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RESUMO 
 

Apresento esta tese, a qual vem atender aos propósitos do convênio de cooperação 

entre o Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular da PUCRS e o Instituto 

Geral de Perícias da Secretaria de Segurança do Estado do Rio Grande do Sul, na intenção de 

estabelecer uma rotina de identificação molecular humana a partir de DNA degradado que seja 

funcional e que tenha embasamento científico. 

Mesmo com os avanços dos kits comerciais de amplificação de DNA e dos equipamentos 

para extração e genotipagem, as amostras forenses continuam sendo desafiadoras. Com a 

ocorrência de desatres massivos ou com o aumento de amostras de vestígios, que irão fazer 

parte do banco de dados CODIS, é de extrema importância que os Laboratórios Forenses 

tenham a disposição marcadores que logrem amplificar fragmentos de tamanho reduzidos. O 

uso de miniSTRs é uma ferramenta importante para esse fim. 

Tanto o uso de miniSTR para a identificação de amostras de DNA degradado quanto  a 

obtenção da frequência alélica de seis miniSTR foram realizados nas amostras de indivíduos 

provenienstes da população do Rio Grande do Sul. O estudo de validação foi realizado 

conforme orientação do Scientific Working Group on DNA Analysis Methods (SWGDAM), cujo 

objetivo foi examinar a robustez dos MiniPlex de miniSTR NC01 e NC02 em casos forenses. 

Neste estudo de validação foram testados fatores que potencialmente afetam negativamente 

as tentativas de genotipagens através da amplificação de STRs. O estudo do DNA degradado 

de amostras forenses foi realizado com 22 amostras de restos humanos (21 dentes e 1 osso). 

Devido à difilculdade de amplificação deste tipo de amostras nos laboratórios forense muitas 

vezes se faz necessário o uso da técnica do seqüênciamento do mtDNA que é demorada, de 

elevado custo e que indica somente o vínculo materno. Neste caso, o uso dos miniSTRs NC01 e 

NC02 para amostras difíceis se mostrou uma ferramenta plenamente eficiente, uma vez que 

permitiu a obenção do perfil genético em todas as amostras analisadas. Diante dos resultados 

do presente trabalho, é possível sugerir que o uso dos miniSTRs NC01 e NC02, em conjunto 

com outros kits comerciais de marcadores de tamanho reduzido, será de grande auxílio para 

os Cientistas Forenses. 

Com o estudo populacional aqui realizado passa a ser possível o emprego imediato 

destes marcadores nos casos forenses criminais e na identificação de vínculos familiares, dado 

que aumentam os índices obtidos através dos cálculos estatísticos. 
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ABSTRACT 
 

I offer this thesis, which is fulfill the purposes of the cooperation agreement between 

the Programa de Pós-Graduação em Biologia Celular e Molecular, PUCRS and Instituto Geral de 

Perícias, State Security from Rio Grande do Sul, with the intention to establish a routine for 

molecular identification of human DNA from degraded to be functional and scientific basis. 

Even with the advances of commercial amplification kits and equipment for DNA 

extraction and genotyping, forensic samples remain challenging. With the occurrence of 

massive disasters or the increase in trace samples that will be part of the CODIS database, it is 

very important that forensic laboratories have the available markers to amplify fragments of 

small size and the use of miniSTRs may be an important tool for this purpose. 

The use of miniSTRs for the identification of degraded DNA samples and obtaining the 

allele frequency of six miniSTRs took place in samples from the population of Rio Grande do 

Sul for its use in forensics. The validation study was conducted as directed by the Scientific 

Working Group on DNA Analysis Methods (SWGDAM). The validation is to examine the 

robustness of miniPlex NC01 and NC02 in forensic cases. This study evaluated factors that 

potentially affect the results of genotyping obtained by amplification of STRs. The study of 

forensic samples of degraded DNA was performed with 22 samples of human remains (21 

teeth and one bone). Due to the difficult amplification of such samples in forensic laboratories 

often is necessary to use the technique of sequencing of the mtDNA that is time consuming, 

costly and only indicates the maternal bond. Thus, the use of miniSTRs NC01 and NC02 in 

challenging samples proved to be a useful tool in generating human identification profile in all 

samples. The use of miniSTRs NC01 and NC02, in conjunction with other commercial kits with 

markers of small size will be of great assistance to the Forensic Scientists. 

