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Resumo. O DNA pode ser utilizado como ferramenta em qualquer investigacao criminal, é
um vestigio capaz de ligar pessoas e objetos a cena do crime com um alto grau de
confiabilidade, além de ser de extrema importancia na identificacdo humana e de restos
mortais. Apesar de a descoberta do DNA ndo ter sido recente, e seu uso mesmo na area
forense j& acontecer a alguns anos, podemos perceber gue as pesquisas nesse ramo nao
cessaram, e existem infinitas possibilidades para aprimoramento de técnicas e dos métodos
utilizados hoje em dia. O DNA mitocondrial (MtDNA) pode ser uma 6tima alternativa na
tipagem de DNA quando o DNA nuclear esta disponivel em pequenas quantidades,
degradado ou contaminado e a possibilidade de realizar testes com o DNA nuclear é
pequena. Devido ao maior nimero de cépias de mtDNA por célula, e ao fato deste DNA ser
circular, e presente dentro de uma organela com membrana celular dupla, o mtDNA possui
certa prote¢do quanto ao grau de degradacdo. Além disso, o0 mtDNA é capaz de ligar
pessoas a sua linhagem materna, ja que este possui heranga exclusivamente materna. Com
a revisao realizada nesse trabalho podemos perceber que hd uma grande tendéncia em
analisar e sequenciar o genoma mitocondrial inteiro, € ndo sé as regiées nao-codificantes
como anteriormente, desse modo tem surgido diversas metodologias capazes de realizar
esta andlise, mas ainda nao foi estabelecida uma metodologia ouro para a analise em
guestdo. Podemos perceber também que tem se despendido esforcos no sentido de

encontrar e analisar as heteroplasmias presentes no mtDNA devido a sua capacidade de
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ajudar na identificacdo. Apesar da analise de mtDNA ainda ndo ser empregada em larga
escala nos laboratorios de rotina forense, este € um assunto que tem sido amplamente
estudado pela comunidade cientifica e este endossamento no conhecimento do assunto é
sempre benéfico, podendo ajudar na implementacdo de novos métodos, no barateamento
do uso destas andlises e na criacdo de kits que possam ser amplamente utilizados.
Palavras-chave: mtDNA,; Identificagdo humana; Ciéncias forenses; Investigagdo criminal;
Genética Forense.

Abstract. The DNA can be used as a tool in any criminal investigation, it is a vestige
capable to connect people and objects to the crime scene with a high degree of reliability, as
well as being extremely important for human identification and identification of human
remains. Although the discovery of DNA was not recent, and its use even in the forensic
area is already happening a few years, we can see that research in this field have not
ceased, and there are endless possibilities for improving techniques and methods used
today. Mitochondrial DNA (mtDNA) can be a good alternative for DNA typing when the
nuclear DNA is available in small amounts, degraded or contaminated and the possibility of
conducting tests with this DNA is smaller. Due to the higher number of copies of mtDNA per
cell, and the fact that this DNA is circular, and this within an organelle with double cell
membrane, mtDNA has some protection on the degree of degradation. In addition, mtDNA is
able to connect people to their maternal lineage, since it has only maternal inheritance. With
the review we could see that there is a great tendency to analyze and sequence the entire
mitochondrial genome, and not only the non-coding regions as before, thus it has arisen
several methodologies able to perform this analysis, but has not been established a gold
methodology for the analysis in question. We can also notice that has been expended efforts
to find and analyze the heteroplasmias present in the mtDNA due to its ability to help in
identification. Although mtDNA analysis is not yet used on a large scale in forensic routine
laboratories, this is a subject that has been widely studied by the scientific community and
this endorsement on the subject of knowledge is always beneficial and can help implement
new methods, the cheapening of the use of these tests and the creation of kits that can be
widely used.

Keywords: mtDNA; Human identification; Forensic sciences; Criminal investigation;
Forensic Genetics.

1. Introducéo
Em genética forense dois tipos de DNA podem ser utilizados para investigacfes de
amostras biolégicas humanas ou vestigios, o0 DNA nuclear e/ou o DNA mitocondrial

(mtDNA)L. A andlise da sequéncia de mtDNA humano estd sendo amplamente
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utilizada para caracterizar amostras bioldgicas forenses, principalmente quando o
DNA nuclear das amostras € insuficiente para tipagem. Fios de cabelo, 0ssos,
dentes e outras amostras que estdo extremamente decompostas podem ser sujeitas
a analise de mtDNA. O controle de qualidade e as diretrizes de interpretacao
utiizados no DNA nuclear com base em andlises de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) também se aplicam em analises de mtDNA, porém existem
algumas caracteristicas do mtDNA que merecem uma atencgao especial: este possui
heranca materna, heteroplasmia (que é basicamente a presenca de uma mistura de
mais do que um tipo de genoma mitocondrial numa mesma célula, ou em diferentes
células do organismo) e maior sensibilidade de deteccdo de mtDNA na tipagem?.

Existem diferencas se compararmos o DNA nuclear com o mtDNA, o DNA
mitocondrial é extracromossomico, ou seja, € separado e distinto do genoma
nuclear. Uma célula possui entre 200 e 1700 copias de mtDNA de modo que este
estd presente em um numero de copias por célula muito maior do que o DNA
nuclear, o que significa que o mtDNA tem uma maior probabilidade de permanecer
intacto, do que o DNA nuclear, perante aos processos de degradacédo. No entanto, a
presenca de muitas centenas de copias do mtDNA por célula, juntamente com a sua
elevada taxa de mutacao cria o potencial para heteroplasmia. O mtDNA é pequeno,
com cerca de 16,5 kb, circular, herdado da linhagem materna, e geralmente, néo
sofre recombinacdo. O mtDNA possui 37 genes que codificam produtos utilizados
no processo de fosforilagdo oxidativa ou na producdo de energia celular. Ha
também uma regido de controle com 1122 pb que contém a origem de replicacao
para uma das cadeias de mtDNA, mas nao codifica produtos de genes e, portanto, €
referida como regido nao codificante. Apesar das diferencas entre o DNA nuclear e
o mtDNA os testes de perfil genético realizados sdo basicamente 0s mesmos e
muitos procedimentos sdo iguais, assim como o uso de PCR?34,

Para fins forenses e de identificacdo humana, o mtDNA é considerado como
sendo herdado estritamente da linhagem materna. No momento da concepc¢ao, o
nucleo do espermatozoide entra no 6vulo e funde-se diretamente com o seu nucleo,
de modo que na fertilizacdo os espermatozoides ndo contribuem com qualquer
componente citoplasmatico3.

