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Resumo: Este artigo tem por objetivo esclarecer os profissionais que trabalham com processos de Investigacdo de
Paternidade sobre os testes de DNA (Southern blot ou PCR) disponiveis no mercado, bem como orientar a escolha dos
individuos que devem ser convocados para o teste de DNA na auséncia do suposto pai. A técnica de PCR é menos
trabalhosa, permite maior reprodutibilidade dos resultados entre diferentes laboratérios, sendo a técnica de escolha para
exames de paternidade quando se dispde do material genético do suposto pai. Por outro lado, esta técnica analisa locos
com menor nimero de alelos, podendo levar a resultados inconclusivos quando a investigagdo é realizada na auséncia do
suposto pai. Nestes casos, a técnica de Southern blot é indicada, pois analisa regiées cromossémicas com maior
polimorfismo genético, devendo-se analisar 0 maior nimero possivel de supostos tios e/ou supostos irmaos com as suas
respectivas maes.

Unitermos: Paternidade. Reagcdo em cadeia de Polimerase/métodos. DNA/genética. Repetigdes mini-satélites/genética.
Southern Blotting/métodos.
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T oda a informacdo necessaria para
elaboragéo dos produtos funcionais (protei-
nas) que compdem o ser vVivo encontra-se armaze-
nada no nucleo da célula, na forma de acido
desoxiribonucléico, o DNA. O DNA esta distribuido
em unidades chamadas cromossomos. Os seres
humanos normais possuem 46 cromossomos, 23
herdados do pai e 23 herdados da mée. A investi-
gacdo de paternidade baseia-se na determinacéo
de um vinculo genético (do grego genetikds: “que
engendra”, “que produz”) entre duas ou mais pes-
soas. Este vinculo é definido pelo contetdo indivi-
dual de DNA e pode ser estabelecido através da
analise de caracteristicas especificas que funcionam
como marcadores genéticos.

Algumas caracteristicas individuais podem ser
facilmente detectadas (cor de olhos, cabelos e pele).
No entanto, este tipo de identificacdo individual
dificilmente sera informativa, dada a universalidade
destes marcadores. Outras caracteristicas, como
tipo sanguineo, exigem testes laboratoriais
especificos.

No inicio do século, a descoberta das proteinas
gue compdem o0s grupos sangiiineos ABO foi o
primeiro passo para a andlise da investigacdo de
paternidade. Estas proteinas apresentam pequenas
variacdes que podem ser identificadas através de
exames laboratoriais relativamente simples. A
identificacdo destas proteinas permite distinguir
grupos de individuos portadores da mesma variante
protéica, funcionando como mais um valioso
marcador genético. A analise conjunta dos grupos
sanguineos ABO, Rh e de outros grupos como MNS,
Duffy, Kidd, Lewis permitia a excluséo de paternidade
com percentual de aproximadamente 90%.

Posteriormente, em 1948, o Prof. Jean Dausset
descreveu as proteinas extremamente diversificadas
do sistema HLA, levando ao desenvolvimento de
testes de investigacdo de paternidade a resultados
bastante satisfatérios, com probabilidade de
paternidade de 95-99%, que comecaram a ser
utilizados na década de 80.

Atualmente, o teste de escolha para a

investigacdo de paternidade é a andlise direta do
material genético, ou seja, 0 DNA. Este teste analisa
regides do DNA que variam nos diferentes individuos
de uma populagéo. Ha alguns anos, foram descritas
regides repetitivas do DNA humano que se
caracterizam por uma variacdo no seu tamanho.
Estas regifes, denominadas VNTR (do inglés:
Variable Number of Tandem Repeats), podem ser
observadas em diferentes cromossomos. Cada
individuo possui um conjunto Unico destas variantes,
sendo a metade proveniente da mée e a outra
metade do pai.