With the study population as possible is the immediate use of these markers for 

forensic and criminal cases in the identification of family linkages, increasing the odds obtained 

by the statistical calculations. 
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1 – Introdução 

 

1.1 – Histórico 

Desastres em massa como os ocorridos no World Trade Center em setembro de 

2001 nos Estados Unidos (Biesecker et al., 2005), Tsunami no Oceano Índico em 

dezembro de 2004, o incêndio ocorrido em 1° de agosto de 2004 no supermercado Ycuá 

Bolaños em Assunção-Paraguai, o furacão Katrina em agosto de 2005, acidentes aéreos 

como o ocorrido com o vôo TAM JJ 3054 ou ainda o recente vôo AF 447, são um desafio 

para os médicos, odonto-legistas, papiloscopistas e para os setores de biologia molecular 

encarregados da identificação das vítimas e dos restos mortais. A identificação de corpos 

humanos em avançado estado de decomposição, como por exemplo, exumados, 

afogados, esquartejados, ocultados, expostos ao tempo, ação de animais ou 

carbonizados fica extremamente prejudicada (Grévin et al., 1998, Bilge et al., 2003). 

Isto ocorre porque os elementos utilizados pelos médico-legistas, odonto-legistas e/ou 

papiloscopistas para tal identificação, como impressões digitais, sexo, compleição física, 

grupo étnico, estatura e arcada dentária podem estar alterados a ponto de impossibilitar 

qualquer conclusão. Desta forma, a única possibilidade de identificação é através do uso 

das técnicas de DNA (Clayton et al., 1995, Graw et al., 2000). 

Aproximadamente 25% das ossadas de cadáveres encaminhadas ao 

Departamento Médico Legal do Instituto Geral de Perícias do Estado Rio Grande do Sul, 

Brasil (DML-IGP-RS) para identificação, são encaminhadas ao Setor de Biologia Molecular 

do Laboratório de Perícias, isto é, um quarto das ossadas encontradas e que possuem 

possíveis familiares para a sua identificação pela técnica de DNA. Nos anos de 2005 a 

2006, 111 identificações foram realizadas no Setor de Genética Forense. Em 12 destes 

casos foi necessária a realização do seqüênciamento do mtDNA, sendo que em 10 casos 

houve a não exclusão de vínculo matrilíneo, e em dois casos o resultado foi inconclusivo. 

 

1.2 – Short tandem repeats (STR) 

STRs são regiões do DNA com seqüências que se repetem adjacentes uma a outra 

com tamanho que pode variar de dois a seis pares de base. O perfil de DNA baseado em 

STR é o método mais popular de identificação devido à natureza altamente polimórfica e 

sua fácil genotipagem (Edwards et al., 1991, Hammond et al., 1994). A amplificação do 

DNA ocorre através da técnica conhecida com reação em cadeia da polimerase (Saiki et 

al., 1988), onde milhões de cópias de STR são feitas, resultando em alta especificidade e 

sensibilidade.  
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1.3 – Análises de amostras degradadas e forenses 

A degradação do DNA pode ocorrer por ação de elementos como fogo, ação 

bacteriana, ou por processo oxidativo (Bär et al., 1988; Grévin et al., 1998; Bilge et al., 

2003). 

