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Resumo

Desde a sua introducdo, em meados de 1980, o teste de DNA forense tem
desempenhado um papel importante na comunidade de justica auxiliando na convicgédo
de culpados e exoneragéo de inocentes. O objetivo deste trabalho foi fazer uma reviséo
bibliografica no formato narrativa sobre o uso do DNA mitocondrial como uma
ferramenta importante para utilizacdo forense. O mtDNA representa apenas em torno de
1% do DNA total das células, porém tende a acumular mais mutacdes do que o DNA
nuclear. Em 1984, quando o primeiro perfil de DNA foi produzido, os progressos da
analise de DNA foram admiraveis: ficaram mais sensiveis, precisos, rapidos e com um
menor custo. No futuro, espera-se que as técnicas de biologia molecular sejam
aprimoradas e que novos e melhores métodos sejam desenvolvidos, a fim de que a
maioria dos casos de investigacOes forenses tenham um desfecho que ndo possa ser
questionado nos tribunais.

Palavras-chave: DNA forense, justica, revisao, DNA mitocondrial, perfil, tribunais.

The use of mitochondrial DNA in forensic analysis.

Abstract

Since its introduction in mid-1980, the forensic DNA testing has played an
important role in the justice community assisting in the conviction of guilty and
exoneration of the innocent. The objective of this work was to make a literature review
in narrative format on the use of mitochondrial DNA as an important tool for forensic
use. The mtDNA is only around 1% of total cell DNA, but tends to accumulate more
mutations than nuclear DNA. In 1984, when the first DNA profile was produced, DNA
analysis of the progress has been remarkable: they were more sensitive, accurate, fast
and with lower costs. In the future, it is expected that molecular biology techniques are
improved and that new and improved methods are developed, so that most cases of
forensic investigations have an endpoint that can not be questioned in court.

Keywords: Forensic DNA, justice, review, mitochondrial DNA, profile, court.
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1 INTRODUCAO

Desde a sua introducdo, em meados de 1980, o teste de DNA (&cido
desoxirribonucleico) forense tem desempenhado um papel importante na comunidade
de justica auxiliando na conviccdo de culpados e exoneracdo de inocentes. A
recuperacdo de vestigios de DNA da cena do crime é de importancia crucial para
reconstruir e resolver crimes, além de fornecer provas objetivas ao sistema criminal
(BUTLER, 2015a).

H& dois tipos de DNA nas células humanas, sendo que um deles pode ser
encontrado nos cromossomos do nucleo (DNA nuclear) e o outro nas mitocéndrias
(DNA mitocondrial). O DNA nuclear possui uma molécula linear, com cerca de 3,2
bilhdes de pares de bases e 0 DNA mitocondrial € uma molécula de forma circular e
com dupla fita, com mais de 16.000 pares de bases (BORGES-OSORIO; ROBINSON,

2013), que estdo representados nas figuras a seguir.

Figura 1. Molécula de DNA nuclear Figura 2. Molécula de DNA mitocondrial
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Fonte: Sterky e Lundeberg (2000) Fonte: Sprouse (2014)

A andlise do DNA mitocondrial (mtDNA) pode ser empregada quando restos
degradados de amostras sdo encontradas no tratamento de casos forenses ou casos de
identificacdo humana e também em situacdes em que um individuo estad em falta ou
incapaz de fornecer uma amostra biologica e um parente materno vivo esta disponivel
para fornecer a amostra de mtDNA necessarias para fins de comparacdo (HOLLAND;
HOLLAND; MELTON, 2012). Se tratando de amostras bioldgicas muito velhas e em
alto estado de degradacdo, sua andlise é mais eficaz, j& tendo sido utilizada para
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identificar vitimas de casos arquivados, desastres em massa (tsunami e terremotos),
casos historicamente importantes (guerras) e casos com material biolégico limitado
(TEMPLETON, 2013).

Sua analise evoluiu para se tornar uma parte indispensavel e de rotina do
tratamento de casos forenses modernos, empregando técnicas extremamente sensiveis
para analisar cada material. Suspeitos podem ser ligados a cenas de crime, ou de uma
cena de crime para outra, usando provas de DNA a partir de tdo pouco quanto a saliva
em uma ponta de cigarro ou as células da pele em um volante (JOBLING; GILL, 2004).

A utilizacdo deste DNA possui quatro principais vantagens sobre o DNA
nuclear: (1) milhares de cépias de mtDNA estdo presentes em uma célula em
comparagdo com duas cépias do DNA nuclear, levando a maior sensibilidade; (2)
mtDNA é herdado da mée, permitindo parentes maternos distantes serem comparados
com as amostras analisadas para o teste de hipdteses ou relacionamento quando o
fornecedor original da amostra ndo esta disponivel; (3) o MtDNA é mais estavel a acdo
de agentes ambientais; (4) pode-se conseguir uma quantidade maior deste DNA mesmo
se a amostra € limitada e se estd em um alto nivel de degradag¢do (MELTON, 2005).

Muitas técnicas podem ser usadas hoje em dia para analisar a molécula de DNA,
dentre elas estdo: Polimorfismo de fragmentos de restricdo (RFLP) que foi um dos
primeiros métodos forenses utilizados e necessita de uma grande amostra de DNA;
Sequenciamento do DNA, onde é determinada a ordem dos nucleotideos (HARRIS,
2001). Eletroforese de DNA em gel, que é utilizada para identificar, quantificar e
purificar fragmentos de &cidos nucleicos resultando na separa¢do com base no tamanho.
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) que é a mais utilizada na analise de mtDNA
pois consegue trabalhar com quantidades muito pequenas do mesmo e amplifica
sequéncias especificas (BUCHOLTZ; DAVIS, 2011).

