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Resumo. A criminalistica sempre busca inovar as suas ideias de maneira a esclarecer a
autoria e execucdo de um crime, de forma inegavel. Por um longo periodo, a pesquisa de
polimorfismos na sequéncia de DNA satélites ou DNA mitocondrial vem sendo aplicada na
identificacdo criminal. Entretanto, esses métodos carregam limitacdes, apesar de serem
frequentemente utilizados na identificacdo forense. Desta forma, este estudo visa a
possibilidade da utilizacdo de técnicas epigenéticas complementares as técnicas
normalmente utilizadas na genética forense. O objetivo desta revisdo de literatura é
descrever o uso de marcadores epigenéticos, em particular a metilagdo do DNA na prética
forense. Como metodologia do trabalho foi realizada uma revisdo de literatura existente
sobre 0 assunto, como 0 acesso a artigos publicados em periddicos disponibilizados em
bases de dados como SciELO, PubMed, MEDLIN, com os descritores segundo o DeCS:
medicina forense, antropologia forense e epigenética. A andlise de alteracdes epigenéticas,
pode ser uma ferramenta Util para a identificacdo de individuos, possibilita a avaliagdo de
como e quando o material biolégico foi exposto a cena de crime, além de estimatimar a
idade dos envolvidos. Com base na revisdo efetuada constata-se que a técnica baseada na
metilacdo do DNA tem especificidade superior aos testes proteicos, pois elimina a deteccéo
cruzada, evitando falsos positivos, e podem ser vistas como ferramentas valiosas e
complementares nos estudos de genética forense, trazendo uma vantagem adicional aos
métodos existentes. No entanto, outros estudos ainda devem ser desenvolvidos para que se
tenha uma melhor caracterizagéo do padréo de metilagdo humana.
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Abstract. Criminalistics always seeks to innovate their ideas to clarify the authorship and
execution of a crime, in an undeniable way. For a long time, the search for polymorphisms in
the sequence of DNA satellites or mitochondrial DNA has been applied in criminal
identification. However, these methods carry limitations, although they are often used in
forensic identification. Thus, this study aims at the possibility of the use of epigenetic
techniques complementary to the techniques normally used in forensic genetics. The
purpose of this literature review is to describe the use of epigenetic markers, in particular,
DNA methylation in forensic practice. As a methodology of the work, a review of existing
literature on the subject was done, such as access to articles published in journals published
in databases such as SciELO, PubMed, MEDLIN, with the descriptors according to DeCS:
forensic medicine, human anthropology and epigenetic. The analysis of epigenetic
alterations can be a useful tool for the identification of individuals, allows the evaluation of
how and when the biological material was exposed to the scene of the crime, besides
estimating the age of those involved. Based on the review carried out, the technique based
on DNA methylation has superior specificity to protein tests, since it eliminates cross-
detection, avoiding false positives, and can be seen as valuable and complementary tools in
forensic genetics studies, bringing an advantage of existing methods. However, other studies
have yet to be developed to better characterize the human methylation pattern.

Keywords: Forensic medicine; Human anthropology; Epigenetic.

1. Introducéo

A area da medicina forense e criminalistica tem se renovando através da utilizacao
de exames de DNA para a investigacdo de paternidade, elucidacdo de delitos e
identificacdo de cadaveres. O sistema judiciario criminal segue empregando essa
inovacao tecnologica de DNA para analogias diretas de amostras de areas de crime
com as caracteristicas de suspeitos eminentes. A hipétese de se alcancar suspeitos
aumentara a medida em que o a quantidade de pessoas cujo DNA for analisado e
incluido na andlise de dados™.

O estudo das diversas regides polimérficas do DNA humano, obtidos através
de vestigios em areas de crime, inclui consideravelmente as aplicacdes de sucesso
na averiguacdo criminal?. A criminalistica sempre busca inovar as suas ideias de
maneira a esclarecer a autoria e execucao de um crime, de forma inegéavel. Por um
longo periodo, a pesquisa de polimorfismos na sequéncia de DNA satélites ou DNA

mitocondrial vem sendo aplicada na identificacdo criminal. Entretanto, esses
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métodos carregam limitacbes, apesar de serem frequentemente utilizados na
identificacdo forense3.