Em muitas situações, a amostra de DNA recolhida na cena do crime não está 

somente degradada, mas em concentrações muito baixas (Van Hoofstat et al., 1998, 

Lowe et al., 2003). Uma forma para melhorar a sensibilidade1 da reação de PCR é 

aumentar o número de ciclos de amplificação. Esta possibilidade é amplamente utilizada 

por pesquisadores forenses (Gill et al., 1994) para obter o perfil de amostras de DNA 

antigo. Muitos dos kits comerciais de STR multiplex tem um limite inferior de 

sensibilidade de 250 pg e uma eficiência ótima quando 1 ng de DNA é amplificado 

(Sparkes, et al., 1996). O esperado é que, amplificando com miniSTRs, seja possível 

obter perfil genético de pequenas quantidades de cópias do DNA molde (low copy 

numbers – LCN) devido ao seu reduzido tamanho. 

Muitas amostras de casos forenses reais contêm DNA de mais de um contribuinte 

(Ladd et al., 2001). Desta forma, a potencialidade do multiplex de STR em distinguir 

entre os contribuintes com maior e menor quantidade de material na amostra torna-se 

importante. 

O substrato ou suporte onde a amostra forense é encontrada pode afetar a 

qualidade da amostra de DNA. O substrato pode acelerar a degradação do DNA ou 

possuir contaminantes da PCR que serão co-extraídos com o DNA molde. Por exemplo, 

pigmentos e corantes que inibem a reação da PCR podem ser co-extraídos em brim ou 

couro (Larkin e Harbison 1999). 

 

1.4 – Kits comerciais e mtDNA (DNA mitocondrial) 

Na prática forense, frequentemente, kits comerciais de STR multiplex falham em 

amplificar produtos de PCR maiores (300 a 500 pares de bases), resultando em alelos ou 

locus dropout, por causa de DNA degradado (Findlay et al., 1997, Grubwieser et al., 

2006), de inibidores da PCR ou de efeitos estocásticos (McCord et al., 2005). Em 

amostras em decomposição, o DNA molde pode estar muito fragmentado, reduzindo a 

completa visualização das regiões de STR alvo, pois a qualidade e a quantidade do DNA 

humano extraído dependem muito do local onde a amostra foi depositada (Graw et al., 

2000, Iwamura et al., 2005). Isto pode ocorrer em kits multiplex onde existam 

fragmentos de amplificação (amplicons) muito grandes. Nestes casos, uma curva de 

decaimento normalmente é observada, onde o tamanho do pico é inversamente 

                                                           
1
 Sensibilidade pode ser definida como a menor concentração de DNA molde que possa produzir um 

perfil genético completo, com tamanhos de pico superior ao threshold em relação às condições de 
tempo de injeção e números de ciclos utilizados (Internal Validation of STR Systems, Promega, USA). 



 

4 
 

 

proporcional ao tamanho do amplicon (Krenke, et al., 2002). Desta forma, uma perda de 

sinal é tipicamente observada em produtos maiores de STR (Figura 1). Esta perda de 

sinal pode ser resultado da presença de inibidores de PCR na evidência forense ou da 

fragmentação do DNA molde que está em pequenos pedaços (Coble e Butler 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Efeito slope característico na análise de amostras com DNA 

degradados quando comparado ao controle. A: amostra controle; B: amplificação 

de uma amostra degradada (osso, dente, músculo). 

 

A amplificação de STR, frequentemente, produz artefatos chamados “stutter”. 

Estes picos são geralmente quatro pares de bases menor do que o pico do alelo principal 

e são produzidos pelo efeito slippage da DNA polimerase. A presença destes artefatos 

pode complicar a análise de misturas. Porque ele pode ser confundido com um alelo que 

possa estar em menor quantidade ou ser produto do alelo do contribuinte com maior 

concentração de DNA (Walsh et al., 1996) 

Em amostras muito degradadas, os pesquisadores forenses podem contar com o 

sequênciamento do mtDNA para obter algum resultado. Contudo, o teste do mtDNA é 

laborioso e com custo proibitivo para muitos laboratórios (Coble et al., 2006). Ademais o 

mtDNA é um marcador haplóide, indicando somente a linhagem matrilínea, e o cálculo 

para determinar a identificação pode não ser definitivo como nos casos em que é possível 

usar STR de DNA autossômico (McCord et al., 2005). 