As vantagens da PCR incluem a sua velocidade, sensibilidade, e também a
capacidade de processar muitas amostras a0 mesmo tempo além de tornar possivel
levantar um perfil de DNA a partir de uma pequena gota de sangue, cabelo, 0ssos,
dentes, saliva, ou sémen (BUTLER, 2010).

Além disso, 0 mtDNA tem se revelado uma importante ferramenta molecular
para estudos a respeito da ancestralidade humana. Ele apresenta caracteristicas que
possibilitam o acumulo sequencial, ou seja, cronologico, das muta¢des ocorridas ao

longo da evolucdo da humanidade. Assim, as mutacGes exclusivas de uma populacdo
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habitando um continente especifico ou de uma populacdo possibilitam aos
pesquisadores estudar a historia de formacéo e as relacdes entre as popula¢des humanas
(GONCALVES, 2007).

Os avangos na compreensdo genética e nas técnicas laboratoriais fizeram das
evidéncias de DNA uma ferramenta valiosa no sistema de justica criminal e que
também tém incentivado o interesse publico (HARRIS, 2001).

O objetivo deste trabalho é apresentar o uso do DNA mitocondrial como uma

ferramenta importante para utilizacdo forense.

2 METODOLOGIA

O presente trabalho consiste em uma revisao bibliogréfica no formato narrativo
que € caracterizado por publicagdes amplas, adequadas para discutir e descrever o
desenvolvimento de um determinado assunto, atraveés de um ponto de vista tedrico ou
contextual (ROTHER, 2007).

Foram utilizadas fontes eletrénicas de dados bibliogréficos nacionais e
internacionais como PubMed, Bireme, EBSCO, Science Direct e a base do “Journal of
Forensic Sciences”, por meio de consulta pelas palavras-chave: “DNA forense”
(forensic dna), “DNA mitocondrial” (mitochondrial dna), “forense” (forensic), “PCR-
RFLP”, “biologia molecular” (molecular biology), “investigacdo criminal” (criminal
investigation), “haplogrupos humanos” (human haplogroups), ‘“heranga materna”
(maternal inheritance) e “polimorfismo” (polymorphism). As palavras chave foram
utilizadas duas a duas ou trés a trés com o auxilio do conector “AND”. Além disso,
também foram obtidos artigos nas referéncias bibliograficas dos trabalhos encontrados.

O foco principal foram artigos escritos em portugués, inglés e espanhol, com
delimitacdo de tempo entre os anos de 2000 a 2016, porém também foram utilizados

trabalhos classicos e conceituais publicados antes desse periodo (1998 e 1987).

3 DESENVOLVIMENTO

3.1 DNA mitocondrial
As moléculas de DNA que compdem o genoma humano estdo localizadas dentro
do ndcleo de cada célula. No entanto, hd& um genoma pequeno e circular encontrado

dentro da mitocondria, a organela produtora de energia celular, que reside no
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citoplasma. O nimero de moléculas de DNA mitocondrial (mtDNA) dentro de uma
célula pode variar consideravelmente. Em média existem 4-5 cOpias por mitocondria,
porém, cada célula pode conter centenas de mitocéndrias fazendo esse nimero chegar a
1.000 em cada uma. E esta amplificacdo de moléculas de mtDNA em cada célula que
permite maior sucesso com amostras biologicas que podem ter sido danificadas com
calor ou umidade (BUTLER, 2005).

O mtDNA representa apenas em torno de 1% do DNA total das células, porém
tende a acumular mais mutagdes do que o DNA nuclear, devido a sua proximidade com
a cadeia respiratoria onde sdo produzidas espécies reativas de oxigénio (BUCKLETON,
2014).

3.2 Estrutura e composicao

O DNA mitocondrial possui uma cadeia dupla com aproximadamente 16.569
pares de bases e possui 37 genes que codificam para produtos utilizados no processo de
fosforilagdo oxidativa ou producdo de energia celular. H& também uma regido controle
de 1122pb que contém a origem de replicacdo para uma das vertentes do mtDNA, mas
ndo codifica para quaisquer produtos de genes e €, portanto, referida as vezes como
regido “ndo-codificante”. O nimero total de nucleotideos no genoma mitocondrial pode
variar devido as pequenas mutacBes que sdo inser¢bes ou exclusdes. Os 37 genes
transcritos de mtDNA encontrados na “regido codificante” incluem 13 proteinas, 2
RNAs ribossomais (rRNA; 16S e 12S) e 22 RNAs transportadores (tRNA) (BUTLER,
2005).

A estrutura e organizacdo do gene de mtDNA é altamente conservada entre
mamiferos. As cadeias duplas desse DNA podem ser diferenciadas com base na
distribuicdo assimétrica de guanina e citosina que resulta em uma diferente densidade de
flutuacdo de cada cadeia e permite sua separacdo (pesada e leve). A composicdo geral
da base é de 44% (G + C), sendo a cadeia pesada rica em guaninas e a cadeia leve rica
em citosinas. A maioria das informacdes séo codificadas na cadeia pesada (H), com os
genes para dois rRNAS, 14 tRNAs e 12 polipeptidios. A cadeia leve (L) codifica para 8
tRNASs e um unico polipeptidio (STRACHAN; READ, 2011).



