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Em um cendrio de investiga¢des policiais, a possibilidade de extrair o maior niimero de infor-

macdes da cena do crime se faz necessiria, sendo de extrema importincia a existéncia de me-

todologias forenses alternativas para a anélise das amostras bioldgicas encontradas, visando a

identificagdo das vitimas e dos agressores. Para isso, a metilagio do DNA vem se destacando

como um potencial marcador de idade cronoldgica, permitindo realizar a predicio de idade
P gica, p predig

de um individuo com alta precisio e acuricia dependendo do método utilizado, das regides

gendmicas consideradas e da amostra analisada.

Biologia molecular
nas ciéncias
forenses

O DNA ¢é um dos mais importantes objetos
de analise das ciéncias forenses. No imbito
pericial, é comumente utilizado para fins de
identificagio individual, sendo que a princi-
pal anilise realizada é a obtengio do perfil
genético de um possivel criminoso a partir
de vestigios biolégicos, como sangue, saliva,
sémen, dentre outros, encontrados na cena
do crime. Este perfil pode ser comparado
com amostras da(s) vitima(s), de suspeitos,
de outros vestigios ou, ainda, ser pesquisa-
do na Rede Integrada de Bancos de Perfis
Genéticos. O DNA pode ainda ser usado
para estimar ancestralidade e para predizer
caracteristicas fisicas, como cor dos olhos,
cabelos e pele. A predicio de caracteristicas
fisicas, que é a fenotipagem forense, pode po-
tencialmente auxiliar no reconhecimento dos
atores de um crime, assim como na busca de
pessoas desaparecidas. Outra 4rea que vem
ganhando destaque é o uso da epigenética no
desenvolvimento de possiveis biomarcadores
forenses.

O significado do termo ‘epigenética” vem
sendo discutido na comunidade cientifi-
ca, sendo que uma das definices é: drea de
estudo das alteragées no funcionamento
dos genes que ocorrem sem que haja altera-
¢oes na sequéncia de bases nitrogenadas do
DNA. Dentro dessa 4rea, pesquisas sobre o
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que chamamos de mecanismos epigenéticos
vém sendo realizadas, como modificagio de
histonas, metilagio do DNA e RNAs nio
codificantes, e suas relagdes com a expressio
génica, a diferenciagio e a fungio celular den-
tre outros.

Metilacao do DNA

No ano de 1948, o bioquimico Rollin Hot-
chkiss, analisando moléculas de DNA via
cromatografia em papel, observou citosinas
modificadas que, posteriormente, na década
de 1960, foram identificadas como citosinas
metiladas. Porém, somente no ano de 1980
foi descrito que a metilagio do DNA ¢ um
processo que consiste na adi¢io de um grupo
metila (CH3) na posicio cinco de uma cito-
sina, convertendo-a em 5-metilcitosina. Hoje,
utiliza-se o termo “sitios CpG” para designar
sitios no DNA onde uma citosina ocorre vizi-
nha a uma guanina, sendo separadas por um
fosfato, do esqueleto agticar-fosfato do DNA.
Essa expressio foi cunhada para descrever
um nucleotideo com citosina vizinho a um
nucleotideo com G na mesma fita do DNA e
para distinguir da situa¢io na qual a citosina
ocorre emparelhada com uma guanina na fita
complementar. Estio distribuidos por todo
o genoma sendo classificados conforme a lo-
calizagdo. Os sitios CpG mais estudados sio
aqueles que ocorrem em ilhas CpG, que sio
definidas como trechos de DNA com tama-
nho variando de 500 a 1.500 bp , com alta fre-
quéncia de sitios CpG e com uma razio CG:-
GC maior que 0,6. Diversos genes tém uma
ilha CpG localizada na sua regido promotora.
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A adi¢io do radical metil é realizada por en-
zimas DNA metiltransferases (DNMTs) e
sua remogio, por enzimas da familia TET
(ten-eleven translocations).

