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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE DOENGAS GENETICAS ATRAVES DA ANALISE DO
DNA MITOCONDRIAL

MOLECULAR DIAGNOSIS OF GENETIC DISEASES THROUGH THE ANALYSIS OF
MITOCHONDRIAL DNA
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Resumo

Os disturbios genéticos se mostram um importante desafio para o sistema de salde publico e privado, pois estéo
intimamente relacionados a alteragdes no material genético que podem apresentar-se de diversas formas,
como: hereditaria, isolada ou multifatorial. Essas condicbes podem afetar diferentes sistemas do organismo
humano e apresentam grande impacto na qualidade de vida dos individuos afetados, além de representarem
um desafio significativo para o diagndstico clinico e laboratorial. Diante disso, 0 DNA mitocondrial (mtDNA) tem
se destacado como uma ferramenta importante para o diagndstico molecular de disturbios genéticos devido
as suas caracteristicas especificas, como heranga exclusivamente materna, alta taxa de mutagao e presencga
de multiplas copias por célula. Assim, o presente estudo tem como principal objetivo analisar o potencial
das técnicas baseadas no DNA mitocondrial na detec¢cao de doencgas genéticas, destacando metodologias,
vantagens e limitagdes. Diante disso, técnicas de biologia molecular, como a reagéo em cadeia da polimerase
(PCR), o sequenciamento de Sanger e o sequenciamento de nova geracdo (NGS), tém sido amplamente
utilizadas para aumentar a sensibilidade, acuracia e eficiéncia das técnicas e analises genéticas. Além disso,
tais metodologias possibilitam a identificagdo de variagdes genéticas com maior precisdo. Entretanto, fatores
como heteroplasmia, gargalo mitocondrial e inser¢des nucleares de origem mitocondrial sdo fatores que
devem ser levados em conta, pois podem dificultar e atrapalhar a interpretagcao dos resultados laboratoriais,
além de dificultar a aplicagao de determinados tipos de técnicas. Essas particularidades tornam o mtDNA um
marcador genético substancial e indispensavel na identificagdo de alteragdes relacionadas a diversas doencgas
genéticas, especialmente disturbios mitocondriais, contribuindo para avangos no diagndstico molecular e na
compreensao das bases genéticas das doencgas.

Palavras-chave: Heteroplasmia. Heranga materna. Sequenciamento genético. Biologia molecular. Disturbios
mitocondriais.

Abstract

Genetic disorders represent an important challenge for both public and private healthcare systems, as they
are closely related to alterations in genetic material that may manifest in different forms, such as hereditary,
isolated, or multifactorial. These conditions can affect different systems of the human body and have a
significant impact on the quality of life of affected individuals, in addition to representing a major challenge for
clinical and laboratory diagnosis. In this context, mitochondrial DNA (mtDNA) has emerged as an important
tool for the molecular diagnosis of genetic disorders due to its specific characteristics, such as exclusively
maternal inheritance, a high mutation rate, and the presence of multiple copies per cell. These particularities
make mtDNA a substantial and indispensable genetic marker for identifying alterations associated with various
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genetic diseases, especially mitochondrial disorders. However, factors such as heteroplasmy, the mitochondrial
bottleneck, and nuclear insertions of mitochondrial origin must be considered, as they may complicate the
interpretation of laboratory results and limit the application of certain techniques. Therefore, molecular biology
techniques such as polymerase chain reaction (PCR), Sanger sequencing, and next-generation sequencing
(NGS) have been widely used to increase the sensitivity, accuracy, and efficiency of genetic analyses. In
addition, these methodologies enable the identification of genetic variations with greater precision, contributing
to advances in molecular diagnosis and in the understanding of the genetic bases of diseases. Thus, the
present study aims to analyze the potential of techniques based on mitochondrial DNA in the detection of
genetic diseases, highlighting methodologies, advantages, and limitations.

Keywords: Heteroplasmy. Maternal inheritance. Genetic sequencing. Molecular biology. Mitochondrial disorders.