3.3 D-loop

Hé também outra regido no mtDNA denominada “D-loop” que consiste em uma
separagdo de cadeias localizado em uma regido especifica do genoma mitocondrial. A
maioria das sequéncias associadas com iniciagdo da replicacdo do mtDNA ou
transcricdo estdo na proximidade da regido D-loop. A maior parte dessa regido contém
sequéncias ndo-codificantes e incluem regides hipervariaveis (JORDE et al., 2000). A
maior parte da variacdo de sequéncias entre individuos é encontrada nesses dois
segmentos especificos da regido de controle: a regido hipervariavel 1 (HV1) e da regido
hipervariavel 2 (HV2). Tipicamente, HV1 abrange a regido 16.024 a 16.365 e HV2
abrange as posicdes 73 a 340 (BUDOWLE et al, 2003). Também € considerada uma
terceira regido hipervariavel (HV3) que compreende as posi¢des 438 a 576. No entanto,
ndo existem dados relacionados a sua frequéncia heteroplasmica e, portanto, nao se sabe
a respeito do seu beneficio em relacéo a pratica forense (CICARELLI, 2010).

Na figura a seguir se observa a estrutura e composicdo de uma molécula de

DNA mitocondrial, onde se destaca sua regido controle (D-loop).

Figura 3. Molécula de DNA mitocondrial humana.

16024 16365 173 340 438
[ Hv1 HV2 HV3 |
16024™-., Regido controle (D-loop) .. 576 22 tRNAs
"""" < O
TN <-|H JF12s 2 rRNAs
Cadeia \E . HNA
pesada 13 genes
(H) \ '
L1
ND5 ND1
L2 g g |
2. 16 569’ bp 4
Cadeia fo) 2
ND4 leve ND2
ND4L
Delecdo de
9bp

Fonte: Adaptado de BUTLER (2005).

O pequeno tamanho de cada regido permite sua amplificacdo por PCR e, por

conseguinte, HV1 e HV2 séo rotineiramente destinados para fins de testes forenses e
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tém sido muito Gteis no estudo da evolucgédo de eucariotos e, mais especificamente, das
populacdes humanas. Ao contrario do DNA nuclear, 0o mtDNA é herdado da mée. Com
excecdo das mutacoes, a sequéncia de mtDNA de irm&os e todos 0s parentes maternos €
idéntica, sendo uma caracteristica Util em casos forenses, tais como, analisar os restos de
uma pessoa desaparecida, uma vez que, 0s parentes maternos conhecidos podem
fornecer amostras de referéncia para comparacao direta com o tipo mtDNA questionado
(HAGELBERG et al., 2000).

A Dbaixa fidelidade da DNA polimerase do mtDNA e a aparente falta de
mecanismos de reparo sdo responsaveis por uma maior taxa de mutacao nessa molécula.
Algumas regibes parecem evoluir taxas de mutacdo 5-10 vezes mais do que a dos genes
nucleares de coOpia Unica. Estas regifes sdo de interesse para testes de identidade
humana devido a sua consequente hipervariabilidade (HELGASON et al., 2001).

A existéncia de inumeros mMtDNAs por célula pode gerar a heteroplasmia,
ou seja, a coexisténcia de dois ou mais genomas mitocondriais diferentes em uma
célula ou tecido do mesmo individuo, podendo ser de sequéncia (posi¢des
diferenciadas dos nucleotideos) ou de comprimento (quando ocorrem delecdes ou
insercOes de bases nitrogenadas) (MELTON, 2005; HIORT et al., 2010).

Abaixo, estdo representadas as heteroplasmia de sequéncia e de comprimento

quando visualizadas por meio de um cromatograma.

Figura 4. Heteroplasmias de sequéncia e comprimento.

A

b BT 8T ATIEIT 6 &'FT ACKA T

N
f
/
N

|

f\ \ AN ‘."' \

PA Y A AL VEVIED N <

f A7 A 1\/\1 \ \\ “\ \\_,"' ‘..' / M N / \ N “1 \
LXAX YV P Y N XXX

!

Fonte: Butler (2005).

A variabilidade genética entre os individuos é gerada pela sequéncia de bases

presentes no DNA que, apesar de serem apenas quatro, podem combinar-se formando



milhGes de sequéncias diferentes. No genoma humano podem ocorrer variacdes no
DNA entre individuos que se designam por polimorfismos (BUTLER, 2010).

Dentre os existentes destaca-se o Polimorfismo de Nucleotideo Simples (SNPs)
que define-se como uma variacdo estavel na sequéncia de DNA, que ocorre quando um
unico nucleotideo — A, T, C, ou G — no genoma difere entre sequéncias homologas, quer
devido a alteragdes de bases ou por insercdo ou delecdo de uma ou poucas bases
(FUCHS; PODDA, 2005).

Em seguida, na imagem é possivel observar esta alteracdo caracteristica do DNA

mitocondrial.

Figura 5. Representacdo de um polimorfismo de nucleotideo simples (SNP).
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Fonte: Luftig e Richey (2001)

Essas substituicbes (transi¢cGes) nucleotidicas sdo em sua maioria: 65% entre
purinas (Guanina e Adenina) ou entre pirimidinas (Citosina e Timina), enquanto 0s
outros 35% ocorrem entre uma purina e uma pirimidina (transversdes) (MARTINO;
MANCUSO; ROSSI, 2010).

