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Resumo

A Epigenética pode ser descrita como o conjunto de mecanismos moleculares herdaveis com capacidade de
regular a expressdo génica na auséncia de qualquer alteragdo na sequéncia do DNA. Estes mecanismos, tais
como metilagdo do DNA, modificagdes pds-traducionais de histonas e agdo de RNAs ndo-codificantes estdo
associados a regulacdo da expressdo génica de maneira universal. Nos Ultimos anos, a epigenética tem
ganhado énfase nos estudos de identificacdo forense, em virtude de sua capacidade de revelar informacdGes
anteriormente impossiveis de serem obtidas por analises genotipicas tradicionais. Estudos epigenéticos tém
mostrado ser possivel a distingdo entre gémeos monozigoticos; estimar a idade de um individuo;
identificacdo de tipos teciduais; entre outros, utilizando somente amostras de DNA. Desta maneira, a
epigenética forense se apresenta como um ramo promissor da criminalistica.

Descritores: Epigenética, Metilagdo do DNA, Criminalistica, Cromatina.

FORENSIC EPIGENETICS

Abstract

Epigenetics can be described as the set of inheritable molecular mechanisms capable of regulating gene
expression in the absence of any change in DNA sequence. Mechanisms such as DNA methylation, post-
translational modifications of histones and non-coding RNAs are associated with the regulation of gene
expression in a universal manner. In recent years, epigenetics has gained emphasis in forensic identification
studies due to its ability to reveal information that was previously impossible to obtain by traditional
genotypic analysis. Epigenetic studies have shown to be possible to distinguish between monozygotic twins;
estimate the age of an individual; identification of tissue sources; among others, using only DNA samples.
Thus, forensic epigenetics is presented as a promising field of criminalistics.

Keywords: Epigenetics, DNA methylation, Criminalistics, Chromatin.
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INTRODUCAO

Apesar de sua origem datar da primeira metade do Século XX, a epigenética é um
dos campos mais atuais da genética e da biologia molecular e é conceituada como o ramo
da ciéncia que estuda as variacbes fenotipicas herddveis que ocorrem
independentemente de alteragbes na sequéncia de pares de bases do 4cido

desoxirribonucleico (DNA) (LIEB et al., 2006).

O fendtipo, manifestacao observavel de um gendtipo, é ocasionado por alteracdes
na expressao dos genes em um organismo. Alteracdes epigenéticas tem a capacidade de
modificar a expressdao génica, mas o fazem a partir de mecanismos independentes de
qualquer variagcdo na sequéncia do DNA, seja por meio do recrutamento de proteinas a
regioes especificas do DNA ou alteracdo do grau de compactacdo da cromatina, entre
outros, impedindo assim, o acesso a complexos transcricionais ou replicacionais

(MCQUEEN, 2010).

Alteracdes epigenéticas ocorrem essencialmente por meio de modificagdes
quimicas que incidem diretamente no DNA, em proteinas constituintes da cromatina,
particularmente histonas, ou pela acdo de RNA (acido ribonucleico) ndo-codificantes (do
inglés non-coding RNA — ncRNA) (SCHAUKOWITCH e KIM, 2014; VIDAKI et al., 2013). Por
serem geralmente menos danosas ao organismo, observam-se que essas alteracdes tém
ocorréncia mais comum do que modificagcdes na sequéncia do cédigo genético (FRAGA et
al., 2005). Hoje, é sabido que as modificacdes epigenéticas sdo sensiveis a pressdes
ambientais e até mesmo sociais, representando assim, a fronteira entre o meio ambiente
e a expressdo dos genes (TURNER et al.,, 2015). Assim, as informac¢des contidas no
epigenoma (conjunto de caracteres epigenéticos) de um individuo sdo unicas (VIDAKI et

al,, 2013).

Por se apresentar como uma nova maneira de identificar um individuo e suas

caracteristicas, a epigenética comeca a despontar como um ramo da Genética Forense.
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Estudos recentes tém demonstrado as possibilidades de investigacdo de caracteristicas
epigenéticas para a diferenciacdo de gémeos monozigéticos, estimativa da idade de
individuos, identificacdo de tipos teciduais encontrados em cenas de crime, validacdo de

amostras de DNA encontradas em cenas de crime, entre outras (KAYSER, 2013).

Este trabalho objetiva realizar uma abordagem histérica da evolucdo dos conceitos
da epigenética, descrever algumas das atuais aplicagdes em ciéncias forenses e discutir

perspectivas para o uso e aplicacdo de novas técnicas relacionadas a este ramo da ciéncia.