Uma sequéncia de mtDNA, excluindo possiveis mutacfes, é idéntica em
todos os familiares maternalmente ligados. Esta caracteristica de heranca materna

possui relevancia forense, pois, pode confirmar ou refutar a identidade de amostras
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perante comparagdo com amostras de referéncia de parentes maternos conhecidos.
Em geral, a transmissdo de um tipo de mtDNA é consistente ao longo de muitas
geracoes, de modo que relagbes entre varias geracdes podem ser avaliadas por
tipagem do mtDNAZ2,

Como o mtDNA € herdado da linhagem materna, este € essencialmente
monoclonal nos individuos, no entanto, € possivel que mais do que um tipo de
MtDNA esteja presente num mesmo individuo, devido a heteroplasmia. A ocorréncia
de heteroplasmia ndo impede o uso de mtDNA para analise forense. Sua existéncia
€ confirmada se duas bases, na mesma posi¢cdo, em ambas as cadeias do DNA
diferem da cadeia de referéncia?.

Outra aplicagcdo das mutacdes do mtDNA na é&rea forense envolve
haplogrupos, que sado mutacdes particulares, bem estabelecidas, amplamente
distribuidas entre os individuos das populacdes. Estudos de polimorfismos do
MtDNA com fragmentos de restricdo de uma ampla variedade de populagdes
humanas revelaram conjuntos de mutacbes ancestrais que definem estes
haplogroupos e, por causa da herangca uniparental, evoluiram de forma
independente um do outro. Cada um desses haplogrupos (mais de 20 haplogrupos
sdo conhecidos entre populacdes humanas), que incluem tipos de mtDNA
evolutivamente relacionados, € definido por conjuntos especificos de mutacfes
associadas, permitindo assim uma classificacdo rapida e precisa das moléculas de
mtDNA dentro de uma determinada populacao®.

Esta distribuicdo filogeografica dos haplogrupos de mtDNA € uma
ferramenta util nas ciéncias forenses para determinar a origem geografica dos
individuos, ja que 35% das mutacdes sdo especificas dos continentes °.

Andlises de DNA mitocondrial em casos forenses envolvem tipicamente
materiais onde pouco DNA integro esta presente, como dentes, cabelos e 0sso0s
(costelas e ossos longos, por exemplo, fémur e imero), os quais sdo muitas vezes a
Gnica amostra possivel para a analise. O DNA mitocondrial deve ser
cuidadosamente extraido e purificado longe de inibidores de PCR que podem estar
presentes na amostra. Adicionalmente a isso deve-se tomar cuidado ao extrair
material de o0ssos e dentes para nao prejudicar as analises antropoldgicas e
odontoldgicas respectivamente?.

Fios de cabelo sdo muitas vezes fontes de evidéncia em investigacfes

criminais, porém, os fios que ndo trazem raiz de crescimento ou tecido aderente
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sobre a raiz de repouso ndo sdo candidatos adequados para andlises de DNA
nuclear, j& que o material celular nuclear € aparentemente degradado durante o
processo de queratinizagdo do eixo do cabelo humano. Apesar do eixo ndo ser
eficiente no fornecimento de DNA nuclear, este pode ser utii na obtencdo de
MtDNA, visto que as mitocondrias sdo componentes comumente observados no
eixo do cabelo, servindo como uma fonte rica de mtDNA®,

Além disso, as amostras que apresentam elevado numero de copias de
MtDNA, e possuem DNA nuclear degradado ou que sofreu acdo ambiental, séo
candidatas adequadas para a analise de mtDNA®.

Muitos laboratérios realizavam ensaio de quantificacdo do DNA nuclear e,
em seguida, estimavam a quantidade de mtDNA presente na amostra, assumindo
uma relacao fixa entre DNA nuclear e mitocondrial, porém abordagens envolvendo
PCR em tempo real permitem a caracterizagdo direta do numero de moléculas de
mtDNA em uma célula®.

No inicio de 1990, a andlise de sequéncia de DNA a partir de por¢cdes da
regido de controle entrou em ampla aceitagcdo. Dezembro de 2000 marcou o inicio
da gendmica populacional de mtDNA, com a publicacdo de 53 genomas
mitocondriais completos a partir de um conjunto diversificado de individuos que
representam as populacdes de todo o mundo. A partir do inicio de 2004, cerca de
mil genomas mitocondriais completos foram disponibilizados em bases de dados
publicas de DNA3.

Sendo assim, fica claro que as analises de mtDNA tem sido bastante
estudadas e que apresentam relevancia forense, porém por existirem diversos
artigos que abordam diferentes maneiras de realizar essa analise, utilizando
diferentes técnicas. Deste modo, o presente trabalho tem como objetivo revisar a
literatura recente sobre o assunto, de maneira a evidenciar a importancia destas

analises no contexto forense, esclarecendo as técnicas utilizadas para tal.

2. Métodos

Foi realizado levantamento bibliografico dos ultimos cinco anos (2010-2015) nos
seguintes sites para buscas cientificas: Bireme (Biblioteca Virtual em Saude, um
servico especializado da Organizacdo Pan-Americana de Saude), especificamente
nas bases de dados Medline, Lilacs, SCIELO disponiveis em <www.bireme.br>,

PubMed (um servico da National Library of Medicine, Estados Unidos da América),
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disponivel no endereco eletrénico <www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed>, e no Google
Académico disponivel em <https://scholar.google.com.br> utilizando as palavras-
chave em portugués: mtDNA, DNA mitocondrial, ciéncias forenses, identificacao
humana; levando-se em conta sua relacdo com o tema abordado; e como palavras-
chave em inglés: mtDNA e mitochondrial DNA, forensic science, human
identification. A reviséo da literatura foi realizada de maneira sistemética, de modo
gue os critérios de inclusdo foram os seguintes: 1) ter sido publicado no periodo de
2010 a 2015; 2) o assunto abordado em cada artigo ser pertinente aos objetos de
estudo; 3) ter objetivo claro e ser fiel ao estudo realizado; 4) o estudo apresentar
conclusbes de acordo com o encontrado. Os artigos inclusos no presente trabalho
de revisdo de literatura foram selecionados ap6s a adocao dos critérios de inclusao

citados acima.