1 Introdugao

As doencas genéticas constituem um grande problema para o sistema de saude, pois
ocorrem devido a modificagbes no material genético e podendo aparecer de forma isolada,
hereditaria ou multifatorial. Entre as diversas possibilidades de diagndsticos, os estudos utilizando
o DNA mitocondrial (mtDNA) tém ganhado mais importancia devido as suas caracteristicas unicas,
como heranga exclusivamente materna, alta taxa de mutacao e presencga de multiplas cépias por
célula. Esses aspectos do mtDNA o tornam um importante marcador genético para identificagdo de
alteracdes associadas a disturbios mitocondriais, além de contribuir para a detec¢ao antecipada e
para maior acuracia de diagnésticos de inumeras doencgas hereditarias.

O material genético humano de origem mitocondrial, além de desempenhar papel crucial
na respiragdo e na producdo de energia celular, possui propriedades estruturais e funcionais
que interferem diretamente na sua analise laboratorial. Aspectos como heteroplasmia, gargalo
mitocondrial e insergbes nucleares de origem mitocondrial (NUMTs) podem influenciar na
interpretacao de resultados, gerando dificuldades na diferenciagao entre modificagcdes patogénicas
e polimorfismos benignos. Nesse cenario, técnicas como Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
sequenciamento de Sanger e sequenciamento de nova geragdo (NGS) tornaram-se de suma
importancia para ampliar a sensibilidade e a confiabilidade das analises moleculares, embora
existam algumas limitagdes quando sao utilizadas de forma isolada, especialmente em casos onde
a doencga é multifatorial, envolvendo principalmente o DNA nuclear e fatores ambientais.

O presente trabalho tem como objetivo analisar o potencial das técnicas baseadas no DNA
mitocondrial na deteccao de doencgas genéticas, destacando metodologias, vantagens e limitacdes.

2 Metodologia

Para o levantamento de dados e repertorio da revisdo de literatura foram empregados como
recursos, o computador e a internet, nos quais utilizaram-se para pesquisa os bancos de dados
da SciELO, PubMed e Google Académico, neles foram usados para a pesquisa um filtro para
selecionar artigos dentre os anos 2016 a 2026 e as seguintes palavras-chaves: Heteroplasmia,
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Herangca materna, Sequenciamento genético, Biologia molecular e Disturbios mitocondriais. O
periodo de revisao bibliografica se estendeu de agosto de 2025 a maio de 2026.

3 Discussao
3.1 Doencas genéticas

As doencas genéticas constituem um grupo bem diversificado de condigdes clinicas derivadas
da alteracao do material genético. Essas modificacdbes podem ocorrer em genes especificos,
alteragbes cromossOmicas ou por diversas origens, sendo caracterizadas como condigbes de
origens multifatoriais. Além disso, essas doengas sdo herdados e podem se apresentar de forma
isolada ou em conjunto com fatores ambientais, resultando nos mais variados tipos de quadros
clinicos (Milani; Tadi, 2023).

Muitas doencas de cunho genético sdo conhecidas por serem transmitidas ao longo de
geracoes, porém no quesito origem é possivel classifica-las em dois grandes grupos: as hereditarias,
que possuem origem maternal/paternal e as espontaneas, que ocorrem por algum erro durante a
formacao do évulo e/ou espermatozoide (Brasil, 2014).

Além da classificacdo por origem, as doencas causadas por mutagcdes nos genes podem
ser classificadas segundo ao tipo de alteracao genética envolvida, sendo estas as monogénicas
(alteracdo em 1 gene), cromossbmicas (estrutura e/ou nimero), multifatoriais (genes e fatores
ambientais) e as mitocondriais (Milani; Tadi, 2023).

As enfermidades de origem mitocondrial sdo geradas por muta¢cdes no DNA da mitocondria
(mtDNA) e sao herdadas exclusivamente pela via materna. Essas doengas tém como principal
enfoque tecidos que demandam alta energia, como os nervosos e os musculares. Dentre os exemplos
mais conhecidos, é possivel mencionar a neuropatia optica hereditaria de Leber e a sindrome de
Leigh, ambas associadas a quadros neurologicos graves e de arduo tratamento (NIH, 2024).