A andlise das regifes VNTR pode ser feita atra-
vés de técnicas distintas, como hibridizacéo
(Southern blot) ou PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase), que permitem medir com precisdo o
segmento de DNA que contém a seqiiéncia VNTR
estudada. Na técnica de Southern blot, ou RFLP (do
inglés, Restriction Fragments Length Polymorphism)
estes segmentos sdo visualizados como bandas
negras no filme de raio X (RX). A Figura 1 mostra
as diversas bandas observadas quando analisamos
umaregiao VNTR de 9 individuos ndo-relacionados.
Cada individuo possui dois segmentos VNTR (dois
alelos), um herdado da mée e outro do pai. Alguns
individuos, como € o caso da amostra 7, herdam
segmentos do mesmo tamanho e neste caso
visualizamos uma Unica banda no RX. O marcador
de peso molecular (M) permite calcular o tamanho

dos fragmentos analisados.
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Figura 1- A analise de uma regido VNTR do cromossomo
1 (D1S7) pela técnica de Southern blot. A figura mostra a
analise de 9 individuos néo relacionados. M = marcador
de peso molecular
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A técnica de PCR permite produzir milhées de
copias especificas de DNA. Uma limitacdo desta
técnica é o tamanho do fragmento a ser amplifica-
do. Por este motivo, utilizam-se regides VNTR me-
nores denominadas STR (Small Tandem Repeats).
Os fragmentos amplificados podem ser analisados
em seqlénciadores automaticos de DNA. Também
neste caso identificamos dois fragmentos em cada
individuo (Figura 2).
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Figura 2 - A analise de uma regido STR (VWA) pela
técnica de PCR. O marcador alélico (primeira linha)
permite identificar os alelos observados no suposto pai
(segunda linha), no filho (terceira linha) e sua respectiva
mée (quarta linha)

No caso mais comum, quando dispomos de
material do suposto pai, mée e filho, a andlise se
inicia pela comparacédo dos segmentos VNTR do
filho com os da mae. Os dois individuos
compartilham necessariamente um alelo, permitindo
gue o segmento VNTR herdado do pai (alelo
paterno) seja identificado por exclusdo. A Figura 3
mostra a analise de uma regido VNTR em dois casos
de investigacdo de paternidade. Os segmentos
VNTR da mée (coluna 1) séo visualizados ao lado
dos segmentos VNTR do filho (coluna 2). O alelo
paterno, ou seja, o alelo ndo compartilhado com a
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mae é facilmente identificado (indicado por uma
seta). O pai biolégico devera apresentar um
segmento VNTR do mesmo tamanho do alelo
paterno identificado no filho (Figura 3A, coluna 3).
Quando o suposto pai ndo apresenta um segmento
VNTR idéntico ao alelo paterno (Figura 3B, coluna
3), levanta-se a hipotese de que o individuo néo seja
0 pai biolégico. Porém, excluséo de paternidade s6
pode ser confirmada quando observada em pelo
menos dois cromossomos distintos, afastando-se
desta forma um resultado falso devido a uma
mutacdao (alteracdo do DNA) ocasional.
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Figura 3 - Andlise de uma regido VNTR em dois casos
de investigacdo de paternidade. Nos casos (A) e (B)
analisamos o DNA da mae (1), do respectivo filho (2) e
do suposto pai (3). A linha 4 contém DNA do filho e do
suposto pai. Em (A) o suposto pai ndo pode ser excluido
como pai biolégico e em (B) ndo observamos vinculo
genético entre o filho e o suposto pai. A seta indica o
alelo paterno (ndo compartilhado com a mae)

Havendo a identidade entre o alelo paterno
identificado no filho e um dos alelos do suposto pai
(Figura 3A), calcula-se o indice de Paternidade (IP).
Este indice é calculado com base no Teorema de
Bayes' que compara as chances do filho herdar o
alelo compartilhado com o suposto pai - 50%,
guando o suposto pai possui 2 alelos distintos, ou
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100% quando possui apenas 1 com a frequéncia
deste alelo na populag&o. Neste caso, como o pai
possui 2 alelos distintos, utiliza-se a formula: IP =
0,5 (frequiéncia do alelo paterno na populacéo). Dito
de outra forma, o indice de paternidade referente a
um suposto pai sera tanto maior quanto mais raro
for aquele alelo na populacéo em geral. Depreende-
se deste fato a necessidade de se conhecer o perfil
dos alelos na populagdo a qual o suposto pai
pertence. Varios estudos foram realizados para
determinar a frequiéncia dos segmentos VNTR em
diferentes populacdes, inclusive no Brasil?34,

O indice de paternidade obtido com a andlise de
uma Unica regido VNTR ¢é insuficiente para
determinacdo do vinculo genético. Assim, sdo
analisadas diversas regides VNTR (4 a 8 pela técnica
de Southern blot e 10 a 12 pela técnica de PCR). O
indice de Paternidade Combinado (IPC), obtido
através da multiplicacéo dos indices de paternidade
de cada regido examinada, permite calcular a
probabilidade de paternidade (PP =IPC | IPC + 1).
Uma probabilidade de paternidade acima de 99,8%
permite confirmar com seguranca a existéncia de
um vinculo de paternidade®.