Para avaliar o status de metilagio de uma
regido gendmica de interesse, o método
mais utilizado consiste no tratamento da
amostra investigada com bissulfito de sédio
(NaHSO;), que converte as citosinas nio
metiladas em uracila, enquanto que as cito-
sinas metiladas permanecem como citosinas.
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Apés essa etapa, é realizada uma amplifica-
¢do da regiio de interesse por uma reagio
em cadeia da polimerase (PCR). Este proce-
dimento faz com que as citosinas metiladas
estejam presentes no produto amplificado
como citosinas, enquanto que as citosinas
nio metiladas, que foram convertidas em
uracilas, aparecem no produto amplificado
como timinas. Dessa forma, utilizando dife-
rentes métodos de sequenciamento de DNA
é possivel diferenciar facilmente as citosinas
metiladas daquelas nio metiladas (Figura 1).
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Conversdo com bissulfito

5"ATUGATGUTTAAUCCTUATUATCGTAUUAUG3

3’TAGUTAUGAATTGGCAGTAGTAGCATGGTGUS!

5"ATTGATGTTTAATCGTTATTATCGTATTATG3”
3’TAACTACAAATTAGCAATAATAGCATAATACS

Amplificacdo por PCR

5"ATCAATACTTAACCGTCATCATCGTACCATCAZ
3ITAGTTATGAATTGGCAGTAGTAGCATGGTAGTS?

A metilagio tem papel importante em di-
versas atividades bioldgicas, dentre elas estd
a regulacio da expressio génica sendo que a
metilagio contribui para silenciar um gene e,
a desmetilagio, para estimular sua expressio.
Dessa forma, a metilagio atua na diferencia-
¢do celular de forma que, ao regular a expres-
sdo de genes especificos, pode influenciar na
especializacio da célula para determinada
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Figura 1.
Modelo ilustrativo da conversdo
com bissulfito de moléculas de
fungio. Por ser fortemente influenciada pelo  citosina ndo metiladas.
ambiente e estilo de vida, a metilagio media
o impacto destes agentes externos em diver-
SOS Processos ﬁsiolégicos como, por exem-
plo, no envelhecimento. Uma vertente nos
estudos de metilagio e envelhecimento é a
possibilidade de predigio de idade bioldgica

a partir da avaliagio de algumas regides do
genoma (Figura 2).
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Reldgios
epigenéticos

De acordo com estudos, a idade cronolégica
tem uma relagio direta com os niveis de me-
tilagio em sitios CpG especificos, o que vem
tornando possivel desenvolver estimadores de
idade chamados de“relégios epigenéticos” Um
dos maiores desafios em se estabelecer um re-
l6gio epigenético estd no fato de que os niveis
de metilagio podem ser fortemente influencia-
dos por indmeros fatores. Em um dado lécus,
a metilagio pode ocorrer em trés condicdes: 0,
1 ou 2 alelos metilados. Ainda, pode haver a
heterogeneidade nos padrdes entre as células,
o que dificulta as anilises e as interpretagdes

dos dados. De acordo com um estudo realiza-
do em 2020, alteragdes aleatdrias na metilagio
do DNA de humanos sio comuns e muitas
dessas tém sido associadas a doengas rela-
cionadas 2 idade, incluindo diabetes do tipo
2, doengas cardiovasculares, doengas neuro-
degenerativas e alguns tipos de cincer. Além
disso, determinados fatores externos podem
influenciar a precisio dos modelos de predi-
¢io de idade como, por exemplo, consumo
de dlcool, consumo de cigarros, dieta, pritica
de exercicios fisicos, ou até mesmo exposi¢io
solar. Portanto, é de fundamental importincia
a identificagio de regides gendmicas cujo pa-
drio de metilacio apresente forte correlagio
com a idade e que nio seja influenciada por
tais fatores exégenos (Figura 2).
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Segundo esse raciocinio, buscou-se identi-
ficar sitios CpG com padrdes de metilagio
fortemente correlacionados com a idade e
tentar caracterizar tais ‘reldgios epigenéticos”
baseados no nivel de metilagio de sitios de
CpG. Foi constatado que o nimero de sitios
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CpG utilizados influencia a eficicia do relé-
gio, sendo que os resultados mais precisos
sdo obtidos quando um maior nimero de si-
tios CpG ¢é utilizado. Além disso, hé reldgios
que sio eficazes somente em alguns tecidos e
outros, em vérios tipos de tecidos.