A identificacdo humana através do estudo de DNA é um importante
instrumento nos estudos forenses, sendo admitido como evidéncia na maioria dos
autos judiciais em todo o mundo. O perfil genético traz informacdo sobre a
especificacdo étnica do individuo, e sobre o sexo, 0 que seria capaz de revelar
alguma anomalia patolégica, como as trissomias, ou mesmo um aspecto psicologica
e social associada ao sexo. Além do que, ndo se despreza a possibilidade de que no
futuro, os estudos do DNA néo-codificante (ncDNA) abordem outros tipos de
informacédo, como a cor dos olhos, afinal, os estudos genéticos sdo recentes na
histéria da humanidade e avancam com muita rapidez?.

A andlise de alteracBes epigenéticas, pode ser um método eficiente para a
identificacdo de individuos. Essa investigacdo promove a avaliagdo de como e
guando o material biolégico foi submetido a cena de crime, além de identificar o tipo
de material encontrado, permitindo também estabelecer a idade dos implicados. O
DNA empregue nestes processos € normalmente extraido de sangue, fio de cabelo,
0Ss0s, pele, sémen, saliva ou urina®.

A caracteristica principal da epigenética € a regulacdo da expressao génica
sem qualquer alteracdo na sequéncia de DNA, procura-se compreender o motivo
pelo qual as células alteram as fungbes ao longo da vida, comportando-se
diferentemente do que eram a principio. As informacdes no epigenoma de um
individuo sao singulares, sendo que os fundamentos epigenéticos sao suscetiveis as
oscilacbes ambientais podendo causar mudancas fenotipicas, que serao
disseminadas aos sucessores. Dessa maneira, a epigenética € definida como
modificacdes legaveis na expressao do gene, que nao alterem a sequéncia do DNA.
Sao herdaveis pela mitose e durante as geracfes, sendo uma maneira de tratar as
mudancas que podem acontecer na expressdo génicab®.

O termo epigenética foi introduzido por Conrad Waddington em 1942 para
definir mudancas alteraveis e herdadas no genoma funcional. No fim dos anos 50, o
pesquisador geneticista Conrad, propds pela primeira vez o termo epigenética, foi o
primeiro cientista a conciliar os genes ao desenvolvimento’.

Todas as células do ser humano apresentam a mesma ordem de pares de
bases no DNA, com ressalva dos clones de linfocitos T e B8. Ainda que partilhem o

mesmo genoma, células de organismos multicelulares dispdem diversas morfologias
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e funcbes. Este fato € explicado por distincbes quantitativas e qualitativas na
expressado génica, nos diversos tipos celulares de um individuo. Ao longo do
desenvolvimento fetal, na diferenciacdo celular, ha a possibilidade de um Unico
gendtipo fornecer diferentes fendétipos. Acreditou-se por muito tempo que todas as
particularidades expressas em um individuo poderiam ser explicadas unicamente
pelo seguimento de bases do DNA. Compreendeu-se que a sequéncia do codigo
genético néo seria capaz de por si s6 definir todos os aspectos de um individuo®.

A epigenética procura mostrar, por exemplo, o que diferencia dois alelos
iguais e como esta diferenciacdo é automaticamente determinada e mantida atraves
de geracbes continuas de células, e que distingbes analisadas em gémeos
monozigoticos ndo os tornam completamente idénticos. Os gémeos idénticos
partiham uma sequéncia de DNA semelhante, e a sua identidade fenotipica é
diversas vezes aplicada para acentuar o poder do significado da genética. No
entanto, 0os gémeos monozigoticos podem apresentar distingdes fenotipicas
extrinsecas certamente transmitidas por mudancas epigenéticas que transcorrer ao
longo da vida dos individuos?©.

Este trabalho € uma revisao sobre a possibilidade da utilizacdo de técnicas
epigenéticas complementares as técnicas padronizadas e utilizadas na genética
forense. Este estudo tem como objetivo descrever o uso de marcadores

epigenéticos, em particular a metilagdo do DNA na pratica forense.

