D2S1338 17 17 21 22 Exclusão 

CSF1PO 9 11 12 14 Exclusão 

Penta D 10 12 5 12 1,5110 

TH01 8 9 8 8 3,3478 

vWA 16 17 15 19 Exclusão 

D21S11 28 29 30 31,2 Exclusão 

D7S820 8 12 10 11 Exclusão 

D5S818 11 12 11 12 1,4815 

TPOX 8 11 9 11 0,9073 

D8S1179 14 15 11 14 0,9965 

D12S391 15 20 18 23 Exclusão 

D19S433 12 15 12,2 14 Exclusão 

FGA 24 25 20 25 2,4177 

D22S1045 15 17 15 16 0,6935 

Amelogenina X X X Y 1,0000 

      

Quantidade incoerências alélicas 9 

 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR SF SP 
IP 

Exclusões 

D3S1358 15 16 17 17 Exclusão 

TH01 8 9 8 8 3,3478 

D21S11 28 29 30 31 Exclusão 

D18S51 15 21 15 17 1,6424 

Penta E 8 16 8 11 4,3113 

D5S818 11 12 11 12 1,4815 

D13S317 11 12 11 12 1,6992 

D7S820 8 12 10 11 Exclusão 

D16S539 10 12 10 13 2,8279 

CSF1PO 9 11 12 14 Exclusão 

Penta D 10 12 5 12 1,5110 

vWA 16 17 15 19 Exclusão 

D8S1179 14 15 11 14 0,9965 

TPOX 8 11 9 11 0,9073 

FGA 24 25 20 25 2,4177 

D2S441 10 11 12 14 Exclusão 

D17S1301 11 12 11 13 0,8555 

D19S433 12 15 12,2 14 Exclusão 

D18S853 11 11 14 15 Exclusão 

D20S482 13 14 14 14 1,0638 

D14S1434 12 13 9 13 0,6798 

Amelogenina X X X Y 1,0000 

      

      

Quantidade incoerências alélicas 8 

 

Caso 12
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PowerPlex® Fusion 

Locus STR SF SP IP 

D3S1358 15 16 15 16 1,7840 

D1S1656 15 16,3 14 16,3 4,9505 

D2S441 10 15 10 11 0,9575 

D10S1248 12 13 13 14 0,9256 

D13S317 11 12 11 12 1,6992 

Penta E 8 11 11 13 2,2664 

D16S539 9 10 9 10 4,3875 

D18S51 16 18 16 18 4,9536 

D2S1338 16 19 19 20 1,9920 

CSF1PO 8 11 7 8 12,4782 

Penta D 2,2 12 2,2 11 7,4629 

TH01 6 8 6 9,3 1,1835 

vWA 15 18 15 16 1,8117 

D21S11 27 30,2 30,2 30,2 17,5840 

D7S820 9 10 10 11 0,9090 

D5S818 11 12 12 13 0,7218 

TPOX 8 9 8 8 1,0968 

D8S1179 14 15 14 15 2,8038 

D12S391 18 21 21 23 2,9976 

D19S433 12 13,2 12 13 2,4900 

FGA 24 24 23 24 3,3128 

D22S1045 15 15 15 15 2,7739 

Amelogenina X Y X Y 1,0000 

      

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 
6,34E+08 

99,999999% 

 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR SF SP IP 

D3S1358 15 16 15 16 1,7840 

TH01 6 8 6 9,3 1,1835 

D21S11 27 30,2 30,2 30,2 17,5840 

D18S51 16 18 16 18 4,9536 

Penta E 8 11 11 13 2,2664 

D5S818 11 12 12 13 0,7218 

D13S317 11 12 11 12 1,6992 

D7S820 9 10 10 11 0,9090 

D16S539 9 10 9 10 4,3875 

CSF1PO 8 11 7 8 12,4782 

Penta D 2,2 12 2,2 11 7,4629 

vWA 15 18 15 16 1,8117 

D8S1179 14 15 14 15 2,8038 

TPOX 8 9 8 8 1,0968 

FGA 24 24 23 24 3,3128 

D2S441 10 15 10 11 0,9575 

D17S1301 12 13 12 13 1,8713 

D19S433 12 13,2 12 13 2,4900 

D18S853 10 13 10 10 26,4706 

D20S482 11 14 11 14 11,2462 

D14S1434 9 13 9 9 2,4064 

Amelogenina X Y X Y 1,0000 

      

      

Índice Acumulado de Paternidade: 