Os SNPs sdo encontrados em regides codificadoras e, principalmente, néo-
codificantes. SNPs nas regides codificadoras podem alterar a estrutura da proteina
traduzida por essa regido de codificacdo, como também, podem ndo provocar nenhuma
mudan¢ca (MOROVVATI; MOROVVATI; RANJBAR, 2011).

Podem ser caracterizados como marcadores moleculares quando ocorrem em
mais de 1% da populacdo, pois quando essas variacfes sdo relatadas com uma
frequéncia menor que este valor, sdo consideradas apenas como mutagdes pontuais
(MAAGAARD, et. al. 2006).

A abundancia de SNPs e a facilidade com que eles podem ser medidos fazem

estas variag0es geneéticas significativas. Uma de suas vantagens € que exigem
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fragmentos de DNA extremamente pequenos e, em fungédo disso, sua analise pode ser
bem sucedida com as amostras que sdo demasiadamente degradadas nas quais se
recuperou pouco material bioldgico, tornando-o um marcador de grande interesse para a
andlise forense (HOUCK, 2015).

3.4 Herancga materna

Em questBes de heranca, 0 mtDNA é inteiramente materno pois no processo de
fecundagdo quando o espermatozdide fertiliza o 6vulo, sé levara sua cabega deixando
Seu corpo para tras, e € na peca intermediaria do corpo que estdo todas as mitocondrias
paternas, logo, o embrido desenvolvido terd em suas células mitocondrias formadas a
partir das que estavam presentes no ovocito 11, ou seja, mitocondrias iguais as da mée, e
estando localizado fora do ndcleo das células, ndo esta sujeito a recombinacdo genética
durante a meiose (SATO; SATO, 2013).

O mtDNA também pode determinar o grau de parentesco nas populacdes atuais
e, consequentemente, a antiguidade relativa de cada ramo populacional. Usando seu
namero de polimorfismos e levando em conta suas taxas de mutacéo, pode ser utilizado
como reldgio bioldgico (MACHADO, 2010).

3.5 Eva mitocondrial
O melhor modelo de reconstrucdo da evolugéo a partir do mtDNA foi realizado
em 1° de janeiro de 1987 sob autoria de Rebecca Cann, Mark Stoneking, e Allan C.
Wilson. Foi produzido um artigo cientifico no qual esses trés cientistas divulgaram que
todos os seres humanos modernos poderiam tracar sua ascendéncia de volta para uma
unica mulher que viveu 200.000 anos atras na Africa. Esta mulher foi apelidada de
"Eva" (também conhecida como "Eva mitocondrial") (HARRUB; THOMPSON, 2003).
Como o mtDNA ocorre em quantidades relativamente pequenas e, uma vez que,
0s pesquisadores queriam a maior amostra possivel de cada pessoa, eles decidiram usar
placentas humanas como fonte do mtDNA. Foram selecionadas 147 mulheres gravidas
de varias origens geogréaficas: 20 africanas, 34 asiaticas, 46 caucasianas, 21 aborigines
australianas, e 26 aborigenes da Nova Guiné. Com base no estudo de RFLPs, ou seja,
polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo, foram elaboradas arvores
filogenéticas que apontaram para um anico ancestral comum africano de ambos 0s
ramos (CANN; STONEKING; WILSON, 1987).
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A medida que os cientistas consideravam vérias popula¢des humanas, 0s
africanos pareciam mostrar uma variagdo genética muito maior do que os ndo-africanos
(ou seja, asiaticos, europeus, americanos nativos das ilhas do Pacifico). De acordo com
0s bidlogos moleculares, este aumento da variabilidade é o resultado de populagdes
africanas serem mais velhas, portanto, terem tido mais tempo para acumular mutacdes e
divergirem um do outro. Este pressuposto que levou os pesquisadores a postular que a
Africa era o antigo "berco da civilizagdo" a partir do qual toda a humanidade havia
emergido (WILLIAMS, 2002).

Tendo concluido que o grupo Africano era 0 mais velho, os pesquisadores
queriam descobrir o quao velho o grupo poderia ser. Para isso, usaram o "relogio
molecular" que, neste caso, foi baseado em mutacbes no mtDNA. A taxa a qual o
relégio marcou foi determinada a partir da acumulacdo de alteracbes ao longo de um
determinado periodo de tempo (MORRIS, 2000).

Em primeiro lugar, eles compararam o mtDNA dos seres humanos com o de
chimpanzés, e entdo usaram paleontologia e dados moleculares adicionais para
determinar a idade do ancestral comum. Este revelou uma taxa de mutacdo na faixa de
2% a 4% por milhdo de anos. Em segundo lugar, eles compararam 0s grupos em seu
estudo que estavam perto geograficamente e tomaram a idade do ancestral comum
desde os tempos estimados. Mais uma vez o resultado foi de 2% a 4% a cada milhdo de
anos (RODRIGUEZ-TRELLES; TARRIO; AYALA, 2001).

Tendo o ancestral mitocondrial comum divergido de todos os outros por 0,57%,
ela deve ter vivido em aproximadamente 200.000 anos atras (HARRUB; THOMPSON,
2003). No entanto, isso ndo significa que ela foi a primeira mulher moderna, mas sim

indica que apenas seus descendentes sobrevivem até os dias atuais (PARRY, 2010).