METODOLOGIA

A literatura utilizada neste trabalho foi buscada a partir das bases de dados do
PUBMED (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) e ScienceDirect
(http://www.sciencedirect.com/). Destas, foram extraidos artigos e capitulos de obras
cientificas a partir da busca pelos seguintes termos: Epigenetics, DNA Methylation,
Epigenetic AND Forensic, Histone Modification, ncRNA e Heterochromatin. Os documentos
de interesse foram selecionados preferencialmente com data de publicacdo a partir do

ano de 2005. Referéncias de importancia histérica também foram citadas neste trabalho.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Epigenética

Todas as células de um humano, a excecdo dos clones de linfécitos B e T, possuem
a mesma sequéncia de pares de bases no DNA (MCQUEEN, 2010). Entretanto, apesar de
compartilharem o mesmo genoma, células de organismos multicelulares possuem
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distintas morfologias e funcbes. Este fato é explicado por diferencas quantitativas e
qualitativas na expressdao génica nos varios tipos celulares de um individuo. A
diferenciacao celular ao longo do desenvolvimento fetal € um exemplo da possibilidade de

um unico gendtipo fornecer distintos fenétipos (JABLONKA e LAMB, 2015).

Por muito tempo, acreditou-se que todas as caracteristicas expressas (fenétipo)
em um organismo poderiam ser explicadas somente pela sequéncia de bases do DNA.
Todavia, esse entendimento ndo era capaz de explicar as diferencas fenotipicas
observadas entre gémeos monozigéticos ao longo do desenvolvimento ou os mecanismos
relacionados a fenGmenos genéticos como o imprinting parental ou inativacdo do
cromossomo X em fémeas. Assim, percebeu-se que a sequéncia do cddigo genético ndo
poderia, por si sé, determinar todos os tracos de um individuo (FRAGA et al., 2005;

CASADESUS e NOYER-WEIDNER, 2013).

Proposto pelo bidlogo do desenvolvimento Conrad Waddington, na década de
1940, o termo epigenética descreve processos de diferenciacdo fenotipica a partir de
variacOes da expressao génica, e ndo do contetdo génico em si (WADDINGTON, 1942). A
descoberta inicial, e talvez a mais importante no campo da epigenética, foi a metilacdo de
promotores génicos no DNA que estd frequentemente associada, total ou parcialmente, a

inativacdo da expressdo génica em longo prazo (DOEFLER 2014).

Atualmente a epigenética pode ser descrita como o conjunto de mecanismos
moleculares herdaveis com capacidade de regular a expressdao génica na auséncia de
gualquer alteracdao da sequéncia de pares de bases do DNA. Utilizando esses recursos,
células s3o capazes de regular a expressdo génica de modo temporal e espacial,
permitindo entdo, que um mesmo codigo genético seja capaz de expressar diversos
fendtipos, caracteristica dos organismos multicelulares (MCQUEEN, 2010). Entende-se
hoje que existem inUmeras categorias de informacdo associadas ao cédigo genético e que
a sequéncia génica ndo é suficiente para explicar todas as caracteristicas fenotipicas de

um individuo (ECKHARDT e WALTER, 2014). Nesse sentido, a epigenética é cada vez mais
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aceita como um mecanismo universal de regulacdo da expressdo génica, ainda que pouco

compreendida (GOLDBERG et al., 2007).

O numero de publicacbes cientificas sobre epigenética aumentou
consideravelmente nos Uultimos anos, sendo descrita a participacdo de eventos
epigenéticos na oncogénese, senescéncia celular, plasticidade neuronal, desenvolvimento
embrionario, disturbios comportamentais e até mesmo na evolugdo das espécies
(JABLONKA e LAMB, 2015; SZYF, 2009). Adicionalmente, varios institutos de pesquisa ao
redor do mundo estdo desenvolvendo iniciativas de trabalho com o intuito de sequenciar

o epigenoma de diversos organismos (ECKHARDT e WALTER, 2014).

Mecanismos de regulagao epigenética

Os principais mecanismos de regulacdo epigenética descritos sdao: metilacdo do
DNA, modificacGes pds-traducionais de histonas e a acdo de ncRNA. A metilacdo do DNA é
caracterizada como alteracdo epigenética mais frequentemente observada e ocorre
diretamente na molécula de DNA (TURNER et al., 2015). As histonas, proteinas de maior
importancia na estrutura da cromatina, podem sofrer modificacdes quimicas como a
insercdo de grupos acetil, metil, fosforil, de ubiquitina etc. (BANNISTER e KOUZARIDES,
2011). Da mesma forma, a acdo de ncRNA interferem na estabilidade de RNAm
(mensageiro do acido ribonucleico), na tradu¢cdo de RNAm e na estrutura da cromatina

(GHILDIYAL e ZAMORE, 2009; MCQUEEN, 2010).

Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA foi o primeiro mecanismo de regulacdo epigenética observado
(HOLLIDAY e PUGH, 1975). Desta forma, sendo o mais bem caracterizado, constitui a Unica
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modificagao covalente natural do DNA em vertebrados e é considerada uma das principais
interfaces entre o meio ambiente e o genoma hospedeiro (TURNER et al.,, 2015). A
metilacdo do DNA ocorre por meio da transferéncia de um grupo metil para o carbono de
numero cinco da molécula de citosina, formando a 5-metilcitosina (Figura 1) (LEENEN et

al., 2016).

DNMT

Citosina 5-metilcitosina

Figura 1 - Representagdao esquematica da reagdo de metilagdo da citosina no DNA: a transferéncia do
grupo metil ocorre no carbono cinco da molécula. A reagao é catalisada por enzimas da familia das DNMT
(DNA metiltransferases).