Portanto, as doengas genéticas podem ser consideradas uma area de estudos dinamicos
em constante desenvolvimento que abrangem ndo s6 os estudos moleculares e genéticos, mas
todos os aspectos sociais, econdmicos e éticos envolvidos. Os avancgos diagndsticos e terapéuticos
exigem a necessidade de serem acompanhados de politicas publicas e sociais que ampliem a
acessibilidade e garantam equidade na atencao a saude (Yu-wai-man; Griffiths; Chinnery, 2021;
Costa, 2023).

3.2 DNA mitocondrial

O DNA mitocondrial (mtDNA) é um genoma de origem circular, constituido por uma fita dupla
e possui aproximadamente 16,6 quilobases de comprimento. Esta presente em multiplas copias
por mitocondria, além de possuir 37 genes sendo 13 codificantes para proteinas, 22 utilizados
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para produgdo de Acidos Ribonucleicos transportadores (tRNA) e 2 sdo para Acidos Ribonucleicos
ribossémicos (rRNA), sendo considerados elementos indispensaveis para sintese proteica
intramitocondrial (Andrews et al., 1999; Gustafsson; Falkenberg; Larsson, 2016).

O mtDNA possui como uma de suas principais caracteristicas a heranca exclusivamente
maternal, ja que as mitocéndrias paternas sdo eliminadas durante os estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario. Sendo essa caracteristica muito util e utilizada nos estudos de
evolucao e linhagem materna em genética populacional (Shimomura, 2025).

Apesar de ser uma parte do DNA humano extremamente essencial para a vida, o fato de
estar localizado préximo a cadeias respiratérias e de nao apresentar as proteinas histonas como
forma de protecgao, este tipo de material genético esta mais sujeito a danos oxidativos do que os
demais. Além disso, possui mecanismos de reparo menos eficientes que o DNA nuclear, o que
acarreta numa elevada taxa de mutacao. Todas essas caracteristicas sdo propicias para que ocorra
0 acumulo de mutagdes ao longo da vida, além de estarem relacionadas ao envelhecimento celular
e aos surgimentos das doengas genéticas de origem mitocondrial (Nunnari; Suomalainen, 2016;
Taylor; Turnbull, 2016).

Fora as regides codificantes, o mtDNA apresenta a regido controle denominada D-loop,
caracterizada por elevada variabilidade genética e frequentemente utilizada em estudos de genética
populacional, identificacdo humana e investigacao de disturbios mitocondriais (Wallace; Fan, 2009).

Existem também as zonas responsaveis pelo inicio do processo de replicacdo do DNA (figura
1), conhecidas como origens de replicacao de fita pesada (OriH) e da fita leve (OriL). Essas origens
sado fundamentais para manter a integridade do genoma mitocondrial, visto que a mitocondria possui
mecanismos de reparos nao muito eficientes. Mutagao ou instabilidade nessas regides pode levar a
sindromes de deplecdo do DNA mitocondrial, frequentemente observadas em pacientes pediatricos
com faléncia multissistémica (Nunnari; Suomalainen, 2016).

3.3 Doencas genéticas de origem mitocondrial

De acordo com Chinnery (2021), as doencas de origem mitocondrial abrangem um grupo
muito amplo de condigdes genéticas que acarretam mutacdées no mtDNA ou nDNA, que sao
responsaveis pela codificacao de proteinas substanciais para o processo de fosforilagdo oxidativa.
Como resultado, essas alteragcdes comprometem, principalmente, tecidos e érgaos que exigem uma
alta demanda de energia, como cérebro, coragao e musculos esqueléticos.

Como ja dito anteriormente a mitocéndria humana apresenta 37 genes, dos quais 13
codificam para cadeia respiratéria, 22 sao utilizados como RNA's transportadores e 2 RNA's
ribossémicos. Apesar dos genes mitocondriais terem um papel muito importante nesta organela,
boa parte das proteinas mitocondriais ainda s&o codificadas por genes nucleares, o que torna as
doengas mitocondriais ainda mais complexas, visto que podem também ter origem no nucleo da
célula (Falk, 2010).
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Figura 1 - Representagédo esquematica do DNA mitocondrial humano.
Fonte: Fontana; Gahlon, 2020, p. 11245.