3.6 Haplogrupos

Neste longo periodo de tempo, conforme a espécie humana emigrou da Africa e
ocupou diferentes regides da terra, ocorreram mutagdes consecutivas no DNA
mitocondrial, originando diferencas geograficas nas linhagens do mtDNA. Mutagdes
ocorridas em certa regido geografica tornaram-se marcadores da origem da
matrilinhagem naquela determinada regido. Apesar de cada matrilinhagem ser

caracterizada por um haplétipo distinto, elas possuem caracteristicas e distribuicdes
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geograficas em comum, possibilitando serem reunidas em grupos de haplotipos que
recebem o nome de haplogrupos (ALVES-SILVA et al., 2000).

Sendo assim, as linhagens de mtDNA de todo o mundo dividem-se em quatro
conjuntos, os haplogrupos LO, L1, L2 e L3. A primeira linhagem a se ramificar a partir
da Eva mitocondrial foi LO. Este haplogrupo é encontrado em altas proporgdes entre a
Africa do Sul e Africa Oriental. Os haplogrupos L1 e L2 sio especificamente africanos,
enquanto L3 pertence ao continente africano, porém deu origem a dois haplogrupos que
se dispersaram pelo mundo inteiro e pode ser subdividido em haplogrupos
caracteristicos de populacdes africanas, amerindeas, asiaticas, australianas e européias
(BROWN, 1998).

Os haplogrupos M e N, representam as linhagens do resto do mundo fora da
Africa, descendem de L3, sendo que esta possui cerca de 84.000 anos de idade. Alguns
pesquisadores acreditam que apenas algumas pessoas deixaram a Africa em uma Unica
migracdo que passou a povoar o resto do mundo, com base no fato de que apenas
descendentes de L3 sdo encontradas fora da Africa (GROUCUTT, et. al. 2015).

Com a migracdo dos seres humanos, enquanto o haplogrupo N foi direcionado
para a Eurasia e Américas, linhagens do haplogrupo M foram para a Asia, Australia e
também para o continente Americano dando origem aos haplogrupos C, D, G, Qe Z
(ELSON, 2001). Na Europa, o haplogrupo N deu origem a maioria dos haplogrupos,
sendo estes: X, W e | caracteristicos da Europa, F pertencendo a Asia, S e P a Australia
S, A e B que compreendem as Américas. Além de R, que é a raiz dos haplogrupos
europeus H, J, K, T, U, V, que surgiram por volta de 39.000-51.000 anos tras
(STEWART; CHINNERY, 2015).

Os estudos do seqiienciamento gendmico de mtDNA identificaram muitos sub-
haplogrupos diferentes que definem a arvore filogenética contemporanea (WALLACE;
CHALKIA, 2013).

Abaixo na figura 2 pode se perceber o fluxo de migracdo humano, juntamente
com os determinados haplogrupos, desde 200.000 anos atras.
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Figura 6. Migracdes da populagdo humana e principais haplogrupos do mtDNA
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Fonte: STEWART e CHINNERY (2015).

A tabela seguinte retrata os haplogrupos, observados na figura anterior, de

acordo com sua linhagem.

Tabela 1. Haplogrupos mitocondriais relacionados com suas respectivas linhagens.

Haplogrupo Linhagem

LO, L1, L2 L3 Africanos

A B, C D Amerindeos
HI1,JKNRTUVWX Europeus
A B CDFMNR,Z Asiaticos

S,P,Q Australianos

Fonte: Autora.

3.7 Técnicas de identificacdo mitocondrial

A habilidade de analisar e recuperar minimas quantidades DNA de algum
material bioldgico revolucionou a ciéncia forense. Em 1984, quando o primeiro perfil de
DNA foi produzido, os progressos da analise de DNA foram admirdveis: ficaram mais
sensiveis, precisos, rapidos e com um menor custo (CICV, 2010).

As tecnologias utilizadas para a realizacdo da analise forense de DNA diferem

na sua capacidade de se diferenciar dois individuos e na velocidade com que o0s
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resultados podem ser obtidos. Inimeros avancgos tém sido feitos nos ultimos 15 anos em
termos de velocidade de processamento da amostra e sensibilidade. Testes de DNA que
anteriormente necessitavam de 6 a 8 semanas, agora podem ser realizados em poucas
horas e ao invés de exigir grandes manchas de sangue com DNA bem preservado,
pequenas quantidades de amostra, td0 pouco como uma unica célula, em alguns casos,
pode produzir um perfil Gtil de DNA (BUTLER, 2005).

Antes da analise, é necessario extrair o DNA a partir da amostra. Isto é feito por
meio dos seguintes passos: As células da amostra sdo lisadas em solucdo tampéo;
Proteinas desnaturadas e lipideos sdo removidos por meio de centrifugacdo; A amostra é
entdo passada através de uma coluna, contendo uma resina com carga positiva que se
liga ao DNA,; Proteinas contaminantes, lipideos e sais sdo, em seguida, removidos por
meio de varias lavagens; O DNA é recuperado numa solucdo tampdo (VERDON;
MITCHELL; OORSCHQOT, 2013).