1.5 – Os miniSTRs 

Vários estudos têm demonstrado o sucesso na análise de DNA degradado 

proveniente de desastres em massa ou evidências forenses com produtos de PCR de 

menor tamanho, também chamados de miniSTRs (Butler et al., 2003, Schneider et al., 

A

B
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2004, Chung, et al., 2004; Coble et al., 2005 e 2006, Grubwieser et al., 2006, Parsons et 

al., 2007). A European DNA Profiling Group (EDNAP) recomendou a adição dos 

marcadores de MiniSTR D2S441, D10S1248, D14S1434 e D22S1045 ao sistema já 

utilizado de identificação humana (Dixon et al.,2006, Gill et al., 2006). MiniSTRs também 

podem ser uma alternativa para o seqüênciamento mitocondrial na análise forense de 

DNA degradado (Butler et al., 2003). 

Os miniSTRs, designados NC01 e NC02 (non-CODIS 01 e 02), são regiões que não 

estão presentes como marcadores do sistema CODIS (Figura 2). Os NC01 e NC02 são 

regiões que podem ser utilizadas para aumentar os índices encontrados com os kits 

comerciais IdentifilerTM (Applied Biosystems, CA, USA) e PowerPlex 16 (Promega, 

Madison, WI, USA) pois segregam diferentemente e pode-se utilizar a regra do produto 

para eventos independentes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Localização nos cromossomos dos loci que serão analisados 

(NC01, NC02 e AmpFℓSTR IdentifilerTM. Extraído do site 

http://www.cstl.nist.gov/biotech/strbase/pub_pres/Promega2006_Hill.pdf, acessado em 

31 de agosto de 2010.) 
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2 – Justificativa 

 
Na nossa realidade forense, a identificação de amostras degradadas e a 

amplificação com marcadores de kits de STR comerciais se mostra, em várias situações, 

impossibilitada. Além disso o uso da técnica do seqüênciamento do mtDNA é demorada, 

de custo elevado e indicativo somente do vínculo materno. Desta forma, a validação e a 

padronização para o uso forense, bem como o estudo populacional dos miniSTRs, 

poderão ser importantes no auxílio da identificação de materiais muito degradados. 

 

3 – Objetivos 

 
3.1 - Objetivo Geral 

Validar o uso na prática forense em casos de identificação de amostras 

degradadas, otimizar a construção dos MiniPlex de MiniSTR NC01 e NC02 e obter a 

frequência alélica dos seis MiniSTR da população do Rio Grande do Sul. 

 

3.2 - Objetivos Específicos 

1. Realizar a validação dos miniSTRs para amostras forenses através de estudos 

experimentais;  

2. Construir uma escada alélica; 

3. Registrar dados das amostras de DNA obtidas com os miniSTR segundo as variáveis: 

quantidade e qualidade do DNA, presença de inibidores, tempo de morte do cadáver; 

local e condição do corpo; 

4. Verificar se há associação entre as variáveis acima indicadas; 

5. Obter a frequência alélica dos seis MiniSTR na população do Rio Grande do Sul; 

6. Obter os parâmetros forenses: heterozigosidade observada, poder de discriminação, 

conteúdo de informação polimórfica (PIC)2, poder de exclusão, índice de paternidade 

e P (teste exato para o equilíbrio de Hardy-Weinberg, baseado em 2000 meioses). 