2. Método

Trata-se de um estudo de reviséo integrativa de literatura, cuja estruturacdo da base
tedrica foi realizada a partir da pesquisa e andlise de relevancia histérica e
contemporanea, em livros e artigos cientificos em bases indexadas como Scielo,
Bireme, LILACs, MEDLINE, Science Direct e PubMed. Esta revisao determina o
conhecimento retrospectivo e atual sobre uma tematica especifica, ja que é
conduzida de modo a identificar, analisar e sintetizar resultados de estudos
independentes sobre 0 mesmo assunto abordando o uso da epigenética na area
forense. Para os estudos foram estabelecidos critérios de inclusdo e exclusédo de
trabalhos cientificos a partir dos seguintes descritores segundo o DeCS: medicina

forense, antropologia forense, epigenética.
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3. Revisao de literatura

3.1. Genética forense

A genética forense aborda a utilizacdo das experiéncias e das taticas em genética e
biologia molecular na assessoria da justica, englobando tanto a identificacéo
cadavérica e de possiveis suspeitos quanto o exame de paternidade. O DNA
empregado nestes processos é auferido de fios de cabelo, dente, sangue, dentre
outros. Atualmente, os cientistas estdo em melhor posicdo para analisar o material
biolégico, sendo ele de diversas naturezas, mesmo estando em quantias limitadas e
degradadas?!.

O avanco da genética forense iniciou-se a muito tempo com as pesquisas de
Karl Landsteiner, médico austriaco, se predisp6s a comprovar que existia diferencas
no sangue de diversos individuos pela sua descoberta de polimorfismos do sistema
ABO no sangue humano, e pela rapida percepcéo que tais variacdes poderiam ser
aplicaveis na solucéo de crimes??.

Um estudo realizado nos laboratorios do Reino Unido, EUA e Canada, em
meados de 1980, demonstrou que o DNA que estava presente nas amostras
forenses era suficiente para ser testado. Por volta de 1984, Alec Jeffreys, inovou
com a descoberta do DNA ‘“fingerprinting” que se baseia em um conjunto de
marcadores genéticos nomeados minissatélites ou VNTR (sequéncias repetitivas de
namero variavel), sendo especificas a um individuo. Essas regides VNTR sé&o
altamente polimorficas, podendo ser utilizadas para diferenciar membros de uma
populagdo®s.

Em 1985 foi aplicada uma andlise molecular de material genético para
solucionar um problema de imigracdo, Jeffreys empregou este método para
identificar o legitimo estuprador e homicida de duas vitimas. A criminalistica e a
medicina forense vém utilizando este método de tipagem molecular como potente
arma de elucidagédo de variados delitos e identificagdo humana, a partir desse
episddio que ficou conhecido como Enderby4.

O teste de DNA forense vem cumprindo um papel proeminente no ambito da
justica, contribuindo na persuasdo de culpados e exoneracdo de inocentes. A
preservacdo de resquicios de DNA da cena do crime é crucial para desvendar

delitos, além de se conceder provas objetivas ao sistema criminal®.
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A analise de DNA tornou-se indispensavel e de rotina em analise de casos
forenses correntes, aplicando técnicas excessivamente sensiveis para se averiguar
cada material. Amostras escassas de DNA podem interligar suspeitos a diversas
cenas de crime, como por exemplo, células epiteliais em um volante ou até mesmo
saliva em uma ponta de cigarro?.

Testes de DNA que posteriormente demandavam varias semanas, agora
podem ser realizados em poucas horas, através de inUmeros avan¢os em termos de
capacidade de processamento da amostra e de sensibilidade. Na época atual, séo
necessarias pequenas quantidades de amostra com uma unica célula, possibilitando

construir um perfil inico de DNA, ao invés de grandes manchas de sangue®®.

3.2 DNA

A sigla DNA vem de acido desoxirribonucleico, sendo localizada em uma organela
denominada nudcleo. Essa molécula transmite o cédigo genético, dispde de bases
nitrogenadas, que sado compostas por: citosina, timina, adenina, guanina (C, T, A e
G). Além das bases nitrogenadas ha uma molécula de acucar, sendo unida a uma
molécula de fosfato?®.

James Watson e Francis Crick caracterizaram o DNA, em 1953, como uma
fita dupla helicoidal ao redor de um eixo, sendo fitas paralelas e suas bases
nitrogenadas se encontravam direcionadas para a parte interna da hélice pareando-
se de forma complementar entre si. Tais bases nitrogenadas sdo conectadas por
pontes de hidrogénio, que mantém as fitas de DNA unidas. O DNA se envolve nas
cromatinas, e estas por sua vez se enrolam sobre si mesmas, compondo as
histonas, até formarem uma agregacao gigante de poli nucleotideos, ou seja, um
conjunto amplo de diversos nucleotideos, sendo nomeada de cromossomos?’.