A forma mais comum de anélise forense do mtDNA é chamada PCR-RFLP
(Reacdo em cadeia da polimerase - Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de
Restricdo) onde duas técnicas distintas sdo utilizadas em conjunto. Em primeiro lugar, a
PCR ira gerar milhares a milhdes de copias de uma determinada secdo de DNA a partir
de uma quantidade muito pequena do mesmo. Para que a reacdo aconteca Sd0
Necessarios:

— molde de DNA a ser copiado;

— iniciadores, trechos curtos de DNA que iniciam a reacdo de PCR, destinados a
ligarem-se a ambos os lados da secdo de DNA que se pretende copiar;

— bases nucleotidicas A (adenina), C (citosina), T (timina) e G (guanina) sao
necessarias para construir a nova cadeia de DNA;

— enzima Tag polimerase para adicionar nas novas bases de DNA;

— solucdo tampdo para atenuar a variagdo dos valores de pH (&cido ou bésico),
mantendo-0s aproximadamente constantes, pois a reacdo necessita de um meio
constante (GENOME, 2016).

A PCR envolve um processo de aquecimento e resfriamento chamado ciclo
térmico, que é realizado por uma maquina. A técnica exige trés fases principais:

1. Desnaturacdo - quando a cadeia dupla do DNA ¢ aquecida a 90-95°C para

separa-lo em duas cadeias simples;
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2. Anelamento - quando a temperatura é diminuida até 55-60°C para permitir que
os primers de DNA se liguem ao DNA molde;
3. Extensdo - quando a temperatura é novamente elevada até 75°C e a nova cadeia

de DNA ¢ feita pela enzima Taq polimerase (AVASHIA; GARIBYAN, 2013).

Apds 0 DNA ter sido amplificado, serd submetido ao método de Polimorfismo
de fragmentos de restricdo (RFLP) onde uma enzima de restri¢do, que cortard o DNA
numa sequéncia especifica, é usada para quebrd-lo em pequenos pedagos. O tamanho
dos pedagos é distinto com base na localizagdo dentro do DNA das sequéncias
especificas. Assim, um perfil de restricdo para 0 DNA de uma pessoa em particular
pode ser gerado. Uma vez que o0 DNA de cada pessoa contém pequenas diferencas, uma
mudanga em um destes locais de restricdo resultaria em um perfil diferente dos
fragmentos de restricdo (BUCHOLTZ; DAVIS, 2011).

Esses fragmentos de distintos tamanhos serdo separados e visualizados através
da eletroforese em gel, na forma de bandas. Estes, serdo colocados em um gel de
agarose e expostos a cargas elétricas diferentes, sendo uma extremidade com carga
positiva e a outra com carga negativa. As moléculas serdo estimuladas para que migrem
de acordo com seu tamanho e consequentemente os fragmentos menores migrardo mais
rapido que os maiores (ANTONINI; MENEGHIN; URASHIMA, 2004).

Outra técnica em que 0 mtDNA se aplica é a de sequenciamento de DNA, cujo
processo determina a disposicdo dos nucleotideos ao longo de um fragmento do
mesmo. A técnica mais utilizada em questbes forenses é a de Terminagdo da Cadeia,
criada por Fred Sanger e colaboradores em 1978, pois € a que gera dados mais
facilmente interpretados (KOCH; ANDRADE, 2008).

A metodologia se baseia em adicionar a um tubo: o DNA a ser sequenciado, 0s
primers, tag DNA polimerase, nucleotideos dNTPs (bases A, C, T ,G), nucleotideos
ddNTPs que sdo nucleotideos A, C, T, G quimicamente modificados e marcados com
fluorocromos de cores diferentes. Os dNTPs possuem terminal hidroxila no carbono 3
que permite que um novo nucleotideo seja inserido para formacdo da cadeia (estende a
fita de DNA). Ja os ddNTPs ndo tém terminal hidroxila, portanto ndo possibilitam a
insercdo de um novo nucleotideo (fim da sintese) (RABBANI; TEKIN; MAHDIEH,
2014).

A reacdo de sequenciacgdo é iniciada com o aquecimento da mistura, o que faz

com que as cadeias do molde de DNA se separem e em seguida, a temperatura é
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reduzida, permitindo que o iniciador encontre 0 seu complemento no DNA molde. A
temperatura é elevada uma ultima vez de modo que a enzima DNA polimerase possa
ligar-se ao DNA e incorporar os nucleotideos adequados (METZKER, 2010).

A sequéncia complementar vai sendo construida com a adi¢do dos nucleotideos
normais e a medida que um ddNTP for incorporado, é bloqueada a continuacdo da
complementaridade da cadeia, ou seja, a sequéncia se encerra nesse nucleotideo
marcado (GENOME, 2016).

Ao final da reagdo de sequenciamento, haverdo milhdes de fragmentos de
tamanhos diferentes, cujo ultimo nucleotideo marcado de cada fragmento, difere de um
para o outro (ROSS et al., 2013).

Estes produtos finais sdo visualizados pela técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida, que permite a visualizacdo de moléculas de DNA que diferem de
tamanho por um unico nucleotideo (KREMKOW; LEE, 2015).

Cada tubo é depositado em um poco diferente e a corrente elétrica € aplicada
fazendo com que os fragmentos migrem. Cada banda no gel, corresponde a uma verséo
especifica de uma das bases terminadoras que foi adicionada (A, C, G ou T). Por fim o
DNA marcado radioativamente € entdo visualizado por exposicdo do gel ao filme de
raios-X, sendo a leitura da sequéncia feita a partir do fundo do mesmo (KAYSER,
2015).