Quando o suposto pai investigado é falecido,
pode-se realizar a investigacdo de paternidade
utilizando-se o material genético de seus parentes
de primeiro grau. A andlise das regides VNTR dos
pais, irméos ou filhos (reconhecidos legalmente) visa
reconstituir o perfil genético do suposto pai. No
primeiro caso, a analise consiste em comparar o
alelo paterno do filho investigado com os alelos
presentes nos supostos avos (Figura 4). No caso
de incluséo, quando é confirmado o vinculo genético
entre o suposto pai e o filho, deve haver identidade
entre o alelo paterno e pelo menos 1 dos 4
segmentos VNTR identificados nos supostos avos
(Figura 4, colunas 3 e 4). Como neste caso o indice
de Paternidade sofre uma redug&o importante: IP =
0,25 (chances do neto herdar 1 dos 4 alelos dos
avos) (fregiiéncia do alelo paterno na populacéo),
a analise de um nimero maior de cromossomos
pode ser necessaria para se obter um IPC aceitavel.

Figura 4 - Investigacdo do vinculo genético entre filho e
supostos avos. Os DNAs da méae (1), respectivo filho (2),
suposta avoé (3), e suposto avd (4) foram analisados em
duas regifes VNTR localizadas no cromossomo 8 (A) e
cromossomo 4 (B). A seta indica o alelo paterno
compartilhado com a suposta avo (A) e com 0 suposto

avd (B).

Quando a investigacao de paternidade é
realizada apenas com irmaos do suposto pai (pelo
menos dois), a analise pode resultar inconclusiva.
Se houver identidade entre o alelo paterno e um dos
alelos identificados nos supostos tios, calcula-se o
IP=0,25 (frequiéncia do alelo paterno na populacgéo).
A exclusdo, no entanto, s6 podera ser indicada se
forem revelados 4 alelos distintos nos supostos tios,
pois neste caso temos a certeza de que ambos alelos
do suposto pai foram identificados. A analise de um
ndmero maior de irmaos do suposto pai ou de um
dos supostos avés deve aumentar as chances de
um resultado conclusivo.

Quando o teste é realizado com filhos legitimos
do suposto pai, a identificagdo do alelo paterno,
deduzida a partir da andlise paralela da(s) respecti-
vas mae(s), deve permitir a identificagcdo de pelo
menos um alelo do pai investigado (Figura 5).
Assim, nas regifes onde for observada identidade
entre os alelos paternos dos supostos meio-irmaos,
o IP é calculado normalmente (IP = 0,5 freqiiéncia
do alelo paterno). A semelhanca do que foi discutido
na analise de supostos tios, a exclusédo s6 podera
ser indicada quando forem revelados os dois alelos
do suposto pai investigado e a excluséo for caracte-
rizada em pelo menos 2 cromossomos distintos. No
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caso mostrado na Figura 5A, o Unico alelo revelado
do suposto pai ndo é compartilhado com o filho in-
vestigado. Este resultado isolado seria inconclusivo.
De fato, quando analisamos no mesmo caso uma
segunda regido cromossomica (Figura 5B), os dois
alelos do suposto pai séo revelados (Figura 5B, co-
luna 4, 5 e 6) e um deles tem identidade com o alelo
paterno (Figura 5B, coluna 2) do filho.