Ha uma variacdo no sentido em que os nucleotideos sdo adicionados, sendo
um acontecimento resultante da selecdo natural. No sentido de adicdo h& uma
intensificacdo da variedade genética entre os individuos de mesma espécie,
simulando que eles ndo tenham as mesmas informacfes genéticas, pois senao,
seriam clones uns dos outros?*é.

Mais de 90% do genoma humano consiste em sequéncias ndo codificantes
entre 0s genes. Essas regides contém grande quantidade de DNA repetitivo.
Repeticbes em tandem sédo unidades de repeticdo dispostas em sequéncia nas

regides ndo codificantes do DNA. DNA satélite é um tipo de sequéncia em tandem,
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pode ser encontrado nos centrbmeros e teldmeros, e é composto de longas
sequéncias de repeticdes. Os minissatélites e microssatélites sdo dois outros tipos
de repeticbes em tandem, sé que menores que o DNA satélite. Os minissatélites,
também conhecidos como VNTR (numero variavel de repeticbes em tandem) sao
maiores, compostos de unidades de repeticdo de 10-100 nucleotideos de extenséo.
Os microssatélites, também conhecidos como STR (repeticdo curta em tandem) ou
SSR (repeticdo simples da sequéncia) possuem unidades de repeticdo de 2 a 6
nucleotideos?®,

Essas regifes sao verificadas na identificagdo humana, pois séo constituidas
de sequéncias especificas de diferentes tamanhos, repetidas em tandem (lado a
lado), em diferentes regibes do genoma (varios loci). O numero de repeticdes
dessas sequéncias muda entre os individuos, podendo ser empregadas para
diferencia-los. A maioria das sequéncias do genoma humano é semelhante entre
diferentes individuos e as diferencas que ocorrem sdo chamadas de polimorfismos?°.

Um segmento do DNA pode ser chamado de polimérfico quando sua
frequéncia populacional € maior ou igual a 1%. Um polimorfismo pode ser
ocasionado em qualquer ponto do genoma, inclusive no meio de genes, sendo que
muitos polimorfismos do DNA séo Uteis para estudos de mapeamento genético,
denominados de marcadores de DNA??,

A maioria dos polimorfismos consiste de SNPs (single nucleotide
polymorphism - polimorfismos de Gnico nucleotideo), que sdo mudancas em um
anico par de base ou mutacdo de ponto. Os polimorfismos de STR e VNTR também
sdo muito Uteis no contexto forense. Certos marcadores de DNA sdo extremamente
polimérficos, e a variedade de unidades de repeticdo alterna entre os individuos de
uma populagdo. E duvidoso que dois individuos tenham exatamente a mesma
combinacdo de polimorfismos, se um numero adequado de marcadores for
analisado. Portanto, um perfil genético pode ser utilizado para identificacéo
humana??. Diversas técnicas podem ser aplicadas para andlise da molécula de DNA
(Tabela 1).

Entretanto, h4 limitacbes nas técnicas que envolvem o estudo direto do
DNA. Na tipagem de alelos VNTR, sua desvantagem é requerer DNA integro e em
grande quantidade, tornando praticamente inviavel a tipagem de amostras biolégicas
antigas, degradadas ou com pouca quantidade de DNA, tornando-se pouco utilizada

em investigacdes genéticas atualmente. E foi com esse foco que a comunidade
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cientifica comecou a procurar Nnovos mecanismos que propiciassem a identificacéo
humana com base nos fenbmenos epigenéticos, ou seja, baseados nos processos
que alteram o fenoétipo do individuo, mas que ndo estdo associados a mudancas na

sequéncia de DNAZ,

Tabela 1. Técnicas usadas para andlise da molécula de DNA.

Os marcadores VNTR sdo analisados através da

técnica PCR - RFLP, sendo baseada em mutacdes
PCR - RFLP

_ _ que alteram sequéncias no DNA de um individuo.
(Polimorfismo de fragmentos

g c0) Usa-se enzimas de restricdo que clivam o DNA em
e restricao
locais especificos, produzindo fragmentos de
diferentes comprimentos que sdo separados e

visualizados em forma de bandas.

7

A maior parte dos sequenciamentos de DNA é
executada através um método enzimatico: o DNA a
Sequenciamento do DNA ser sequenciado é fornecido na forma de fita simples,
a partir da qual a DNA polimerase sintetiza novas fitas

de DNA complementares.