                                                           
2 O Conteúdo de Informação Polimórfica (PIC), descrito por Botstein et al. (1980), é um indicador da qualidade do marcador em 
estudos genéticos (segregação, identificação de populações e controle de paternidade). Segundo a classificação de Botstein et 
al. (1980), marcadores com valores de PIC superiores a 0,5 são considerados muito informativos, com valores entre 0,25 e 0,50 
mediamente informativos, e com valores inferiores a 0,25, pouco informativos. 
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Internal Validation of the non CODIS miniSTR NC01 and NC02 for use in forensic 

casework 

 

ABSTRACT 

The Miniplex are designed to genotype degraded DNA samples when the others 

commercials kits for human identification were incapable of generating a complete 

genetic profile. Validation experiments, following the SWGDAM guidelines, were designed 

to evaluate the performance of Non-CODIS 01 and 02 (NC01 and NC02). This article 

describes the internal validation study of MiniPlex NC01 and NC02 to demonstrate the 

robustness in cases where current STRs genotyping does not work. The optimum DNA 

template range was found to be between 31.25 pg and 1 ng DNA. The degraded DNA 

study demonstrated that the samples stored under the following conditions: more than 

56 days at room temperature when amplified with the Miniplex NC01 and NC02 showed 

complete profile (data not shown). The mixture study demonstrated that the Miniplex 

NC01 and NC02 are capable of producing profiles for the minor component at ratios of 

4:1, to NC01, and at ratios 6:1 to NC02.  

Our data demonstrated that NC01 and NC02, when used in conjunction with AmpFlSTR® 

IdentifilerTM and AmpFlSTR® MiniFilerTM PCR Amplification Kits, provided an increased 

ability to obtain genetic profiles from challenged samples. 

 

KEYWORDS: 

forensic science, DNA typing, short tandem repeat, non CODIS, NC01, NC02, D10S1248, 

D14S1434, D22S1045, D1S1677, D2S441, D4S2364 
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 Identification of skeletal remains using NC 01 and NC02 of several degraded DNA 

extracted from tooth and bone. 

 

ABSTRACT 

The short amplicon autosomal short tandem repeat (miniSTR) are designed to genotype 

degraded DNA samples especially for highly degraded DNA samples that typically result 

in partial profiles and total loss of information from regular STR amplicons. In this study 

miniSTRs NC01 (D10S1248, D14S1434, D22S1045) and NC02 (D1S1677, D2S441 

D4S2364) were used to amplify DNA extracted from skeletal remains, teeth and bones, 

ranging from 5 to 35 years of time of death and found in many local and under different 

ambient conditions. Data obtained demonstrated that NC01 and NC02, when used in 

conjunction with AmpFlSTR® IdentifilerTM and AmpFlSTR® MiniFilerTM PCR Amplification 

Kit, provided an increased ability to obtain genetic profiles from challenged samples. 

 

 

 

KEYWORDS: 

Degraded DNA analysis, non CODIS, NC01, NC02, D10S1248, D14S1434, D22S1045, 

D1S1677, D2S441, D4S2364, Mini-STR 
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Supplementary Data 

Table 1– Allelic frequencies and forensic parameters of six miniSTR loci from Rio Grande do Sul 

(RS) DNA samples. 

    Locus     
Alleles D10S1248 D14S1434 D22S1045 D4S2364 D2S441 D 1S1677 
7 - - - 0.0011 - - 
8 - - - 0.1970 - - 
9 - 0.0023 - 0.5604 0.0057 0.0012 
10 0.0011 0.1724 0.0069 0.2392 0.2620 0.0105 
11 0.0046 0.0422 0.1009 0.0023 0.2995 0.0093 
11.3 - - - - 0.0467 - 
12 0.0491 0.0297 0.0069 - 0.0535 0.1698 
12.3 - - - - 0.0011  
13 0.2968 0.3664 0.0046 - 0.0342 0.2081 
13.3 - - - - 0.0011 - 
14 0.3413 0.3345 0.0390 - 0.2574 0.3081 
15 0.1884 0.0205 0.3796 - 0.0342 0.2244 
16 0.1050 0.0034 0.3406 - 0.0034 0.0558 
17 0.0126 0.0274 0.1147 - 0.0011 0.0128 
18 0.0011 0.0011 0.0069 - - - 
N 876 876 872 878 878 860 
Ho 0.731 0.756 0.700 0.572 0.768 0.712 
He 0.747 0.721 0.716 0.591 0.769 0.780 
PD 0.893 0.870 0.883 0.769 0.909 0.920 
PE 0.477 0.520 0.428 0.258 0.540 0.446 
PIC 0.705 0.674 0.668 0.525 0.731 0.745 
TPI 1.856 2.047 1.664 1.168 2.152 1.734 
MP 0.107 0.130 0.117 0.231 0.091 0.080 
P 0.379 0.633 0.491 0.099 0.624 0.026* 