3. Revisao bibliogréafica

3.1 Vantagens no uso do mtDNA em relagdo ao DNA nuclear

Uma das principais caracteristicas das amostras forenses € a presenca de uma
mistura de moléculas de DNA, além disso, as amostras podem estar contaminadas
guando coletadas como evidéncias, ou ainda podem ser contaminadas no processo
de coleta e andlise da amostra em questdo. Por isso métodos que possibilitam o
enriquecimento de amostras de DNA, permitem que as sequéncias alvos que estao
presentes em misturas complexas de sequéncias de DNA irrelevante possam ser
utilizadas, por exemplo, como fonte de material para identificacdo humana e para
realizacao de perfis genéticos.

Pequenas quantidades de DNA associadas com altos niveis de dano e
fragmentacdo fazem a tipagem de STR se tornarem desafiadoras. Enriquecimento
de mtDNA juntamente com sequenciamento de nova geracdo pode ajudar na
recuperacdo de sequéncias do genoma mitocondrial em amostras altamente
degradadas, quando o DNA nuclear esta abaixo dos niveis de deteccdo, o que €&
possivel devido a vantagem do numero de copias e taxa reduzida de fragmentacéo
do DNA mitocondrial em comparacdo com o DNA nuclear”.

O PCR quantitativo pode ser usado para determinar a quantidade de DNA
disponivel a partir de materiais extraidos indicando a possibilidade de se obter um
perfii STR de DNA nuclear a partir de uma amostra degradada. Isto é de suma

importancia nos casos em que a quantidade de DNA nuclear total € <100 pg; o que
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reduz a probabilidade de se obter um perfil STR completo de DNA nuclear, mesmo
quando ha aplicacéo de técnicas com niimero de cépias reduzidas’.

A andlise do mtDNA realizada com marcadores SNPs apresenta a
vantagem de este DNA estar disponivel em grandes quantidades dentro das células
e ser menos suscetivel a degradacdo do que o DNA nuclear, devida a natureza
circular do mtDNA que o torna menos exposto a exonucleases que quebram
moléculas. A presenca de um maior nimero de moléculas por célula de mtDNA em
relacdo ao DNA dos cromossomos nucleares também aumenta a taxa de
preservacdo do mtDNA, tal como o fato de que eles sdo encapsulados em uma
organela de parede dupla, porém apresenta as seguintes desvantagens:
heteroplasmia; baixo poder de discriminacdo; compartilhado com a linhagem
materna®®,

Apesar de a regidao de controle ser a mais polimorfica do genoma
mitocondrial, a tipagem de mtDNA focada na amplificacdo e sequenciamento desta
regido, limita o poder de resolucédo a esta sequéncia curta, 0 que leva a perda de
70% da variagdo presente no restante do mtDNA. Sendo assim, a utilizagdo do
sequenciamento de nova geracdo, permite a recuperacdo de todo o genoma
mitocondrial a partir de amostras humanas altamente degradadas ”.

O teste de mtDNA é muitas vezes a Unica opcao viavel de testes baseados
em DNA para amostras como fios de cabelos sem bulbo, unhas, e elementos do
esqueleto severamente degradados, devido a abundancia relativa de mtDNA
intacta, em comparacdo com DNA nuclear que ndo esta presente nesses tipos de
amostras®.

Um dos objetivos da investigacdo forense pode ser estimar a idade que o
individuo em questéo apresentava ao morrer, a fim ajudar em sua identificacdo. No
entanto, muitas vezes é dificil determinar a idade adulta, e embora existam varios
métodos antropolégicos para determinar a idade ao morrer, as metodologias
desenvolvidas sdo baseadas no processo natural de envelhecimento, e uma dessas
alteracdes sédo as mutacdes que o mtDNA apresenta®.

O mtDNA é exposto a mais danos do que o DNA nuclear, no entanto,
existem mecanismos de reparo que tém como objetivo manter a integridade do
material genético. O principal mecanismo de reparo é a reparacao por excisao de
bases, este mecanismo é codificado pelo DNA nuclear e, embora seja mais utilizado

no DNA nuclear, também esta presente no reparo do mtDNAS,
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O grande potencial de analise do mtDNA também tem sido aplicado em
situacdes em que apenas o DNA nuclear n&o fornece informagao suficiente. Zapico
e Ubelaker® revisaram a utilizagdo do mtDNA na determinacéo da idade ao morrer
com base em alteracées no mtDNA, principalmente as mutacdes. E Wang et al.°
demostraram que é possivel utilizar o sequenciamento de segunda geracdo do

genoma mitocondrial inteiro para diferenciar gémeos monozigoticos.

3.2. Perspectivas forenses no uso do mtDNA

Um método em que produtos de PCR séo utilizados para capturar sequencias alvo a
partir de bibliotecas de sequenciamento de dados agregados de varios individuos,
também conhecido como enriquecimento, foi utilizado por Maricic et al.'l. Esse
método é aplicado pelos pesquisadores para pools de DNA de bibliotecas de varios
individuos humanos a partir do qual é possivel captar o genoma mitocondrial
completo.

A cobertura de todo o genoma mitocondrial das amostras se apresentou
relativamente uniforme, com uma diferenca de 6 vezes entre as posi¢coes de maior e
menor coberturall.

Para a validacdo do método, os pesquisadores compararam as sequéncias
determinadas no trabalho com as sequéncias da regido HV1 sequenciadas dos
mesmos individuos que forneceram as amostras. Elas concordaram, exceto em sete
posicbes em individuos isolados; essas diferencas surgem devido a eventos de
recombinacéo raros durante a amplificacéo do conjunto de bibliotecas™.

O meétodo descrito permite a captura eficiente de qualquer sequéncia Unica
gue pode ser gerada a partir de um produto de PCR. O procedimento é eficiente na
medida em que o0 método requer apenas equipamentos e reagentes de laboratorio e
a captura pode ser realizada imediatamente apds a obtencdo dos produtos de PCR.
Além disso, os pesquisadores mostraram que a abordagem pode ser multiplexada,
permitindo a andlise eficiente de muitas amostras em paralelo. Os pesquisadores
tém usado esta metodologia para capturar 0s genomas mitocondriais completos a
partir de amostras complexas, tais como saliva e 0ssos antigos. Embora a eficiéncia
de captura seja ligeiramente inferior guando o DNA humano é contaminado por um
ou dois DNAs microbianos, é possivel recuperar genomas mitocondriais completos

a partir da maioria das amostras, utilizando este método *.
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Com a utilizacdo de um método de captura por sonda, Templeton et al.
(2011) mostrou ser possivel recuperar fragmentos de mtDNA humanos com menos
de 100 pb de comprimento, a partir de amostras altamente danificadas, com DNA
fragmentado ou com baixo nimero de cépias’.