Analise de polimorfismos de restricdo (RFLP) e
andlise de loci VNTR, em gel de agarose. A
eletroforese capilar € realizada sob condicdes
Eletroforese de DNA em gel .
desnaturantes para propoésitos forenses, como a
analise de STR. A matriz do capilar € composta de

poliacrilamida linear.

Os STRs séo analisados por meio de amplificacédo
por PCR, utilizando primers complementares as
regides que flanqueiam as repeticbes STRs. A reacao
PCR em cadeia da polimerase € uma técnica in vitro que
(Reacdo em cadeia da | permite a amplificacdo de sequéncias especificas de
polimerase) DNA ou de RNA, sendo um método que utiliza duas
sequéncias de nucleotideos iniciadoras, que
hibridizam com as fitas opostas, em regibes que

flanqueiam o segmento a ser amplificado.
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3.3 Epigenética

A epigenética seria capaz de interferir em varios processos biolégicos do organismo,
apesar de compreender-se a maneira na qual seria feita a transferéncia das
informacdes genéticas nas células?®*.

A epigenética busca explicar o que distingue dois alelos iguais e como € esta
distincdo mecanicamente determinada e mantida, através de gerac¢des continuas de
células. E como as diversidades identificadas em gémeos monozigéticos nao 0s
tornam plenamente idénticos. E um meio de expor as alteragcbes que podem ser
predeterminadas na expressdo génica, sem que haja variacbes na sequéncia do
DNA. Busca compreender o por que as células alteram de fun¢des ao longo da vida,
podendo funcionar ou comportar-se de maneira distinta do que era a principio,
mesmo o DNA permanecendo inalterado?®.

A informacdo genética perdura-se no processo epigénico, contudo o
processo de transcricdo celular podera sofrer interferéncias epigenéticas ao acessar
essa informacédo, por intermédio de mudancas bioquimicas que acontecem na
compactacdo do DNA. Ao passo que decorre essa compactacdo havera maior ou
menor viabilizacdo do DNA para a transcri¢éo ser provocada?®.

Os eventos de metilacdo do DNA podem ser percebidos como significativos
indicadores epigenéticos sendo ponderosos nos estudos forenses, em especial em
situacOes de investigacdes de paternidade, podendo ser um complemento eficiente
para 0os marcadores genéticos tradicionais na identificacdo de tecidos e fluidos,
distincdo de gémeos monozigoéticos, estimativa de idade, obtencdo da causa e
circunstancias de O6bito e ainda associar inUmeros marcadores epigenéticos com
doencas neuropsiquiatricas?’.

A epigenética pode ser estavel e hereditaria, e ser originada por alteragdes
ao nivel de metilacdo do DNA, da apuracado da transcricdo, do dominio da traducéo
ou de modificagbes pos-traducdo. O advento do mecanismo epigenético é incitado
através de reacdes quimicas moleculares, essas ligacbes quimicas determinam a
expresséo epigénica de uma célula. Todavia, essa compreensdo ndo era capaz de
explicar as diferencas fenotipicas dentre gémeos monozigéticos ao longo do
desenvolvimento. Assim, notou-se que a sequéncia do cédigo genético ndo seria
capaz de por si sé, definir todos os tracos de um individuo?°.

Os mais importantes mecanismos de regulacdo epigenética descritos sao:

modificacdes pos-traducionais de histonas, acdo de ncRNA (RNA n&o-codificante) e

J. Sopran & F. R. C. Bomfim



52  Brazilian Journal of Forensic Sciences, Medical Law and Bioethics 8(2):43-60 (2019)

a metilacdo do DNA. As proteinas de maior importancia na estrutura da cromatina,
conhecidas como histonas, podem sofrer modificacfes quimicas como a incluséo de
grupos acetil, metil, fosforil, de ubiquitina etc. Da mesma forma, a acdo de ncRNA
intervém na estabilidade de RNAmM (RNA mensageiro), na traducdo de RNAmM e na
conformacdo da cromatina. Ja a metilacdo do DNA, é caracterizada como a
modificacdo epigenética mais frequentemente observada e origina-se rapidamente

na molécula de DNAZ8,

3.4 Marcadores epigenéticos com aplicacéo forense

A andlise de DNA em ambito forense nao pode, por si s6, comprovar a culpa do
criminoso ou a inculpabilidade do mesmo, no entanto, pode estipular uma correlagéao
entre o acusado e a cena do crime. Todavia, ha limites nas técnicas que circundam
o estudo do DNA e foi com o foco nessas situacfes que inimeros investigadores
experimentaram investigar novas técnicas que proporcionassem a identificacdo
humana com base nos mecanismos epigenéticos, como o0 caso da metilacdo do
DNA, por exemplo?°.