Figura 2.

Alteragdo do padrao de
metilacdo (representada por
estrelas vermelhas) do DNA de
acordo com o avango da idade
cronoldgica. Enquanto existem
genes que tendem a ser mais
metilados conforme a idade
avanca (A), como os genes
ELOVL2, FHL2 e KLF14, outros
tendem a se desmetilarem com
o passar do tempo (B), como
é 0 caso dos genes HOXC10 e
HOXC-AS2.
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Variabilidade
populacional e

a predicdo da
idade a partir da
metilacao do DNA

A partir do melhor conhecimento acerca
dos padroes de metilagio em individuos de
diferentes idades, foi possivel desenvolver
diferentes modelos para a predigio de ida-
de com alta precisio. Os modelos desen-
volvidos utilizam diferentes amostras bio-
légicas coletadas de cenas de crime. Nesse
contexto é necessiria a preocupagio com
a degradagio e contaminagio do material
coletado que, por estar exposto a insultos
ambientais, pode resultar em danos nos si-

tios CpG, e dificultar a interpretagio dos
dados.

A amostra biolégica mais comumente en-
contrada em cenas de crimes é o sangue.
Por isso, muitos modelos preditivos desen-
volvidos no contexto forense sio especifi-
cos para sangue.

Uma das ferramentas mais conhecidas
para predi¢io de idade foi desenvolvida e
vem sendo aprimorada por um grupo de
pesquisadores da Universidade de Santia-
go de Compostela. O primeiro modelo foi
publicado em 2016, para predi¢io da ida-
de em amostras de sangue utilizando sete
sitios CpG, localizados nos genes ELO-
VL2, ASPA, PDE4C, FHL2, CCDC102B,
Clorfl32 e no lécus chr16:85395429. O
sitio CpG, localizado no gene ELOVL2
mostrou-se o principal preditor, apresen-
tando um desvio médio de trés anos com
uma taxa de acerto de aproximadamente
80%. Posteriormente, novos modelos fo-
ram criados e a ferramenta passou a incluir
modelos preditivos independentes para
predi¢io da idade a partir de amostras de
sangue, sémen e saliva. A ferramenta estd
disponivel online gratuitamente no site Sni-

pper app suite 3.

No ano de 2013, Steve Horvath desen-
volveu o primeiro relégio epigenético
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“multitecido’, denominado de relégio epi-
genético de Horvath (Horvath’s epigenetic
clock). Sabendo que cada tecido apresenta
padroes distintos de metilagiao, Horvath e
seu grupo analisaram 7.844 amostras para
avaliar os padrdes e os niveis de metilagio
de mais de 450 mil sitios CpGs em 51 ti-
pos de tecidos e células. Com isso, desen-
volveram uma ferramenta capaz de predi-
zer a idade a partir dos niveis de metilagio
de 353 sitios CpG. Esta ferramenta ficou
conhecida pela sua capacidade de predi-
¢io com alta precisio (erro médio de cerca
de quatro anos), independente do tipo de
tecido analisado. O modelo preditivo de
Horvath estd disponivel para uso de forma
online e gratuita no site DNA Methylation
Age Calculator.