Quando possivel, além dos testes feitos com o mtDNA, testes de DNA
nuclear com analises de STR também foram realizados, tanto o DNA nuclear quanto
o0 mitocondrial foram quantificados em todos o0s extratos, utilizando-se PCR
guantitativa, em seguida foram realizadas extracdo, quantificacdo do DNA e a
determinacdo dos perfis de STR. Em relacdo ao mtDNA, sua captura e
enriquecimento (trés rodadas de enriqguecimento para todas as amostras) foram
realizados de maneira semelhante a utilizado por Maricic et al. (2010)!!, utilizando
uma biblioteca e esferas magnéticas, e em seguida as amostras foram
sequenciadas’.

Este trabalho demostrou a importancia da utilizacdo de varias rodadas de
enriquecimento visando uma melhor recuperacdo do genoma mitocondrial total em
amostras com baixo numero de copias, moléculas fragmentadas ou altamente
degradadas. Este processo de enriquecimento pode mais do que dobrar e melhorar
substancialmente a cobertura global do genoma mitocondrial, o que é dificil de
realizar com métodos tradicionais de PCR e sequenciamento’.

Outra metodologia capaz de sequenciar genomas mitocondriais inteiros,
utilizando abordagem de sequenciamento massivo simultaneo (MPS) de todo o
genoma mitocondrial humano utilizando 161 amplicons pequenos (média de 200 pb)
sobrepostos, associados a maquina lon Torrent Personal Genome, utilizando
amostras de DNA pertencentes a pessoas de todo o mundo que possuem diferentes
haplogrupos, se mostrou adequada para ser utilizada em amostras de DNA
degradado®?.

Bibliotecas geradas com as amostras de DNA foram ligadas a esferas
magnéticas e amplificadas, sendo a concentracdo de cada uma das bibliotecas
posteriormente determinada por PCR quantitativo. As amostras entdo foram
analisadas em um sequenciador de segunda geracdo. Cobertura de 100% do
genoma mitocondrial foi alcancada em 17 amostras. Heteroplasmias pontuais foram
observadas em 22 posi¢cdes em 14 amostras com base no método proposto, fora as
22 heteroplasmias identificadas, apenas sete delas foram observadas no

sequenciamento de Sanger e ndo na metodologia do trabalho??.
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A robustez do sequenciamento paralelo em massa de amostras com DNA
degradado posposto foi testada através do sequenciamento de amostras
naturalmente degradadas e experimentalmente degradadas; para isso amostras de
um haplogrupo especifico foi submetida a tratamentos com DNase em intervalos de
tempo de: 5, 10, 15, 20, 30, e 45 min. Os efeitos da degradac&o foram observados
inicialmente pela tipagem com 15 STRs autossGmicos mais a amelogenina para
determinacdo sexual. A partir desta analise ficou claro que a degradacdo do DNA
esta correlacionada com o tamanho do fragmento de PCR. As andlises do DNA
degradado experimentalmente tentam aproximar ao que acontece na degradacao
real do DNA, e de fato observamos perda de poder de distingdo quando se utiliza
STR autossbmicos, dada essa informacgéo, fica clara a importancia do uso da
metodologia proposta pelo trabalho, visto que para as amostras degradadas durante
5, 10, e 15 min, obteve-se 100% de cobertura do genoma mitocondrial e ainda foi
possivel determinar o haplogrupo correto em todas as amostras de DNA
degradadas desde 5 a 45 minutos de tratamento com DNase??.

Estudos forenses e arqueoldgicos tradicionais tém utilizado o
sequenciamento das regides de controle HV1 e 2, no entanto, essa sequéncia
relativamente curta tem limitado o poder de resolucdo e pode limitar também o
poder discriminatorio entre linhagens maternas distintas. Fora da regido de controle,
a codificacdo de SNPs fornece resolucdo adicional e poder discriminatorio. Em
contrapartida, a abordagem de sequenciamento total do genoma mitocondrial € uma
solucdo universal para a obtencdo de dados de mtDNA de alta resolucdo, que
podem discriminar entre linhagens maternas relacionadas. No entanto, embora a
metodologia forneca um mecanismo para gerar sequéncias do genoma inteiro de
MtDNA de amostras dificeis e degradadas, ha uma clara necessidade para o
desenvolvimento paralelo de bases de dados de alta qualidade do genoma
mitocondrial’.

Podemos perceber uma tendéncia nos ultimos cinco anos no intuito de
realizar a tipagem total do genoma mitocondrial”?*%13, Esta tendéncia é importante
pois a tipagem do genoma mitocondrial total nos traz, além das informacfes ja
amplamente pesquisadas das regides nao codificantes, informacdes sobre as
regides codificantes que podem ser de interesse forense. Apesar de a regido de
controle (ndo codificante) ser a mais polimérfica do genoma mitocondrial, a tipagem

de mtDNA focada na amplificacdo e sequenciamento da regido de controle limita o
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poder de resolucdo a esta sequéncia curta, o que leva a perda de 70% da variagédo
presente no restante do mtDNA”.

Também pudemos perceber que alguns autores utilizam a técnica de
MPS1012 técnica esta que possui algumas vantagens se comparada com o
sequenciamento tradicional de Sanger, que é muito utilizado para analises de
amostras antigas e com pouca quantidade de DNA, e é tipicamente empregado para
0 sequenciamento apenas da regido do controle ou partes dela, pois esta técnica de
Sanger gera enormes custos e esforcos para obter perfis com esta metodologia as
normas forenses. Estudos recentes tém demonstrado tanto que a metodologia MPS
pode efetivamente recuperar perfis de genomas mitocondriais completos, mesmo a
partir de amostras forenses altamente danificadas e degradadas, e que o
sequenciamento do genoma mitocondrial completo por MPS pode ser eficaz em
termos de custos em comparagcdo com os metodos atualmente utilizados pela
comunidade forense para a geracéo de dados de mtDNA®S,

Para uma boa analise forense precisamos levar em consideracdo qual a
origem da amostra biolégica, o tipo de amostra que estamos analisando, a
guantidade de amostra que temos disponivel, a integridade do DNA da amostra em
guestao, e adicionalmente a isso, precisamos saber quais informagdes precisamos
obter, ou quais perguntas queremos responder para podermos decidir qual a melhor
forma de analisar e quais metodologias mais adequadas para obtermos tais
informacdes e repostas. Atualmente temos disponiveis diversos tipos de analises
gue podem ser feitas, com diferentes componentes do DNA das células, e
claramente cada metodologia € mais adequada a um determinado objetivo.