Além das caracteristicas descritas anteriormente, as condi¢cdes genéticas de origem
mitocondrial exibem uma caracteristica peculiar conhecida como heteroplasmia, que resulta na
coexisténcia de copias normais e mutadas do mtDNA dentro de uma mesma célula. Por isso, a
gravidade clinica de uma doencga pode variar de acordo com a proporgao entre os genes saudaveis
e os mutados dentro de um mesmo tecido, fendbmeno conhecido como efeito limiar. Devido a esse
aspecto que é possivel evidenciar uma grande variabilidade fenotipica entre portadores de uma
mesma mutacao (Smith et al., 2024).

As manifestacbes clinicas sdo de aspecto multifacetado, podendo envolver sintomas
neurologicos, como convulsdes, ataxia, atraso no desenvolvimento e neuropatias; sintomas
musculares, como fraqueza, intolerancia ao exercicio e miopatias; além de diversas manifestacoes
multissistémicas, incluindo surdez, diabetes mellitus, insuficiéncia cardiaca e alteracoes
gastrointestinais. Essavariabilidade de sintomas estaintrinsicamente ligada ao grau de heteroplasmia
e vulnerabilidade do tecido quanto ao déficit de energia (Falk, 2010; Smith et al., 2024).

Do ponto de vista dos estudos epidemioldgicos, o surgimento de doengas mitocondriais € de
1 a cada 5000 individuos saudaveis, tornando-as doengas hereditarias mais comuns na populacao.
Apesar de serem comuns, muitas vezes acabam sendo subdiagnosticadas, visto que o aspecto
sintomatico € amplo e a presenca de marcadores genéticos diferenciais é escasso (Hong et al., 2023).

Diversas sindromes possuem uma origem mitocondrial com muta¢des especificas. Dentre as
mais conhecidas é possivel destacar a sindrome MELAS, conhecida por episédios de encefalopatia
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mitocondrial com acidose lactica e ocorréncia de acidente vascular cerebral, normalmente
relacionada a mutagdes no gene MT-TL1. Além dessa, existe a Oftalmoplegia Externa Progressiva
Cronica (CPEOQO) responsavel por dificultar o movimento dos olhos e aspecto mais fechado das
palpebras, muito associada a mutagdes no DNA nuclear (Bianco; Montagna, 2016; Chinnery, 2021).

Para Wen et al. (2025), o diagndstico dos disturbios mitocondriais necessita de uma
abordagem mais polifatorial, muitas vezes envolvendo avaliagdo clinica, exames de imagem,
analises bioquimicas e sequenciamento genético. O uso de tecnologia de sequenciamento da nova
geracao conhecida como NGS tem ampliado de forma significativa a analise e identificacao de
mutagdes patogénicas, tanto no nDNA, quanto no mtDNA. Além disso, novos estudos tém apontado
os biomarcadores emergentes como uma solu¢ao mais viavel para o diagnéstico diferencial dessas
doencas.

Do ponto de vista clinico, as mitocondriopatias ainda ndo sao passiveis de uma cura. Porém,
procedimentos e estudos realizados ja conseguiram realizar uma transferéncia mitocondrial,
substituindo as organelas mutadas por saudaveis ainda durante a fertilizagdo. Outros avangos estdo
relacionados a estratégias experimentais, como terapias genéticas, moduladores de bioenergética
e até uso de células-tronco (Financial Times, 2025; Wen et al., 2025).

3.4 Diagnostico de doencgas genéticas

De acordo com Bianco e Montagna (2016), o DNA mitocondrial possui caracteristicas unicas
que sao responsaveis tanto por suas aplicagbes praticas quanto propicia as suas limitagdes. Dado
que sua estrutura é composta de uma molécula circular de dupla hélice com aproximadamente
16569 pares de bases no genoma humano e que apresenta alta taxa de mutagdes, varias copias
por célula e que é transmitido exclusivamente por origem materna, se torna extremamente util
em analises clinicas e forenses onde o DNA nuclear esta pouco preservado ou em investigacoes
maternas. Essas particularidades proporcionaram aos estudiosos da area criarem técnicas analiticas
destinadas a identificagdo de mutagdes pontuais, delecdes, insercdes e avaliacdo de heteroplasmia.