Na auséncia da mae biolégica dos supostos
meio-irmaos, a interpretagéo dos resultados e o cal-
culo do indice de Paternidade podem apresentar
dificuldades. Mais uma vez, a semelhanca do que
foi discutido na investigacdo de supostos tios, os
filhos do suposto pai podem apresentar 2, 3 ou 4
alelos distintos. Apenas neste Ultimo caso o pefrfil
genético do suposto pai é revelado com seguranca
para se caracterizar uma exclusdo, mas nas
regides onde houver identidade entre pelo menos
um alelo dos meio-irméos e o alelo paterno, o IP
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Figura 5 - Investigac&o do vinculo genético entre filho e supostos
meio-irmaos. Os DNAs da mae (1), respectivo filho (2), mae
dos supostos meio-irmédos (3), e trés supostos meio-irméos (4,
5, 6) foram analisados em duas regides VNTR localizadas no
cromossomo 7 (A) e cromossomo 4 (B). Em (A) identificamos

somente um alelo paterno (® ) nos supostos meio-irméos. Em
(B), o alelo paterno dos meio-irméos é compartilhado com o

filho (P ).

O desenvolvimento da técnica de PCR possibilitou
um grande avanco nas investigacdes de paternidade
realizadas com material exumado. Esta técnica
permite que as analises sejam realizadas com
pequenas quantidades de DNA, mesmo que este

Salde, Etica & Justica, 5/7(1-2):6-11, 2000-2002.

10

apresente um certo grau de degradacédo. A analise
direta do material genético do suposto pai € sempre
a primeira escolha. No caso de supostos pais
falecidos, o custo elevado dos procedimentos de
exumacao e as dificuldades técnicas encontradas na
obtencdo de DNA de alguns destes casos, tornam
muitas vezes inviavel a obtencdo de um resultado
conclusivo. Nos testes realizados com parentes de
primeiro grau do suposto pai, a técnica de hibridizacéo
descrita neste artigo permite a obtencéo de melhores
resultados, pois as regides VNTR analisadas
apresentam uma maior variabilidade na populacéo.

Familiares afastados por motivos diversos como
guerras, adoc¢do ou imigracdo tém originado um
aumento no namero de solicitagdes laboratoriais para
determinacéo de vinculos genéticos. Alguns destes
casos contam com apenas duas pessoas para a
realizacdo do teste. Por esse motivo, estudos visando
o aprimoramento de novos métodos de analise
genética para definicdo de parentesco continuam
sendo numerosos na literatura internacional®.

Em concluséo, em investigacfes de paternidade
realizadas através do DNA, a técnica de PCR
apresenta a vantagem de ser tecnicamente menos
trabalhosa e de permitir uma maior reprodutibilidade
dos resultados, tornando possivel a comparagéo entre
diferentes laboratdrios. Por outro lado, a técnica de
analise do VNTR por hibridizagdo ainda continua a
ser a metodologia mais adequada a ser aplicada em
casos de investigacao de vinculo genético quando o
suposto pai ndo pode ser analisado. Neste caso,
aconselha-se que o DNA do filho e de sua mée
biol6gica sejam analisados juntamente com o material
genético obtido de parentes de primeiro grau do
suposto pai e que um maior nimero de regides
cromossOmicas sejam estudadas. A analise dos
supostos avOs garante um resultado conclusivo
mesmo na auséncia da mae biolégica. Quando os
supostos avés nao podem ser estudados, deve-se
reunir o maior numero possivel de supostos tios
(irméos do suposto pai) e/ou supostos irméos (filhos
reconhecidos do suposto pai). Neste Ultimo caso, a
analise conjunta das respectivas maes garante um
resultado conclusivo.
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Abstract: The aim of this paper is to clarify the professionals involved in Paternity Testing on the different DNA assays
currently available (Southern blot or PCR),and focusing specially on the choice of other relatives that should be analyzed
if the alleged father is absent. PCR is less cumbersome, allows better reproductibility among results from different laboratories
and is indicated when DNA from the alleged father is avaiable. On the other hand, this technique analyzes loci with fewer
alleles and may lead to inconclusive results when the DNA from the alleged father cannot be obtained. In these cases,
Southern blot should be utilized because in this techniqgue more polymorphic chromossom regions are analyzed. In addition,
analysis of the highest possible number of alleged uncles/aunts and alleged brothers/sisters, preferentially envolving also
their mothers, is highly recommended.

Keywords: Paternity. Polymerase chain reaction/methods. DNA / genetics. Minisatellite. Repeats / genetics. Blotting,
southern / methods.
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