Muitas vezes € impraticavel sequenciar grandes porcbes do genoma
mitocondrial devido ao custo e aos esforcos necessarios para obter tal sequéncia,
até mesmo a obtencdo de perfis da regido do controle sdo custosas e caras
(especialmente em comparacdo com a tipagem por STR), em parte, porque 0s
dados desta sequéncia de mtDNA normalmente sdo utilizados quando o material
genético estad bastante limitado e/ou degradado, porém diversos métodos tém
surgido e diminuido tais custos e dificuldades de processamento?4.

Apesar do interesse da comunidade forense na recuperacao de todo o
genoma de mtDNA, mesmo com amostras degradadas e com pouca quantidade de
DNA, testes com mtDNA ainda ndo séo rotineiramente empregados pela maioria

dos laboratérios forenses de rotina. A comunidade forense tem, em vez disso, e de
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forma compreensivel, favorecendo o uso de multiplos STRs, pois eles oferecem
maior poder discriminatorio do que o genoma mitocondrial. O desenvolvimento de
mini-STR multiplex kits de maior eficiéncia estenderam a aplicacdo de testes STR

para amostras mais degradadas®®.

3.3.  Anaélises de heteroplasmias no mtDNA

O fato de misturas de mtDNA serem comuns devido a heteroplasmia e a
contaminacgdes, leva a necessidade de pesquisas que aprimorem ou desenvolvam
técnicas capazes de melhorar a discriminacdo dos diferentes tipos de mtDNA da
mistura. Além do trabalho de Maricic et al.'*, o de Holland et al.*® também propde
uma melhor identificacdo de diferentes mtDNAs e a deteccdo de heteroplasmia
através do sequenciamento de segunda geracao (SGS).

Se o método proposto nessa pesquisa for validado para tal analise o
potencial discriminatorio do sistema de tipagem através do mtDNA pode ser mais
rentavel do que os métodos tradicionais atualmente em pratica. Além disso, se o
método se revela robusto, pode ser possivel distinguir entre os diferentes parentes
maternos?®.

Os experimentos realizados pelos pesquisadores iniciaram-se com a coleta
de 33 amostras de sangue ou células bucais, de pessoas aparentadas ou nao,
sendo que foram identificadas 27 linhagens maternas diferentes. Em seguida o DNA
nuclear dessas amostras foi extraido e quantificado e a sequéncia de mtDNA foi
determinadal®.

Um total de 4% das linhagens (1 de 25) mostrou haver heteroplasmia
guando se utilizou o método de Sanger, em comparacao, 44% (11 em 25) mostrou
haver heteroplasmia quando se utilizou a abordagem do sequenciamento de
segunda geracdo. Para todas as observacdes de heteroplasmia nas 24 linhagens, o
componente de menor quantidade n&o atingiria um nivel que normalmente seria
observavel com o método de Sanger?®.

Os estudos conduzidos com a familia produziram resultados limitados, todos
0s 5 membros apresentaram polimorfismos em 16192 T, 16256 T e 16270 T. Além
disso, cada um deles tinha niveis detectaveis de SGS-heteroplasmia na posicéo
16192 C. A gama de heteroplasmia néo foi capaz de diferenciar os individuos dentro
da mesma linhagem. Mais estudos sdo necessarios para explorar um maior nimero

de linhagens. Quando amostras séo confrontadas com duas fontes de referéncia em
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um caso forense, e as duas apresentam a mesma sequéncia da regido de controle,
as perspectivas de utilizar a heteroplasmia de baixo nivel para diferenciar os dois
séo elevadas?®.

O sequenciamento de segunda geracdo como foi empregado neste estudo é
reprodutivel na deteccado de baixos niveis de heteroplasmia. Além disso, dada a
robustez dos dados e a percentagem relativamente baixa de heteroplasmia
detectada, os pesquisadores dizem ser possivel supor que o método ainda sera
reprodutivel em percentuais mais elevados de heteroplasmia. Os dados e
observacgdes descritos permitem o desenvolvimento de padrdes iniciais para relatar
variantes heteroplasmicas de baixo nivel em pesquisas e futuras em andlises
forenses?®.

Morovvati et al.}” também avaliou a presenca de heteroplasmias, porém
apenas na regiao hipervariavel do mtDNA, em amostras de sangue de 30 iranianos
gue pertencem a dez familias néo relacionadas de trés geracdes sequenciais (avo,
mae e filha), com o objetivo de avaliar raras substituicbes heteroplasmicas triplas.

A sequéncia das regides hipervariaveis foi determinada e comparada com a
sequéncia referéncia'® o que mostrou ndo haver heteroplasmia na regido HV1,
porém indicou haver heteroplasmia em duas das dez familias analisadas. Em uma
das familias a avo apresentou heteroplasmia (T/C) nas posicdes de nucledtido 146 e
151, mas na mée e na filha tal heteropasmia néo foi detectada. Em outra familia em
gue a heteroplasmia foi detectada, um caso de heteroplasmia tripla foi observada na
filha, nas posicbes dos nucledtideos 146, 151 e 295, estas heteroplasmias, no
entanto, ndo eram claras na avé nem na mae?’.

A heteroplasmia em mtDNA, como ja dito anteriormente, ndo é um
fenbmeno raro e provavelmente existe em todas as pessoas, mas uma
heteroplasmia tripla em um membro da familia em que as outras pessoas
analisadas ndo as apresentam € uma nova descoberta. Os resultados demonstram
gue uma ou duas diferencas sequenciais entre as amostras de MtDNA nao
justificam a exclusdo de relacdo entre estas. No estudo em questdo, a diferenca
média de nucleotideos entre pessoas independentes na regidao HV2 foi de 2,8
nucleotideos?’.

Desse modo, o0s pesquisadores concluiram que as proporcbes de
heteroplasmia podem mudar em uma Unica geracgéo, que os descendentes de uma

mulher podem ter diferentes genoétipos, e que a heteroplasmia pode reverter-se para
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homoplasmia em apenas duas ou trés geragcfes. A teoria do gargalo genético
sugere que o mtDNA de algumas mitocéndrias € amplificado seletivamente durante
a oogénese e/ou durante o desenvolvimento e, portanto, um genotipo mutante pode

tornar-se predominante e fixado em futuras geracgoes.

3.4. Aimportancia das bases de dados nas analises de mtDNA

Testes de DNA mitocondrial no contexto forense requerem bancos de dados
populacionais de alta qualidade e precisdo, capazes de estimar a raridade de
haplétipos questionados. Atualmente, no entanto, as bases de dados referentes ao
MtDNA disponiveis incluem apenas as informacdes da regido controle do mtDNA.