Inicialmente, o sequenciamento por reacédo de terminagcado de Sanger (figura 2) foi a técnica
escolhida para analise de mutacdes pontuais do DNA mitocondrial, visto a sua grande acuracia
na leitura de bases em areas especificas, como a regido controle (HVR) e genes codificadores de
proteinas ou RNAs, além do seu baixo custo para analises de baixa escala produtiva. Dito isso, com
o advento das plataformas de sequenciamento de nova geracédo (NGS) que possibilitou a cobertura
completa do genoma mitocondrial, assim tornando possivel a deteccdo com maior sensibilidade de
variantes em baixos niveis de heteroplasmia e multiplas mutagdes concomitantes. Estudos apontam
que o NGS possibilitou o aprofundamento na caracterizagdo de cargas mutacionais mitocondriais
em pacientes com suspeitas de doengas genéticas nessa regidao do DNA, além de relacionar genes
nucleares como parte do problema genético nas mitocdndrias, assim melhorando a capacidade
diagnéstica na area da genética (Oliveira, 2014; Nogueira et al., 2024).
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Além das técnicas de Sanger e NGS, outros métodos ainda possuem determinada relevancia
a depender do tipo de diagndstico. Dentre eles é possivel citar a PCR, que possui como objetivo
quantificar cargas de DNA mitocondrial e detectar delegdes e duplicagbes quando comparada com
o DNA nuclear. Ja técnicas como genotipagem por hibridizacdo ou métodos baseados em cadeia
como a amplificacdo seletiva tem a capacidade de detectar mutagbes pontuais ja conhecidas.
Enquanto isso, a eletroforese em gel e a analise por microarranjos tem o papel especifico de rastrear
arranjos maiores, assim apresentando limitagbes para mutagdes pontuais e baixa heteroplasmia
(Silva, 2019; Braz, 2022).

o fazer multiplas copias de anexar um adicionar a quatro
um segmento primer solucdes de polimerase
desnaturar o dsDNA
usando calor i H
cultivar cadeias desnaturar as cadeias eletroforese das quatro
complementares até o corante de terminacao cultivadas solucdes
\_ l__ Bl T oE

Inpnuas
T

HANeFE—HA-ANPOL

Figura 2 - O método de sequenciamento de Sanger em sete etapas.
Fonte: Aljuboori et al, 2024, p. 5.

Uma vantagem substancial do mtDNA como marcador de diagnostico genético é a herancga
materna e as multiplas copias por célula, o que propicia uma elevada recuperagao do material genético
em casos de amostras degradadas e, assim, proporcionando a possibilidade de rastreamento materno
da variante patogénica. Em casos de diagnéstico precoce da condigéo, a analise do mtDNA pode
localizar portadores assintomaticos para realizar um aconselhamento genético, além de possibilitar
intervengdes reprodutivas, como diagndsticos genéticos pré-implantacionais ou estratégias de
reducao de transmissao. Dito isso, a sensibilidade do NGS para detectar heteroplasmia em niveis
minimos abriu caminho para descoberta precoce dessas condi¢cdes, 0 que é especialmente util
qguando a carga mutacional prediz risco fenotipico progressivo (Smeets et al., 2015; Mavraki et al.,
2023).

De acordo com Parakatselaki e Ladoukakis (2021) a utilidade do DNA mitocondrial depende
de varios fatores, dentre eles o mais importante é a heteroplasmia. Caso a distribuicdo de genes
(figura 3) mutantes e normais seja variavel entre sangue, musculo, figado, ovarios e outros
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tecidos, isso pode levar a um resultado falsamente negativo se apenas um tecido de baixa carga
for analisado. Além disso, existe uma condigdo chamada de gargalo mitocondrial (figura 3) que
ocorre durante a oocitogénese e o desenvolvimento embrionario, capaz de provocar variagées ndo
previstas na carga mutacional em geracdes subsequentes, assim tornando dificil prognéstico e a
previsdo das complicagdes clinicas levando em conta somente a carga mutacional detectada em
amostras maternas.

Sangue Musculo Figado

€D o &Y

T
Heteroplasmia em tecidos

Gargalo Mitocondrial

=D —E2

Formacdo do Embrléo
6vulo

Variagdes de
carga mutacional

Figura 3 - Variagcéo de carga mutacional atrelada ao gargalo mitocondrial.
Fonte: Parakatselaki et al., 2021, p. 7.