 
N, Numbers of Chromosomes; Ho, Observed Heterozygos ity; He, Expected Heterozygosity; PD, 
Power of Discrimination; PE, Power of Exclusion; PI C, Polymorphic Information Content; TPI, 
Typical Paternity Index; MP, Match Probability; P, Hardy-Weinberg Equilibrium Probability Test;  
* P, Statistically Non-significant after Bonferroni's Correction. 
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Supplementary Data 

Table 2– Genetic distances (FST analysis and p value) between Rio Grande do Sul, Parana and Central-East 

area of Argentina. 

 

 Populations 

 RS vs. PR RS vs. ARG 

MiniSTR F ST p-value FST p-value 

D10S1248 - 0.00162 0.90616 0.00484 0.00129* 

D14S1434 0.00247 0.08113 0.00570 0.00079* 

D22S1045 - 0.00061 0.53568 0.00246 0.02594 

D4S2364 - 0.00050 0.45064 - 0.00044 0.55416 

D2S441 - 0.00010 0.38221 0.00170 0.04861 

D1S1677 0.00540 0.01466 0.00625 0.00020* 

     

 
Data for NC01 and NC02. RS, Rio Grande do Sul; PR, Parana; ARG (Argentina – Central-East area); 
*significant genetic distance values after applying Bonferroni’s correction (p = 0.05/06 = 0.008). 
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Considerações finais 
 

Os resultados obtidos para os estudos de validação, populacional e com amostras 

forenses reais demonstraram que os marcadores miniSTRs NC01 (D10S1238, D14S1434 

e D22S1045) e NC02 (D4S2364, D2S441 e D1S1677) são capazes de suprir as 

necessidades de Laboratório Forenses que lidam diariamente com amostras sujeitas a 

diversas condições ambientas. Seus amplicons de tamanho reduzido e um poder 

discriminação elevado foram os motivos pelo qual a European DNA Profiling Group 

(EDNAP) recomendou a adição dos marcadores de D2S441, D10S1248, D14S1434 e 

D22S1045 ao sistema já utilizado de identificação humana (Dixon et al.,2006, Gill et al., 

2006). 

No estudo de validação interna foram criados os parâmetros de análise para os 

miniSTRs NC01 e NC02. Panels e Bins foram gerados para o software GeneMapper ID-X 

v.1.2. Com a contrução da escada alélica possíveis deslocamentos causados por 

diferenças de migração na genotipagem podem ser corrigidos pelo algorítimo do 

software, tornando a genotipagem muito mais reprodutível. 

No estudo com amostras forenses reais, dentes e osso, proveniente de ossadas 

que variaram de 5 a 35 anos de tempo de morte e em diversas condições ambientais, foi 

possível obter perfis completos com o uso dos miniSTRs NC01 e NC02 indicando a 

robustes destes marcadores neste tipo de amostras degradas. 

Com a utilização do CODIS no Brasil, inicialmente para amostras de local de 

crime, marcadores que amplifiquem regiões de menor tamanho e com concentrações 

reduzidas de DNA serão de grande utilidade. Por este motivo os miniSTRs NC01 e NC02, 

em conjunto com os atuais kits comerciais disponíveis, serão de grande valia para a 

elucidação dos mais diversos caso de identificação humana e forense.  

 