Visto que, a metilacdo do DNA é o mecanismo primario de regulagem
epigénica que abrange um papel importante no desenvolvimento e distincédo celular.
E um processo que afeta mecanismos celulares através da mudanca de expresséo
génica. Essa reacdo origina-se por meio da mudanca de um grupo metil para o
carbono de nimero cinco da molécula de citosina, formando a 5-metilcitosina, assim

como demonstra a figura 1°°.

DNM1

Citosing S-metilcitosina

Figura 1. Representacao da reacdo de metilacdo da citosina no DNA.

A metilagdo das citosinas ndo decorre uniformemente ao longo da molécula

de DNA, estima -se que apenas 3% das citosinas sao metiladas. A metilacdo ocorre
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em local especifico na cromatina, ndo é ao acaso. Tem de haver uma pré-disposicéo
quimica para que possa ocorré-la. A pré-disposicdo quimica para a metilacdo do
DNA ocorre nos dinucleotideos CpG. Estas regides possuem longa extensado e se
sobrepbfem a aproximadamente 70% dos genes em humanos, sendo localizadas
preferencialmente junto a promotores génicos3'.

O processo de metilacdo é mediado por enzimas da familia DNA
metiltransferase (DNMT), que catalisam e transferem o grupamento metil para as
bases de citosina na molécula de DNA. Apés a replicacdo do DNA, as DNMTs fazem
o reconhecimento dos dinucleotideos CpG e inicia-se a metilacdo do DNA. A
metilacdo do DNA muda a expressado génica, contudo esse processo € complexo,
pois as condicdes ambientais exercem influéncias sobre a metilacdo do DNA. A
nutricdo, o estilo de vida e o estresse pode intervir nos mecanismos de modificacao
da expresséo génica.

A metilacdo de citosinas do DNA é um indicio especifico no cédigo genético
para recrutar e interagir com proteinas de ligacdo a dominios metil-CpG (MBD).
Essas proteinas distinguem e se ligam as citosinas metiladas e, por sua vez,
propiciam o recrutamento de enzimas, tais como histona metiltransferase (HMT) e
histona deacetilase (HDAC) que resultam a compactacdo da cromatina, tornando a
regido transcricionalmente inativa. Além do que, a metilacdo de ilhas CpG também é
apta de dificultar diretamente a interacdo entre os promotores génicos e complexos
transcricionais®.

Portanto, a metilacdo de citosinas do DNA é definida como um mecanismo
de inibicdo da expressado génica. A metilacdo impacta a base da molécula de DNA,
e, portanto, o desenvolvimento da célula. As sequéncias ausentes de metilacédo
estdo sendo transcritas ativamente, enquanto as sequéncias metiladas ndo sao
transcritas®3. As ilhas CpG séo miras de proteinas que se agregam com os CpG néo
metilados e desencadeiam a transcricdo do gene. Tradicionalmente as areas nao
metiladas das areas CpG sao encontradas em genes de tecidos especificos e em
genes primordiais, como os de manutencdo que estdo implicados na conservagao
da pratica celular e sdo expressos na maior parte dos tecidos. Dessa maneira o grau
de metilacdo influencia a sua expressao: quanto mais metilado estiver um gene,
menor sera o seu nivel de expressao®.

As mudancas nos padrdoes de metilacdo de DNA pode acontecer durante

toda a vida de um individuo, certas modificacdes podem ser um feedback fisiolégico
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a alteracbes ambientais ou a processos patolégicos, como a transformacao
oncogénica ou senescéncia celular. No entanto, os aspectos intrinsecos e
ambientais que induzem alteracbes de metilagio do DNA encontram-se
desconhecidos®.

Um dos processos que melhor estabelece a modificacdo do fendtipo do
individuo seria a metilacdo do DNA, que pode ser visto como principal marcador
epigenético. Podendo também oferecer dicas sobre estados patoldgicos, distingdo
de gémeos idénticos, circunstancias que encadeiam o 6bito e até o tipo de tecido®®.