Quando é feita a comparagédo do diagndstico pelo mtDNA com outros tipos de técnica de
identificacdo genética levando em conta o contexto multifatorial, &€ preciso levar em conta que
doencas de carater genético sdo extremamente complexas e muitas vezes influenciadas por
mais de um aspecto, como variantes nucleares e ambientais, todas em conjunto com a mutagao
mitocondrial. A analise isolada da mitocondria pode levar a descoberta de variantes que contribuem
para o fendtipo, mas dificiimente por si s6 vao conseguir desvendar o diagndstico da condigéo
como um todo. Nesse cenario, abordagens que abrangem diversos aspectos do DNA costumam
surtir um efeito mais positivo na hora de desenhar o quadro clinico de um paciente. Outro desafio
enfrentado esta relacionado com as inser¢des nucleares de origem mitocondrial (NUMT’s), que
podem atrapalhar caso o delineamento experimental ndo separe as sequencias nucleares das
mitocondriais. Dentre as técnicas que sofrem mais com esse tipo de problema se encontram a PCR
e alguns tipos de sequenciamentos (Gonzalez; Gonzalez-Velazquez; Garcia, 2020; McCormick et
al., 2018).

Outra limitagdo comparativa relevante entre o diagndéstico por mtDNA e nDNA é que muitas
técnicas de triagem utilizadas na populagao e testes de doengas multifatoriais usam como base a
deteccao de variantes nucleares comuns, ou seja, polimorfismos pequenos com efeitos e variagcoes
estruturais que influenciam risco em populag¢des. Por outro lado, o diagnéstico mitocondrial possui
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um carater de pesquisa mais desafiador, visto que o estudo esta associado a quantificagao de
herancas maternais ndo independentes, efeitos de deriva em populacdes e a heteroplasmia. Assim
necessitando de modelos analiticos mais especializados e uma relagao mais forte de causa e efeito
(Marques et al., 2015).

Levando em consideracao os aspectos clinicos e laboratoriais, € de suma importancia que
os protocolos criados para o diagnéstico de doengas genéticas que incluam mtDNA combinem a
sensibilidade do NGS com validagao por métodos mais tradicionais, como a reagao de terminacao
de Sanger ou PCR para quantificacdo de delegdes e confirmacgdo de variantes de baixo nivel,
além da analise de amostras apropriadas para se verificar a heteroplasmia relevante (Oliveira,
2014).

Outro aspecto muito importante € incorporagéao e a aplicagao de rigorosos métodos de controle
de qualidade, como o uso de pequenas sequéncias do DNA (primers) para evitar a amplificagdo de
sequéncias vindas do nucleo (NUMTSs). Além disso, € necessario um protocolo bioinformatico bem
esquematizado que faca o mapeamento e a chamada de variantes que sao substanciais para a
exatidao do diagnéstico e para reduzir falsos positivos e falsos negativos (Silva, 2019).

Conclusao

Levando em conta uma pesquisa bibliografica acurada, foi possivel apontar que a analise
do DNA mitocondrial pode ser utilizada como importante ferramenta no diagndstico de doencgas
genéticas, levando em consideracdo aquelas de heranga materna. Por possuir caracteristicas
estruturais e funcionais especificas, como numero elevado de cépias por células e alta taxa de
mutacdo, o mtDNA ¢é favoravel para identificacdo de variantes genéticas patoldgicas. Ademais,
com o desenvolvimento de técnicas novas, como o sequenciamento de nova geracao, foi ampliada
significativamente a capacidade de deteccdo de mutacgdes e auxiliado para a apresentagdo de
diagnésticos mais sensiveis e acurados.

Porém, foi possivel detectar certas limitacbes substanciais relacionadas a utilizacado do
mtDNA. Fendbmenos como heteroplasmia, variagdo da carga mutacional entre tecidos e interferéncias
causadas por sequéncias nucleares semelhantes ao mtDNA podem atrapalhar a interpretacao e a
analise laboratorial. Levando tudo isso em consideragao, o mais correto a se fazer é a integracao de
diversas metodologias moleculares, relacionadas ao DNA mitocondrial e nuclear, assim aumentando
0 escopo analitico e permitindo uma compreensdo mais completa das doencas genéticas.
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