Probabilidade de Paternidade: 
1,12E+10 

99,99999999% 

 

Caso 13

PowerPlex® Fusion 
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Locus STR SF SP IP 

D3S1358 15 16 14 15 0,8591 

D1S1656 15 17,3 15 17,3 3,3922 

D2S441 11 11,3 11,3 14 5,4945 

D10S1248 14 15 14 14 1,6404 

D13S317 9 11 9 9 6,1173 

Penta E 7 12 5 7 2,2855 

D16S539 12 13 9 12 0,9764 

D18S51 14 14 12 14 3,3962 

D2S1338 19 24 18 24 3,0414 

CSF1PO 10 12 10 10 1,9057 

Penta D 9 13 12 13 1,6197 

TH01 6 9,3 6 9,3 2,2889 

vWA 15 19 18 19 3,8037 

D21S11 28 29 28 30 1,5687 

D7S820 8 12 8 12 3,1406 

D5S818 12 12 11 12 1,4435 

TPOX 8 8 8 8 2,1936 

D8S1179 10 13 12 13 0,8971 

D12S391 17 19 17 22 2,6042 

D19S433 14 15,2 14 14 1,9084 

FGA 21 21,2 21,2 22 186,0119 

D22S1045 15 15 15 16 1,3870 

Amelogenina X Y X Y 1,0000 

      

Índice Acumulado de Paternidade: 
Probabilidade de Paternidade: 

6,34E+08 

99,999999% 

 

 

Multiplex desenvolvido 

Locus STR SF SP 
IP 

Exclusões 

D3S1358 15 16 14 15 0,8591 

TH01 6 9,3 6 9,3 2,2889 

D21S11 28 29 28 30 1,5687 

D18S51 14 14 12 14 3,3962 

Penta E 7 12 5 7 2,2855 

D5S818 12 12 11 12 1,4435 

D13S317 9 11 9 9 6,1173 

D7S820 8 12 8 12 3,1406 

D16S539 12 13 9 12 0,9764 

CSF1PO 10 12 10 10 1,9057 

Penta D 9 13 12 13 1,6197 

vWA 15 19 18 19 3,8037 

D8S1179 10 13 12 13 0,8971 

TPOX 8 8 8 8 2,1936 

FGA 21 21,2 21,2 22 186,0119 

D2S441 11 11,3 11,3 14 5,4945 

D17S1301 13 14 12 14 6,6176 

D19S433 14 15,2 14 14 1,9084 

D18S853 12 13 12 13 3,9637 

D20S482 13 14 13 15 1,2784 

D14S1434 13 13 9 13 1,3595 

Amelogenina X Y X Y 1,0000 

      

      

Índice Acumulado de Paternidade: 
Probabilidade de Paternidade: 

1,33E+09 

99,9999999% 

 



 

 

92 

APÊNDICE IV 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PRODUÇÃO CIENTÍFICA  

 

 

Artigo Publicado 1 (Capítulo 4):  

Development of a polymorphic short tandem repeat locus multiplex system for efficient 

human identification. Genetics and molecular research: GMR, 16(2). 

Rodovalho RG, Rodrigues EL, Santos GS, Cavalcanti LM, Lima PR, Rodovalho AG, Vital RG, Gigonzac 

MAD, da Cruz, AD. 

 

 

Artigo Publicado 2:  

Mutation rates in 21 autosomal short tandem repeat loci in a population from Goiás, 

Brazil: ELECTROPHORESIS. doi: 10.1002 / elps.201700192. 

Vieira TC, Gigonzac MAD, Rodovalho RG, Cavalcanti LM, Minasi LB, Rodrigues FM, da Cruz AD. 

 

 



 

 

93 

Electrophoresis (ISSN 0173-0835) 

 

 

ELECTROPHORESIS 

© WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim 

 

Editor-in-Chief: Ziad El Rassi 

Impact Factor: 2.482 

ISI Journal Citation Reports © Ranking: 2015: 26/75  

(Chemistry Analytical); 38/77  

(BIOCHEMICAL RESEARCH METHODS) 

Online ISSN: 1522-2683 

Associated Title(s): Journal of Separation Science 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/(ISSN)1615-9314/home


 

 

94 

 

 



 

 

95 

  



 

 

96 

 



 

 

97 

  



 

 

98 

APÊNDICE V 

 

 

JUSTICATIVA PELA AUSÊNCIA DE COMPARAÇÃO ENTRE 

BANCOS DE FREQUÊNCIAS ALÉLICAS  

 