A criacéo de base de dados provenientes principalmente da regido controle
do mtDNA se deu principalmente por que as tipagens forenses envolvendo o
genoma mitocondrial tem historicamente focado nos dois segmentos hipervariaveis
da regido ndo codificadora de controle, pois esta regido possui a maior taxa de
variabilidade de todo o genoma mitocondrial, e, portanto, apresenta maior
oportunidade para a diferenciacao inter-individual. Porém, o exame restrito a essas
regides limita o poder dos testes forense utilizando mtDNA, levando a situacées em
gue os dados HV1 e HV2 ndo fornecem informacgdes discriminatorias suficiente para
distinguir linhagens maternas distintas4.

A falta de bases de dados de alta qualidade abrangendo toda a regido
codificadora do genoma mitocondrial dificulta uma compreensdo completa do valor
discriminatério que os dados desta regido poderiam fornecer a partir de individuos
aleatoriamente amostrados. O GenBank €& um banco que possui genomas
mitocondriais completos e é atualizado regularmente com novas informacdes, mais
de 15 000 hapldtipos inteiros do genoma mitocondrial estdo disponiveis. Embora
contenha um numero crescente de sequéncias completas, os dados disponiveis
ainda ndo sao satisfatérios para um banco de dados de referéncia forense, pois
estes dados ndo foram desenvolvidos para fins forenses ou com as normas
forenses, além de os eletroferogramas ndo estarem disponiveis para serem
acessados®419,

Além disso, maioria das sequéncias disponiveis no GenBank nao foram
produzidos com uma amostra aleatéria: individuos ndo aparentados que
representam grupos especificos da populacdo. O GenBank tem regulamentacao

limitada e ha sequéncias errdbneas em seu banco de dados, o que significa que um
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pesquisador utilizando dados provenientes do GenBank deve ter a competéncia e a
experiéncia necessarias para que este mesmo possa fazer o controle de qualidade
dos dados®#19,

O mesmo se aplica para o Mitomap, uma base de dados que tem sido uma
compilacdo importante de dados do mtDNA nos ultimos 28 anos, porém também
ndo foi criada e com intuitos para aplicacdo forense. O Mitomap é um banco de
dados que abrange a variacdo humana do mtDNA e sua relagdo com a evolucao
humana e com doencas. Informacfes essenciais sobre a sequéncia de referéncia
mitocondrial séo fornecidas, adicionalmente a uma extensa compilacéo de variantes
do mtDNA?0 21,

Estdo em curso esfor¢cos para melhorar e expandir conjuntos de dados
forenses sobre as regides de controle de mtDNA acessiveis ao publico; mais de
5000 novas sequéncias representando mais de 30 populacdes em breve estara
disponivel na mais recente atualizacéo da base de dados EMPOP4,

O EMPORP utiliza o método String Alignment, um algoritmo de busca
baseado em texto que converte sequéncias de consulta de banco de dados em
cadeias de nucleotideos livre de alinhamento e, assim, garante que um hapldtipo
seja encontrado em uma consulta de banco de dados, independentemente de seu
alinhamento??.

As bases de dados SWGDAM e EMPOP incluem informacgdes de haplotipos
da regidao controle do mtDNA, no entanto, novos métodos que mais facil e
rapidamente recuperaram mtDNA da regido codificante tém gerado cada vez mais
dados dessa regido, os quais estdo se tornando cada vez mais disponiveis. Embora
0 aumento de informacdo que ajuda a acessar todo o genoma mitocondrial esteja
acontecendo, e desta maneira ajudando a maximizar sua utilizacdo no campo
forense, ainda € necessario um grande aprimoramento. Desta maneira 0s
pesquisadores da éarea tém feito esforcos para aumentar em larga escala a
disponibilidade de dados de alta qualidade do genoma mitocondrial populacional,
gue possam ser utilizados como referéncia; e também para melhorar a infraestrutura
de tecnologia da informacdo necesséria para acessar os dados tornando-se
possivel seu emprego em casos forenses®.

Sendo assim, foram desenvolvidos de mais de 400 genomas mitocondriais
completos e de qualidade para aplicacao forense, a partir de amostras séricas com

baixa quantidade de moléculas de DNA. Para a geracdo desses genomas com
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gualidade forense o0s pesquisadores utilizaram um fluxo de trabalho de
sequenciamento em que quase todas as etapas de pipetagem foram realizadas
roboticamente. As altas taxas de sucesso (99,4% das vezes quando as amostras de
DNA apresentavam quantidades superiores a 10 pg) na amplificacdo e no
sequenciamento relatadas por Just et al. (2014)° demonstram que é viavel gerar
haplétipos de genoma mitocondrial completos de qualidade forense em um
ambiente que trabalha com casos de rotina forense. Neste trabalho os
pesquisadores também demonstraram que grandes fragmentos de mtDNA (> 2 kb)
podem ser recuperados a partir de amostras com moléculas de DNA preservadas
porém com baixa quantidade destas®.

A classificacdo de haplogrupos a partir da analise de SNPs presentes em
regides ndo codificantes do mtDNA tem tido sua importancia reconhecida, deste
modo muitos métodos para a analise destes SNPs tém sido desenvolvidos com o
intuito de reconhecer estes haplogrupos. Nunotani et al.>® objetivou desenvolver
sistemas completos de analise de haplogrupos de mtDNA utilizando primers
projetados para a classificagdo de amostras de DNA altamente degradadas. Para
avaliar a eficacia destes sistemas no agrupamento de DNA degradado, foi utilizada
uma amostra de osso antigo de um esqueleto Jomon, descoberto no local do
Shimekake em Nagano no Japao.

As amostras utilizadas no estudo foram coletadas de 214 japoneses adultos,
saudaveis e ndo aparentados. O DNA foi extraido ua partir de sangue ou células da
mucosa bucal. A ossada analisada é estimada como pertencendo ao periodo
Jomon, de 3300 a 2200 anos atras, e foi utilizada como amostra de DNA altamente
degradada. Os 46 SNPs da regido codificadora do mtDNA foram escolhidos com
base em um banco de dados de mtSNP (http:.//www.phylotree.org/) e também
baseados em relatos anteriores, a fim de classificar os individuos em classes e
subclasses de haplogrupos?®. Os sistemas utilizados demonstraram ser poderosos
instrumentos de rastreio para os principais haplogroups de mtDNA prevalentes na
populacdo japonesa; além disso, estes sistemas sdo capazes de analisar amostras
de DNA altamente degradadas em estudos forenses 23,

Outro trabalho que objetivou a recuperacdo e o desenvolvimento de
haplétipos de qualidade forense desenvolveu 588 haplétipos de genomas
mitocondriais completos, abrangendo trés grupos da populacdo dos EUA (afro

americanos, caucasianos e hispanicos), as amostras de sangue foram coletadas
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aleatoriamente e de todas as amostras 175 eram de Africano-Americano, 275 de
Caucasianos, e 175 hispanicos. As amostras foram submetidas a extracdo do
genoma mitocondrial através da utilizacdo de pipetagem robdtica; em seguida
algumas, mas nao todas as amostras de mtDNA foram quantificadas antes da PCR,
usando o PCR quantitativo. A amplificagdo do genoma mitocondrial completo foi
realizada com oito amplicons sobrepostos e mais uma vez foram utilizados
processamentos roboticos?s.