Os ensaios alicercados no uso de marcadores epigenéticos podem ser muito
benéficos numa diversidade de utilizacbes forenses em comparacdo com varias
proteinas ou métodos baseados em RNA. No entanto, € preciso cuidado extra na
selecdo de areas CpG, bem como a compreensdo dos perfis de metilacdo
analisados. O primeiro passo num estudo epigenético bem-sucedido € a
identificacdo de marcadores de metilacdo de DNA adequados. Em uma analise de
metilacdo do DNA do genoma é muito provavel descobrir varias regiées genémicas
nunca vistas que apresentam variacdes epigenéticas, inclusive aquelas que estdo
localizadas fora de promotores de genes. Os métodos usados sdo apenas para uma
primeira triagem e identificacdo de um conjunto de areas CpG, necessitando ap0s
isso a validacdo dos marcadores selecionados®’.

Em todos os ensaios forenses, os critérios de validagdo devem ser rigorosos
e tém de ser cumpridos para cada marcador epigenético selecionado. Todos os
marcadores demandam apresentar uma elevada sensibilidade e especificidade, uma
vez que as amostras forenses séo frequentemente de baixa qualidade e quantidade.
Existem métodos para analisar a metilacdo do DNA, como por exemplo a conversao
por bissulfito. A conversédo por bissulfito € utilizada para desaminar citosinas nao
metiladas convertendo em uracila. As citosinas metiladas s&o protegidas da
conversao com bissulfito, uma vez que a conversao das citosinas ndo metiladas
tenham ocorrido, as diferencas entre citosinas metiladas e nao metiladas
(convertidas em uracilas) podem ser analisadas por varios meétodos, entre eles,
sequenciamento, perfil de digestdo ou PCR quantitativo (QPCR)%.

Aspectos ambientais, tais como a senescéncia, stress ambiental, doencas,
cancro, tabagismo e outros, podem intervir nos padrdes de metilacdo do DNA,
alterando-os. Alem disto a influéncia dos aspectos ambientais tem de ser validada

em situacGes de aplicacdo forense®.
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Nas situacbes em que as condicoes de metilacdo do DNA podem ser
qguantificados, € essencial escolher areas CpG que possuem nitidamente um alto
grau de diferenca de metilacdo, para alcancar uma maior margem e diferenciagéo.
Por exemplo, a fim de correlacionar um local CpG especifico com uma determinada
causa de Obito como o abuso de drogas, a metilacdo desse local CpG precisa
constatar no minimo uma diferenca entre 60-70 % em comparacdo com o tecido
normal. Isso também evita falsas estimativas devido a grande oscilagdo
intraindividual®.

Adicionalmente, o estudo da metilacdo do DNA também tem um papel ativo
no ramo de autenticacdo de amostras. Visto que nos dias atuais é possivel sintetizar
DNA, e isso torna-se um problema nas cenas de crime pois o DNA artificial pode ser
introduzido nas mesmas. Varios estudos apontam que no DNA artificial todos os loci
séo nédo metilados enquanto no DNA natural certos loci sdo metilados, 0 que faz com
gue o uso de um método baseado na metilacdo do DNA detecte DNA artificial e os
consiga excluir imediatamente da cena de crime?°.

Os padrbes de metilagdo do DNA tem sido estudado principalmente por trés
razdes forenses relevantes: i) identificar a fonte de DNA do tipo tecido / célula, ii)
estimar a idade de um individuo, e iii) diferenciar gémeos monozigéticos*°.

Em pesquisa publicada previamente, foram descritos um conjunto de
marcadores epigenéticos, ZC3H12D, BCAS4 e cg-06379435, capazes de produzir
padrdes unicos e especificos de metilacdo de DNA que podem ser utilizados para
identificar sémen, saliva e sangue, respectivamente. Esses marcadores epigenéticos
demonstram sensibilidade, especificidade, resisténcia a degradacdo e revela a
capacidade na determinacéo dos niveis de tragcos de fluidos corporais*?.

Os marcadores ZC3H12D e BCAS4 tém como alvo cinco sitios CpG na
sequéncia a ser analisada. Os dados mostram que o locus BCAS4 € hipermetilado
em amostras de saliva quando comparadas a outras amostras de fluidos
biolégicos*?. Ja& o loci ZC3H12D mostra-se hipometilado em amostras de sémen
gquando comparadas a outras amostras de fluidos biologicos. E o marcador cg-
06379435 tem como alvo apenas um sitio CpG na sequéncia a ser analisada?’.