Em 2019, utilizando sequenciamento
apds conversio por bissulfito, foram iden-
tificados e analisados sete sitios CpG nos
genes ASPA, EDARADD, CCDC102B,
ZNF423, ITGA2B, KLF14 ¢ FHL2 em
amostras de sangue de chineses. Os genes
que apresentaram maior correlagio com a
idade foram o CCDC102B, o KLF14 e o
FHL2. Com esse estudo foi possivel identi-
ficar que genes fortemente correlacionados
com a idade em populagées europeias, tais
como ELOVL2 e TRIMS59, podem nio
apresentar a mesma correlacio em outras
populagées, Em 2020, amostras de sangue
post-mortem provenientes de individuos
estadunidenses foram analisadas. Apés o
sequenciamento foram identificados cinco
sitios CpG nos genes ELOVL2, Clorf132,
TRIMS59, KLF14 e FHL2, previamente
associados 2 idade. Os genes que apresen-
taram maior correlagio com a idade foram
o TRIMS59, seguido do ELOVL2. O mo-
delo preditivo proposto alcangou uma taxa
de acerto de 73,1%, associado a uma va-
ria¢do na idade predita em relagdo 4 idade
cronoldgica de cerca de 10,57 anos, devido
a dificuldade do modelo em predizer ida-
des de individuos mais velhos, o que nio
é desejdvel.

Posteriormente, em 2021, foi realizado
um experimento em duas fases, utilizan-
do amostras japonesas. Apds a conversio
com bissulfito, foi realizado NGS para
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determinar os niveis de metilagio. Na
primeira fase, sete sitios CpG nos genes
ASPA, CCDC102B, Clorfl32, ELOVL2,
ITGA2B, KLF14 e PDE4C foram anali-
sadas em amostras de sangue post-mortem
de adultos. Metilagio no gene ELOVL2
mostrou-se novamente altamente correla-
cionada com a idade. Na segunda fase, fo-
ram utilizadas amostras de sangue de indi-
viduos com idades variando de dois meses
até 91 anos. Quatro sitios CpG nos genes
ASPA, ELOVL2, ITGA2B e PDE4C fo-
ram analisados. A partir dos modelos cria-
dos foi possivel obter um desvio médio
em torno de seis anos e uma acurdcia de
aproximadamente 94%. Nio foram obser-
vadas diferencas significativas nas idades
estimadas para o sexo masculino e para o
sexo feminino. Ainda no ano de 2021, fo-
ram analisadas amostras de sangue de in-
dividuos chineses de Singapura, Malisia e
India, utilizando quatro sitios CpG nos ge-
nes ELOVL2, TRIM59, KLF14 e FHL2.
O melhor modelo proposto apresentou um
desvio médio de 3,7 anos e taxa de acerto

de 75,5%.

De acordo com os estudos realizados com
amostras de sangue em individuos de dife-
rentes populagbes, é possivel observar que
determinados genes sio constantemente
apontados como correlacionados 2 idade,
tendo o gene ELOVL2 um papel de des-
taque na maior parte das vezes. De modo
geral, os desvios sdo baixos e as taxas de
acertos dentro do intervalo estabelecido
pelo desvio médio sdo elevadas, o que evi-
dencia o potencial de tais ferramentas para
a predigio de idade. Entretanto, é impor-
tante ressaltar que as pesquisas sio ainda
recentes, e também evidenciam a possibili-
dade de se aumentar a acuricia dos resulta-
dos de modo a se aproximar a um patamar
ideal para que contribua de maneira mais
eficiente nas investiga¢des forenses.

Além do sangue, outros fluidos destacam-
-se por serem frequentemente encontrados
em cenas de crimes. Amostras de sémen
sio comumente encontradas em casos de
violéncia sexual. Por ser um fluido biolégi-
co, pode ocorrer grandes perdas de amostra
até que ocorra a coleta, além da facilidade
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de contaminagio. Um estudo conduzido
em 2015 com amostras de sémen de co-
reanos selecionou, a partir do resultado de
NGS, dois sitios CpG nos genes TTC7B
e NOX4, além do sitio CpG ¢g12837463,
para predi¢io da idade. O gene que me-
lhor apresentou correlagio com a idade foi
o TTC7B, com um desvio médio de 4,7
anos e uma taxa de acerto de 90%. Ou-
tro fluido biolégico bastante encontrado
é a saliva que, por se encontrar na regiio
bucal, recebe uma maior protecio em rela-
¢30 20s agentes externos e se tOrna menos
passivel de contamina¢io. Uma pesquisa
realizada em 2017, utilizando amostras de
individuos coreanos, selecionou para in-
vestigacio sete sitios CpG nos genes SST,
CNGA3, KLF14, TSSK6, TBR1, SL-
C12AS e PTPN7. O modelo apresentou
uma alta precisio, com um desvio médio
de 3,1 anos e uma taxa de acerto de 94,5%.