3.8 Aplicacg0es forenses

A identificagdo humana por meio do mtDNA constitui um dos produtos mais
revolucionarios da Genética Moderna. Em menos de 20 anos tornou-se uma ferramenta
indispensavel na investigacdo criminal, sendo aceita rotineiramente em processos
judiciais no mundo todo (HILL, 2008).

Ao coletar amostras para analise forense, 0s seguintes principios devem ser
rigorosamente respeitados: evitar a contaminacdo, usando luvas em todo 0 manuseio;
manipular de forma adequada, assegurando que as amostras sdo embaladas,
armazenadas e transportadas corretamente; rotular com precisdo para que todos 0s
materiais sejam claramente identificadas com o tipo de amostra, bem como a data e hora
da coleta; garantir a seguranca das amostras para ter certeza que nao serdo passiveis de
adulteragdo; manter a continuidade, isto €, uma vez que um espécime foi coletado, seu
manuseio posterior deve ser registrado, havendo detalhes da transferéncia entre os

individuos (FRANCA, 2014).
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Os profissionais forenses examinam as propriedades fisicas, oOticas e quimicas
dos vestigios de provas e usam uma variedade de ferramentas para encontrar e recolher
as evidéncias residuais, como por exemplo: pingas, fitas, aspiradores especializados,
swabs, fontes de luz alternativas e lasers (LAPOINTE, 2015).

A preservacao do local de crime constitui-se em garantir a sua integridade para a
colheita dos vestigios que auxiliardo no esclarecimento da dindmica dos fatos e é a
primeira providéncia a ser tomada por policiais e peritos, a fim de que o mesmo
permaneca sem alteracdo, possibilitando, um levantamento pericial eficaz (GARCIA,
2002).

Os vestigios constituem-se em qualquer marca, objeto ou sinal que possa ter
relacdo com o ocorrido, logo, o vestigio que, apds analisado pela pericia, apresentar
relacdo direta com o fato investigado, torna-se uma evidéncia (MAPES;
KLOOSTERMAN; POOT, 2015).

Em se tratando de pericia, o foco principal do profissional forense é estabelecer
uma conexdo indiscutivel entre o suspeito e a cena do crime, ou descartar o
envolvimento do mesmo. As técnicas empregadas permitem que seja possivel
identificar, com relativa precisdo, se uma pessoa esteve ou nao no local a partir de uma
pequena gota de sangue, ou entdo um fio de cabelo encontrado no local (BERGSLIEN,
2006).

As condic¢bes e disposicdo das diversas amostras bioldgicas no local possibilitam
reconstituir com exatiddo e seguranca a dinamica do evento criminal derivada da
atividade pericial forense, no que se refere: a identificacdo de suspeitos em casos de
crimes sexuais; identificacdo de cadaveres carbonizados e em decomposicao;
identificacdo de cadaveres mutilados; estabelecimento de relacdo entre instrumento(s)
lesivo(s) e vitima(s), e estudo de vinculos genéticos (BUTLER, 2015b).

H& uma variedade de possiveis fontes de provas de DNA que podem ser
utilizadas para determinar um perfil, que inclui sangue, sémen, saliva, urina, pélos,
dentes, 0ssos e células. Os investigadores também podem coletar itens que poderiam ter
sido tocados ou utilizados por pessoas envolvidas em determinado crime (RITTER,
2008).

A respeito de cada amostra que pode ser encontrada na cena de crime:
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Células epiteliais

Presentes em roupas, pontas de cigarro, sob unhas da vitima e/ou agressor,
garrafas de agua; podem ser coletadas pelo uso de fita ou por esfregaco (GOODWIN;
LINACRE; HADI, 2007).

Sangue

Indicio mais habitual; formagdo de pocas, gotas, salpicaduras, manchas ou
crostas; ajuda na individualizagdo do individuo; revela a forma como foi depositado na
cena; se as manchas nao sao visiveis, podem ser utilizadas luz ultravioleta e/ou reacGes
qguimicas (MONTEIRO, 2010).

Saliva

Amostra relativamente simples; pequenas quantidades permitem extrair DNA
para comparacao; presenca detectada por meio de utilizacdo de luz ultravioleta; coleta
por esfregacos (GUNN, 2009).

Pélos

Pode-se distinguir se é proveniente de um animal ou de um individuo; sendo
humano, permite diferenciar se € da vitima ou de um possivel agressor; revela a possivel
raca do individuo e de que parte do corpo € proveniente; coleta por pingas e

armazenamento em envelopes de papel, selados (MARANO, 2010).

Sémen

Estabelece ou anula ligacBes sobre determinados suspeitos de crime; pode ser
detectada mesmo depois de anos, sob luz ultravioleta; deteccdo feita por meio de
esfregaco com swab umedecido contendo solucdo &cida; caso seja uma mancha, deve

ser seca, ao ar livre, e colocada em envelopes de papel (FRUMKIN, 2010).
Urina

Presenca de células de revestimento da uretra; Coleta por meio de seringa ou

pipeta; armazenada sob refrigeracdo até o momento da analise (MONTEIRO, 2010).
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Ossos e dentes

Ossos logos tém muita medula como fonte de DNA; DNA também pode ser
extraido de dentes; amostras ndo devem ser secas; envio ao laboratério sem qualquer
conservante (KAYSER, 2011).