Das 625 amostras que foram coletadas e submetidas a PCR, 37 foram
excluidas devido a falha de PCR em duas ou mais das oito regifes alvo do genoma
mitocondrial. Entre as 242 amostras quantificadas, 12 amostras foram excluidas
devido a mdltiplas falhas de PCR, e todas estas amostras apresentavam
guantidades inferiores a 10 pg/ml de mtDNA. Falhas no PCR podem ocorrer devido
a mutacdes no local de anelamento dos primers. Um total de 52 polimorfismos
foram encontrados em todas as regides de anelamento dos 16 primers em 46 das
588 amostras processadas (7,8%)'3. O estudo aderiu as regras de alinhamento
filogenético com referéncia a atual filogenia de mtDNA, além disso, repetidas
revisbes dos dados brutos foram realizadas e a inclusdo de varias medidas de
controle de qualidade asseguram que os haplotipos atendem aos mais altos
padrées de qualidade de dados e s&o apropriados para o uso forense??,

Quando comparados os dados obtidos neste estudo (588 haplétipos) com
haplétipos presentes nas bases de dados AFDIL (Armed Forces DNA Identification
Laboratory) e EMPOP foram identificadas 27 discrepancias em 23 amostras, sendo
gue a taxa de nao concordancia foi de 4,6%. A maioria destas discrepancias (70%)
foi devido a heteroplasmias nao identificadas ou incorretamente identificadas tanto
no AFDIL quanto no EMPOP?3,

No total, 588 haplétipos dos genomas mitocondriais completos foram
gerados: Afro Americano 170; Caucasiano 263 e Hispanicos 155. Para a amostra da
populacdo Afro Americana, o aumento do numero de haplétipos Unicos que seriam
detectados pelo sequenciamento de HV1 e HV2 em comparacdo com o
sequenciamento da regido HV1 sozinha € de 13,2%; e aumentando o
sequenciamento de HV1 e HV2 para tipagem completa da regido CR aumentaria o
namero de haplétipos Unicos detectados em 8,3%. Em comparacdo com o

sequenciamento da regidao CR, o sequenciamento do genoma mitocondrial completo
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aumentaria o numero de haplétipos Unicos em 29,2% para esta amostra da
populagéo?®s.

Trezentos e noventa e trés haplogrupos distintos foram atribuidos aos 588
haplotipos reportados neste estudo. Em média, o sequenciamento do genoma
mitocondrial completo aumentou a propor¢éo de hapl6tipos Unicos em cada amostra
populacional 19,3% em comparagdo com o sequenciamento da regiao CR, e 35,2%
em relacdo as regibes HV1/HV2, dados que revelam claramente o poder
discriminatério de tipagem do genoma mitocondrial completa entre amostragem
aleatéria de individuos. Os dados obtidos neste trabalho estardo disponiveis para
consulta em uma préxima versdo do EMPOP, e no GenBank %3,

Diversos autores ®'314 falam sobre a importancia de bases de dados de
MtDNA com dados de boa qualidade para utlizacdo forense. Apesar de a
comunidade cientifica estar trabalhando para a melhora dos dados, atualmente o
aumento da quantidade de informacbes geradas pelo sequenciamento total de
genomas mitocondriais e 0 avanco das tecnologias capazes de realizar esse
sequenciamento ndo estdo em concordancia com a quantidade de dados disponivel,
assim, sdo necessarios esforcos futuros para o desenvolvimento de bases de dados
de mtDNA de toda populacdo em bancos de dados de referéncia adequados para

comparacdes forenses.

3.5. Uso do mtDNA - Diretrizes e aspectos legais

A DNA Commission of the International Society of Forensic Genetics (ISFG) publica
regularmente orientacdes e recomendacdes relativas a aplicacdo de polimorfismos
de DNA para a questédo da identificacdo humana. Uma publicacédo da ISFG em 2000
dirigiu-se a analise e interpretacdo de mtDNA no uso de casos forenses. Com base
nas diretrizes da ISFG, os desafios que cercam os estudos de casos envolvendo o
MtDNA e os desafios do desenvolvimento de uma base de dados populacional, os
guais surgiram desde o estabelecimento destas diretrizes e a partir do
desenvolvimento das técnicas e do uso do mtDNA para fins forenses ?4.

A contaminacdo € uma das maiores preocupacfes quando se trata de
testes de mtDNA, ja que este € extremamente sensivel, mais do que 0s outros
métodos baseados em PCR forenses. Tendo isto em mente, a ISFG criou algumas
recomendacdes gerais para evitar este problema, tais medidas se aplicam tanto no

uso forense do mtDNA quanto no seu uso para criagdo de bases de dados
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populacionais. Sao elas: Condi¢cbes laboratoriais apropriadas, isso inclui espacos,
instrumentos, vestimentas e reagentes dedicados somente ao uso para testes de
MtDNA; o uso de controles (controle negativo, branco de reagente e controles
positivos), os quais devem ser utilizados durante todos os processos laboratoriais;
tolerancia a baixos niveis de contaminacao ja que esta pode levar a resultados
falsos positivos; sequéncias redundantes devem ser obtidas para cada posi¢cao do
mtDNA para incluir ambos os iniciadores de sequenciamento quando possivel;
sequencias de consenso devem ser determinadas utilizando um software dedicado
para o alinhamento de dados brutos com base na sequéncia de referéncia de
Cambridge; sequéncias dadas como de consenso devem ser confirmadas por uma
segunda andlise dos dados brutos independente da anterior e, por fim, recomenda-
se a participacdo regular em programas de proficiéncia para laboratorios forenses
que utilizam teste de mtDNA?4,

Ao longo da ultima década, muitos tipos de erros tém sido detectados em
uma série de estudos genéticos populacionais envolvendo o mtDNA. Esses erros
foram atribuidos a contaminacdo e ao manuseamento das amostras, bem como
erros de escrita e de transcricdo, porém mais comumente, os erros tém sido
atribuidos a erros de interpretacdo de sequéncia decorrentes da fraca qualidade de
dados brutos. Medidas para minimizar estes tipos de erros foram publicadas pela
ISFG e citadas acima?“.