 

 

 

 

Os alelos de um locus microssatélite geralmente são nomeados de acordo com a 

estrutura do seu núcleo de repetição e com a quantidade de repetições em série dentro da 

sequência. No entanto, como a detecção destes alelos é executada considerando o 

tamanho do fragmento amplificado e a migração no processo de eletroforese, sua 

nomenclatura ocorre através de uma relação com seu peso molecular e não com a 

composição da sua sequência nucleotídica. Sendo assim, variações nucleotídicas 

adjacentes ao núcleo de repetição podem influenciar a determinação de um alelo, 

prejudicando a nomeação de acordo com o número de repetições.      

  As sequências de iniciadores presentes em um conjunto multiplex podem 

influenciar a amplificação de um alelo em um determinado locus e, assim, provocar 

discordância entre resultados obtidos a partir de painéis multiplex compostos por 

iniciadores diferentes para o mesmo locus.  

Uma vez que as regiões flanqueadoras do STR podem esconder polimorfismos 

presentes em uma população, recomenda-se, para estudo comparativo de frequências 

alélicas entre diferentes populações, o profundo conhecimento acerca de possíveis 

variações na estrutura genômica dos loci a serem confrontados. Neste sentido, como os 

iniciadores referentes aos loci de um sistema multiplex geralmente não são idênticos, a 

comparação de frequência alélica entre populações pode não oferecer resultados seguros, 

desde que os fragmentos a serem amplificados sejam previamente sequenciados em esfera 

populacional.  

 Como a estratégia de sequenciamento não foi adotada neste projeto e não existem 

bancos consistentes de frequências alélicas referentes aos loci adicionais do multiplex 
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desenvolvido para outras populações brasileiras, a análise comparativa entre bancos 

populacionais não foi realizada.   
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10. ANEXO 
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ANEXO I 

 

Quadro com a descrição dos índices estatísticos normalmente aplicados em investigação 

de vínculo genético.  

 

 

 

Índice Descrição 

Índice de Paternidade 

Corresponde à razão de verossimilhança entre duas hipóteses mutuamente 

excludentes, sendo calculado para cada locus individualmente. A hipótese 

primária é baseada na presunção de que o indivíduo testado é o (a) pai/mãe 

biológico do suposto filho, enquanto a hipótese alternativa se baseia na 

vaticinação de que o indivíduo testado não é o (a) pai/mãe biológico do suposto 

filho, sendo esse, um indivíduo com genótipo desconhecido, não relacionado 

com o (a) pai/mãe testado e selecionado randomicamente na população.  

Índice Acumulado de 

Paternidade 

É o produto dos IPs parciais. Este índice mede a força da evidência genética 

global, indicando se é mais aceita a hipótese de que os indivíduos testados 

apresentam vínculo genético ou a hipótese vinculada à suposição de que 

alguém randomicamente escolhido na população apresenta o vínculo genético 

investigado. 

Probabilidade de Vínculo 

Genético a priori 

Pode caracterizada por uma probabilidade marginal, sobre uma variável, na 

ausência de evidência genética, sendo baseada em toda e qualquer informação 

que não advenha da análise genética. Como normalmente o laboratório não 

dispõe do dado não genético, é usual aplicar um valor nulo, ou parcialmente 

nulo à ambas as hipóteses testadas. Neste sentido, convencionalmente, no 

intuito de manter o princípio da imparcialidade, a maioria dos laboratórios 

utilizam o valor de 0,5 para a probabilidade a priori, o que corresponde à uma 

razão de verossimilhança igual a 1. 

Probabilidade de Vínculo 

Genético a posteriori 

É assentada pela informação genética analisada e baseada no Teorema de 

Bayes. Para cálculo desta probabilidade é considerado o valor obtido na 

estimativa do IPC.  

Pode de Exclusão 

Esta estimativa corresponde ao poder com o qual um indivíduo selecionado 

aleatoriamente na população e não testado, seja excluído do vínculo genético 

investigado. É calculado desconsiderando a frequência alélica do indivíduo 

investigado, restringindo-se à combinação genotípica do genitor “conhecido” 

e do suposto filho. 

Probabilidade de Exclusão 
É baseada no Teorema de Bayes e calculada considerando os resultados 

obtidos a partir da combinação dos PEs individuais. 

Fonte: Garrido and Rodrigues, 2014; Primorac et al., 2000. 

 

 