Dependendo da quantidade de amostra e do nivel de degradacdo da mesma,
varias tecnicas podem ser aplicadas para reduzir ou aumentar a probabilidade de um
individuo em particular estar presente em um local de crime. Uma vantagem adicional
destes testes de DNA ¢ a capacidade de avaliar casos anteriores que foram decididos
principalmente com base na tecnologia mais antiga (LIMA, 2007).

Se, chegando ao final de todo o processo forense, for possivel responder as
perguntas pertencentes ao Heptamero de Quintiliano: Quem? O que? Onde? Com que
auxilio? Por qué? De que maneira? e Quando? é sinal de que o trabalho pericial foi
executado com sucesso e que a justica sera feita (COBLE, et. al. 2009).

A seguir sdo apresentados casos em que se utilizou a andlise do DNA

mitocondrial.

Vitimas do 11 de setembro em NY

A anélise dos SNPs foi utilizada para trabalhos de identificacdo das vitimas dos
ataques terroristas ao World Trade Center, em 11 setembro de 2001. Foi recolhido um
total de 21.817 restos humanos, como resultado da fragmentacdo dos corpos de muitas
pessoas. Para a realizacdo das analises, as salas utilizadas para esse fim ndo eram

acessiveis, para evitar riscos de contaminagdo (MARCHI, 2004).

O caso da familia real Russa

O primeiro caso histérico de investigacdo criminal com uso de DNA foi
realizado em 1994, quando 0ssos, supostamente pertencentes a familia real russa
(Romanov), executada na Revolucdo Bolshevik, em 1918, foram analisados usando
sequienciamento de DNA mitocondrial. As amostras possuiam mais de 70 anos e as
sequéncias de mtDNA coincidiam com as de parentes matrilineares: Principe Philip e
Duque de Edinburgh, coincidiam com a suposta Czarina e suas filhas, enquanto que as

sequéncias oriundas do Duque de Fife e da Princesa Xénia Cheremeteff-Sfiri
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coincidiam com o suposto Czar Nicholas Il, exceto por uma discrepancia em uma das
bases. A clonagem em PCR do mtDNA do suporto Czar mostrou duas moléculas
diferentes e foi concluido ser um exemplo de heteroplasmia. Em outra andlise
independente, realizada pelo laboratorio de DNA das Forcas Armadas em Rockville,
Maryland, em 1996, em restos do irmao Czar, Georgij Romanov, descobriu-se que ele
possui uma heteroplasmia na mesma posicdo no mtDNA, dissipando efetivamente
qualquer davida sobre a identificacdo da familia. Apo6s considerarem todos os fatos, as
autoridades russas pronunciaram que aqueles restos pertenciam aos Romanov
(JOBLING; GILL, 2004).

Exoneracéo de William Gregory

William Gregory foi preso, acusado e condenado pela tentativa de estupro de
uma mulher em seu complexo de apartamentos apds a vitima té-lo identificado dentre
uma gama de suspeitos. Ndo houveram evidéncias, exceto por seis fios de cabelo
descobertos em uma meia-cal¢a, usada como maéscara, retirada do apartamento da
vitima. No julgamento de 1993, uma microscopia de cabelo afirmou que os pélos
poderiam ter vindo de Gregory, e este testemunho foi suficiente para a acusacdo. Porém,
em testes pds-condenacdo, realizados em 2000, mostravam que os fios de cabelo
partilhavam o mesmo perfil de DNA mitocondrial entre si, mas possuiam um perfil
diferente do de Gregory e da vitima. Ele foi libertado da prisdo logo apds o teste. Este
caso foi o primeiro dos Estados Unidos ao ajudar em uma exonera¢do (MELTON,
2005).

4 CONSIDERACOES FINAIS

O DNA mitocondrial possui papel fundamental no contexto da anélise forense e
apresenta importantes vantagens quando comparado ao DNA nuclear por varios
motivos: possui regides polimorficas Unicas que permitem sua individualizagdo; o0s
descendentes recebem esse DNA apenas da mée, o que permite tragar a linhagem
materna de uma pessoa; e é mais resistente a degradacdo que o DNA nuclear, além de

estar presente em varias copias por célula.
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Com o aumento de atentados terroristas, acidentes em massa, crimes de dificil
solucdo e de pessoas desaparecidas, o uso das analises com MtDNA tem sido
extremamente necessarias, tornando-as cada vez mais Uteis e eficazes.

Contudo, nos tempos atuais, séries como “CSI: Crime Scene Investigation” dao
a impressdo de que os laboratdrios criminais de hoje em dia estdo bem equipados, com
profissionais altamente treinados e tecnologia de ponta a disposicdo, fazendo com que
os resultados das analises fiquem prontos em pouco tempo, 0 que é uma grande fantasia.
No Brasil, por exemplo, ainda ha um longo caminho a se percorrer em busca da
equiparac&o aos padrdes internacionais de qualidade para as ciéncias forenses. E preciso
estabelecer rigorosos padrdes de qualidade e possuir um alto investimento em suporte
material em todo o pais, porém, além de tudo, a situacdo nacional ainda € marcada pela
pouca disponibilidade de profissionais treinados.

E necessaria uma maior preocupacdo das autoridades a cerca desse assunto pois
0 mesmo traz um maior interesse publico em fazer justica.

No futuro, espera-se que as técnicas sejam aprimoradas e que novos e melhores
métodos sejam desenvolvidos, a fim de que a maioria dos casos de investigacdes
forenses ndo permita colocar em ddvida a admissibilidade dos dados, tendo um

desfecho que ndo possa ser questionado nos tribunais.
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