Outro tipo de amostra que é facilmente en-
contrada em cenas de crime sio os 0ssos.
Devido A resisténcia, eles conseguem man-
ter o DNA preservado, e por isso podem
ser considerados valiosos para se estudar
marcadores de predicio de idade, princi-
palmente em ossos fragmentados que nio
se mostram Uteis para se estimar a idade
por métodos antropométricos. Em 2019,
foram analisados cinco sitios CpG, locali-
zados nos genes ELOVL2, FHL2, KLF14,
Clorf132/MIR29BC e TRIMSY, em es-
queletos de identidades desconhecidas. Os
pesquisadores observaram que, quando os
individuos possuem 30 ou mais anos de
idade, os marcadores predizem uma idade
consideravelmente menor do que a idade
estimada por métodos antropométricos.
Comparando com dados da literatura ba-
seados em sangue, saliva e swabs bucais
obtidos com os mesmos marcadores, os re-
sultados das andlises em ossos apresenta-
ram uma grande variagio no nivel absoluto
de metilagio de DNA em trés sitios CpG
(ELOVL2, FHL2 e TRIMS59), produzin—
do um grande erro na predi¢do da idade. A
partir dessas primeiras anilises, foi realiza-
da uma busca para encontrar novos mar-
cadores que tivessem boa correlagio com a
idade em ossos, o que culminou em 14 pos-
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siveis marcadores CpG adjacentes ou pre-
sentes nos genes CSorf66, ARHGAP20,
TCF21, SMPD3, BCL11A, ANKH,
TMEMS51, MIR764-2/CDH1, EPHAS,
LCMT1, SPIDR/KIAA0146, Cl4orf72/
LINC00239, MYO18A e LINC00968.
Entretanto, nio foram propostos modelos
preditivos baseados neste conjunto.

Além dos ossos, os dentes sio as estruturas
que mais resistem a mortes violentas, como
em desastres de massa, por exemplo, por se
situarem em regides extremamente prote-
gidas, além de terem o suporte da mandi-
bula. Embora a arcada dentiria possa ser
empregada diretamente para a determi-
na¢io de idade, os métodos odontolédgicos
apresentam baixa acuricia para estimativas
em adultos. Assim, os métodos molecu-
lares tornam-se importantes alternativas
para casos como esses. Um estudo de 2021
utilizou amostras de molares para analisar
os niveis de metilagio, a partir de ensaios
por sequenciamento, em 46 sitios CpG
localizadas nos genes ELOVL2, KLF14,
SCGN, NPTX2 e FHL2. Valores significa-
tivos de correlagio entre metilacio e idade
foram obtidos para apenas sete desses si-
tios CpG localizados nos genes ELOVL2,
KLF14 e NPTX2. Foi construido um mo-
delo preditivo utilizando a maior parte dos
sitios CpG nos genes ELOVL2, NPTX2,
KLF14, SCGN e alguns CpGs individuais
do gene FHL2, levando a um erro médio
absoluto de apenas 1,55 anos entre a idade
estimada e a idade cronoldgica e uma in-
crivel taxa de acerto de 98%, ainda mais se
considerado o menor erro absoluto ja des-
crito.