Existem evidencias na atualidade de que os gémeos monozigoticos podem
demonstrar um grau muito pequeno de diferencas genéticas, em relacdo aos SNPs,
nas variacbes no numero de copias, entre outros. No entanto essas diferencas séo

extremamente raras e dificeis de se localizar. A epigenética observada nos pares de
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gémeos monozigoéticos pode ser analisada em um nivel genémico amplo e também
em locus especificos, que estdo provavelmente ligados a regulacdo génica envolvida
em fenodtipos especificos*.

A utilizacdo de um kit como o Illumina Infinium Human Methylation 27K
BeadChip, permitiu que Li et al.** testassem amostras de DNA de 22 pares de
gémeos adultos monozigoticos, analisando 27.578 sitios CpG, sendo revelado
diferengas significativas na metilacdo do DNA. A maioria desses marcadores esta
associada diferenciacéo celular, proliferacdo e desenvolvimento, sendo assim uma
proposta com uma abordagem adequada para superar desafio da diferenciacdo de
gémeos monozigbticos*.

Durante o processo de senescéncia ocorrem alteragfes de biomoléculas no
nivel molecular, principalmente na molécula de DNA. Dessa maneira, encontrar
biomarcadores baseados no DNA ¢é ideal e de muita aplicacdo prética na predicao
de idade em andlises forenses. A metilacio do DNA desempenha um papel
importante no envelhecimento celular e do organismo. Diversos estudos
investigaram o estado epigenético de diversos genes ou ilhas CpG em individuos de
varias idades, e mediram as mudancas globais na metilacdo do DNA com o aumento
da idade?®.

Um método promissor para previsdo de idade, mais preciso, surgiru do
campo da epigenética, onde uma significativa alteragdo dos niveis globais de
metilacdo do DNA foi observada por estar associada ao aumento da idade. Para
estimar a idade utilizando-se marcadores, Freire-Aradas et al.*® investigaram os
padrées de metilacdo de 177 locais CpG de 22 regides genbmicas candidatas em
725 individuos de ascendéncia europeia (18 —104 anos) e estabeleceram um novo
modelo de previsdo de idade de loci-correlacionados em ELOVL2, PDE4C, FHL2,
ASPA, CCDC102B, Clorfl32 e chrl6: 85395429. Os autores encontraram uma
progresséo significativa da metilagdo do DNA aumentando com a idade em ELOVL2,
PDE4C e FHL2 e redugédo da metilagdo em ASPA, CCDC102B, Clorf132 e chrl6:
8539542946,

A variabilidade da estimativa de idade baseada na metilagdo precisa ser
investigada geograficamente, j& que diferentes populacdes tém diferentes condicdes
de saude, estilos de vida e exposi¢cdo ao clima e fatores ambientais que podem
afetar as estimativas. Por sua vez, o enfoque forense em encontrar e validar

marcadores que mostrem associacoes fortes, robustas e reprodutiveis com a idade
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cronologica entre individuos variados pode refletir em uma pesquisa mais
fundamental sobre o processo de envelhecimento?’.

No entanto, para assegurar a eficacia desses marcadores, estudos de
validacéo precisam ser realizados para determinar as condi¢des e limitacdes desta
nova ferramenta para analise forense. No cenario atual, € necessario mapear e
identificar mais marcadores de metilacdo em diferentes tecidos, aumentando a
quantidade de marcadores disponiveis e contribuindo para uma estimativa de idade

mais precisa®.

4. Consideracdes finais

Os métodos classicos utilizados na area forense apontam algumas desvantagens,
como o consumo da amostra e, consequentemente do DNA presente. A metilacao
do DNA é bem apropriada para a deteccao e identificacdo de fluidos corporais, essa
técnica tem especificidade superior aos testes proteicos, uma vez que elimina a
deteccdo cruzada. As técnicas que utilizam mecanismos de metilacdo do DNA
podem ser vistas como ferramentas importantes e complementares, € uma forma de
distinguir gémeos iguais analisando o padrdo de metilacdo em certas regides CpG,
contudo outros estudos ainda necessitam ser desenvolvidos para que se tenha uma

melhor definicdo do padrao de metilagdo humana.
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