Quando se trata de testes em amostras degradadas o maior obstaculo &
realizar o sequenciamento do DNA. Desta forma, os passos laboratoriais que
precedem o sequenciamento sdo criticos para a recuperacdo do DNA da amostra,
sem gque haja contaminagcdo. A fim de evitar a contaminacdo nas varias etapas
criticas, algumas diretrizes devem ser seguidas quando ha processamento de
amostras: salas onde as amostras sdo extraidas e salas onde as reacdes de
amplificacdo sdo preparadas devem ser fisicamente separadas das salas onde o
DNA é amplificado e manipulado. Cada laboratorio deve dispor de equipamentos
préprios, de modo a que transferéncias entre laboratérios de pré-PCR e p6s-PCR
sejam evitadas ao maximo. Além disso, controles experimentais devem ser inclusos
em todas as etapas de processamento laboratorial. Réplicas dos testes devem ser
realizadas em todas as amostras, para assegurar resultados consistentes e
reprodutiveis; e, finalmente, os dados devem ser avaliados criticamente, para

garantir que eles apresentem uma logica®®.
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Como a contaminagdo é sempre uma preocupacao ao lidar com amostras
forenses, podemos imaginar que o sequenciamento total do genoma mitocondrial
com diversas etapas para esse processo possa ser uma grande fonte de
contaminacao, porém a utilizagdo de enriquecimento do mtDNA como mostrado em
711 com objetivo de recuperar o genoma mitocondrial completo reduz estas
preocupacdes com o teste de DNA mitocondrial, além disso, também reduz a
preocupacdo com a mistura de amostras, ja que muito menos etapas e trocas de
tubos sdo utilizadas na metodologia abordada .

Muitos problemas éticos e legais surgem na preparacdo de uma base de
dados de DNA e estes problemas sao especialmente encontrados durante a andlise
dos regulamentos legais sobre o assunto. Existem basicamente trés grupos
principais de possibilidades quando se lida com bases de dados: Um sistema
baseado em uma analise de DNA fingerprinting geral da populagéo e a conservacéo
da analise de perfil de DNA de todas as evidéncias encontradas na cena do crime;
um sistema baseado na analise de DNA de amostras de uma lista especifica de
crimes e apenas o registro dos perfis de DNA de todas as evidéncias encontradas
na cena do crime para estes crimes especificos; e um sistema baseado na analise
especifica de um caso, as amostras sO sdo colhidas de individuos que sao
considerados com uma grande ligagdo com o crime sob investigacdo, e uma
comparacdo dos elementos de prova que foi coletado na investigacdo deste
determinado crime?.

O primeiro sistema possui vantagens como uma maior eficiéncia policial ja
gue tendo o perfil de todos os cidadaos € mais facil de haver uma coincidéncia dos
perfis, além disso, esse sistema permite a igualdade de todos os cidadéos, ja que
todos eles teriam seu perfil genético registrado, porém esse sistema gera
desvantagens como a sujeicdo forcada de todos os individuos a cederem amostras
bioldgicas, incluindo aqueles que néo tém ligacdo nenhuma com o crime, 0 que gera
um enorme gasto econdmico, no processamento das amostras?°.

O segundo sistema apresenta vantagens como a analise da
proporcionalidade entre a liberdade pessoal e seguranca dos cidaddos, e possui
desvantagens, pois para a aplicacdo desse sistema seria necessaria uma legislacéo
muito detalhada, o que leva a outra desvantagem que € a dificuldade de intercambio

internacional de informacdes?®.
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J& o terceiro sistema apresenta vantagens como aumento da possibilidade
de reintegracdo uma vez que a sentenca foi dada. E desvantagens como a
eficiéncia minima ao investigar um crime com um autor desconhecido?.

Acreditamos que o sistema que melhor se aplicaria no caso brasileiro € o
segundo, ja que um sistema semelhante, a Rede Integrada de Bancos de Perfis
Genéticos, tem sido aplicado para o emprego em amostras de DNA nuclear. A
devida insercao de perfis, no banco de perfis genéticos, das amostras biolégicas
(vestigios) deixadas por infratores nos locais de crime ou no corpo das vitimas
poderem ser confrontados entre si, 0 que pode ajudar na deteccdo de crimes
seriais, podem ser confrontados com perfis genéticos dos individuos cadastrados
como condenados e identificados criminalmente - nos termos da Lei n° 12.654, de
28 de maio de 2012. Sendo assim, € possivel que esta rede seja expandida,
incorpotando perfis genéticos de mtDNA26,

4. Concluséao

O mtDNA pode ser uma oOtima alternativa na tipagem de DNA quando o DNA
nuclear esta disponivel em pequenas quantidades, degradado ou contaminado e a
possibilidade de realizar testes com o DNA nuclear € pequena. Devido ao maior
numero de copias de mtDNA por célula, e ao fato deste DNA ser circular, e presente
dentro de uma organela com membrana celular dupla, o mtDNA possui certa
protecdo quanto ao grau de degradacdo. Além disso, o0 mtDNA é capaz de ligar
pessoas a sua linhagem materna, ja que este possui heranca exclusivamente
materna.

Com a revisao realizada nesse trabalho podemos perceber que ha uma
grande tendéncia em analisar e sequenciar o0 genoma mitocondrial inteiro, e ndo s6
as regides nao-codificantes como anteriormente, desse modo tem surgido diversas
metodologias capazes de realizar esta analise, mas ainda nao foi estabelecida uma
metodologia ouro para a andlise em questdo. Podemos perceber também que tem
se despendido esforcos no sentido de encontrar e analisar as heteroplasmias
presentes no mtDNA devido a sua capacidade de ajudar na identificacdo, por fim
também foi possivel perceber a tendéncia com a preocupacao na criacdo de bancos
de dados que possam ser utilizados de modo sistematico e de qualidade forense.

Apesar de a analise de mtDNA ainda ndo ser empregada nos laboratorios

de rotina forense este é um assunto que tem sido amplamente estudado pela

L. B. Pinto et al.
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comunidade cientifica e este endossamento no conhecimento do assunto € sempre

benéfico, podendo ajudar na implementacdo de novos métodos, barateando o uso

destas analises, além de auxiliar na criacdo de kits que possam ser amplamente

utilizados.
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