Por fim, amostras de cabelo também po-
dem ser utilizadas para identificagio de
vitimas ou agressores e sio de ficil coleta,
uma vez que os fios desprendem-se facil-
mente mas, 20 mesmo tempo, podem ser
contaminados com facilidade, dependendo
do ambiente. Embora os estudos sejam es-
cassos, um estudo na Alemanha demons-
trou, por NGS, niveis de metilagio em
sitios CpG nos genes ELOVL2, KLF14,
RPA2, TRIMS59 e ZYG11A, que apresen-
tam alta correlacio com a idade.
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Direcoes futuras

Os padrdes de metilagio no DNA, na for-
ma de preditores de idade para a compo-
sicdo de perfis fenotipicos em casos crimi-
nais, vém se mostrando como promissores
aliados as ciéncias forenses. Os estudos
realizados realcam como sitios CpG espe-
cificos podem se mostrar bons preditores
de idade para diferentes tipos de tecido e
com boa acuricia na predi¢io. Apesar de se
ter um erro muito pequeno entre a idade
real e a prevista das amostras, observa-se
em alguns casos uma varia¢io maior decor-
rente de influéncias externas. Por se tratar
de uma metodologia recente, os modelos
ainda nio permitem lidar adequadamente
com tais influéncias externas, o que requer
estudos adicionais para aprimora-los. Para
obten¢io de modelos mais consistentes, é
imprescindivel que a comunidade cientifi-
ca continue os esfor¢os para identificar os
sitios CpG com melhor precisio, buscan-
do encontrar aqueles que sejam menos in-
fluenciados pelo meio externo, ou mesmo
identificando os padrdes gerados por essas
interferéncias para incorporagio em mode-
los preditivos.

Enquanto estudos desta natureza sio pra-
ticamente inexistentes no Brasil, existem
na Europa muitos grupos de pesquisa
que estudam a predicdo da idade a partir
do DNA. Em 2017, virias instituicdes de
oito paises europeus uniram-se no consor-
cio VISAGE (Atributos visiveis a partir
da gendmica, do inglés, Visible Attributes
Through Genomics), cujo objetivo central é
o desenvolvimento de painéis forenses para
predicio de ancestralidade, caracteristicas
fisicas e idade. Para determinagio da idade,
dois tipos de ferramenta estio sendo ava-
liados, a basica e a avancada, sendo a pri-
meira para predi¢io de idade em amostras
de sangue a partir de marcadores presentes
em cinco genes, e a segunda para predicio
em amostras de células somaticas (sangue,
células bucais e ossos) ou de sémen, a par-
tir de oito e treze genes, respectivamente.
Tais ferramentas ainda estio sendo valida-
das sendo que, de maneira geral, os estudos
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preliminares apresentam erros médios em
torno de trés a cinco anos.

Os estudos demonstraram que a metila-
¢io de alguns genes manteve-se eficaz na
predicio de idade mesmo em populacoes
diferentes. Assim, é possivel observar que
os métodos desenvolvidos podem ser uti-
lizados em qualquer populagio com uma
certa acuricia. Porém, é essencial que es-
tudos desta natureza também sejam con-
duzidos no Brasil, um pais de dimensées
continentais caracterizado por uma grande
variedade populacional, de ambientes e es-
tilos de vida.

Com o aprimoramento dos modelos pre-
ditivos de idade, abre-se a possibilidade de
uma nova contribui¢io da genética para
a elucidagio de crimes. Ao se predizer a
idade de uma vitima ou de um agressor a
partir de um vestigio biolégico, novas pis-
tas sdo geradas, o que pode ser essencial
para trazer um novo foco s investigagdes,
aumentando, portanto, as chances de se so-
lucionar casos criminais complexos e apa-
rentemente insoluciondveis, tio frequentes
no Brasil.

Para saber mais

Calculadora online do modelo preditivo do relégio
de Horvath: https://dnamage.genetics.ucla.
edu

Calculadora online do modelo preditivo desenvolvi-
do por pesquisadores da Universidade de San-
tiago de Compostela: http://mathgene.usc.es/
snipper/age_models.php
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