A metilagao das citosinas ndao ocorre uniformemente ao longo da molécula de
DNA. Estima-se que apenas 3% das citosinas do DNA humano sdao metiladas (NAFEE et al.,
2008). Entretanto, a frequéncia de metilacdo se altera drasticamente nas regides
denominadas llhas CpG, podendo chegar a 75% de sua composicao (SKALNIK, 2013). As
ilhas CpG sdo porcbes do cddigo genético que contém sequéncias repetitivas do
dinucleotideo CG. Essas regides possuem aproximadamente 1lkb de extensdo e se
sobrepGem a aproximadamente 70% dos genes em humanos, sendo as ilhas CpG

localizadas preferencialmente junto a promotores génicos (ILLINGWORTH e BIRD, 2009).

O mecanismo de metilacgdo ¢é catalisado por enzimas da familia DNA
metiltransferase (DNMT). Esta familia € composta por quatro isoformas em mamiferos. A
DNMT1 possui a funcdo de manter o padrao de metilagdo durante a divisdao celular. A
atividade da DNMT2 ainda ndo é bem caracterizada. Sugere-se que sua funcdo esteja

associada a metilacdo de moléculas localizadas fora do nucleo, como RNA transportadores
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(GOLL et al., 2006). Em contrapartida, a DNMT3a e DNMT3b agem diretamente no DNA e
estdo associadas a sua metilagdo de novo, sendo fundamentais no estabelecimento do
padrdo de metilacio do DNA no periodo embriondrio (estabelecimento do imprinting
gendmico) e a diferenciacdo celular (MCQUEEN, 2010). O padrdao de metilagdo do DNA é
especifico para cada tipo de tecido. Esse é estabelecido durante a embriogénese e
mantido durante o processo de mitose (DNMT1). Na meiose, o DNA dos parentais é
desmetilado, sendo restabelecido na embriogénese (DNMT3a e DNMT3b) (TURNER et al.,
2015).

A metilacdo de citosinas do DNA é um sinal caracteristico no cédigo genético para
recrutar e interagir com proteinas de ligacdo a dominios metil-CpG (MBD, do inglés
methyl-CpG-binding domain). Essas proteinas reconhecem e se ligam as citosinas
metiladas e, por sua vez, promovem o recrutamento de enzimas, tais como histona
metiltransferase (HMT) e histona deacetilase (HDAC) que ocasionam a compacta¢do da
cromatina, tornando a regido transcricionalmente inativa. Além disso, a metilagao de ilhas
CpG também é capaz de impedir diretamente a interagao entre os promotores génicos e
complexos transcricionais (MCQUEEN, 2010; PFEIFER e HAHN, 2014) (Figura 2). Assim, a
metilacdo de citosinas do DNA é caracterizada como um mecanismo epigenético de

repressao da expressao génica.
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Produto génico

Itha CpG
(promotor)

+ Citosina metilada
HMT

C icz Complexo de transcricio

++++++++++++

Itha CpG
(promotor)

Figura 2 - Representagdo esquematica do efeito da metilagio em um promotor génico: promotores que
apresentam metilagcdo de ilhas CpG se mostram transcricionalmente silentes: a inativacdo do gene se da
pelo reconhecimento dessa marca de metilagdo por proteinas do tipo MBD que, por sua vez, recruta
enzimas que promovem a remodelagdo de cromatina, tais como HDAC e HMT, tornando o |6cus inativo. Por
outro lado, promotores ndo metilados sdo permissivos a transcrigcdo génica.

A metilacdo das citosinas, apesar de ser uma modificacdo que pode se perpetuar
por anos, é um processo reversivel. A desmetilacdo de regides do DNA pode ocorrer tanto
pela acdo enzimatica, quanto pela inibicdo da DNMT1 (manutencdo do padrdo de
metilacdo). No primeiro caso, é observada a formacdo de um intermedidrio (5-
hidroximetilcitosina) antes da reversdo do total da modificacdo quimica (PFEIFER e HAHN,

2014; TURNER et al., 2015).

Modifica¢des pds-traducionais de histonas

As histonas caracterizam o principal componente proteico da cromatina. Essa
compreende o arranjo tridimensional composto entre DNA e proteinas, formando o
nucleossomo: estrutura que tem como objetivo a compactacdo do material genético no

interior do nucleo celular. Essa estrutura é dindmica, podendo assumir maior
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(heterocromatina) ou menor (eucromatina) grau de compactacdo do DNA (GORDON et al.,
2013), a depender do nivel de interagdo quimica entre o material genético e as histonas

que compdem o nucleossomo.

No nucleossomo, as extremidades N-terminais das proteinas histonas ficam
projetadas para o exterior do eixo da cadeia da cromatina. Estando nessa posicdo, se
encontram acessiveis e sujeitas a modifica¢cOes, sendo essas as regides onde ocorrem as
modificacGes pds-traducionais nas histonas (MCQUEEN, 2010; GORDON et al., 2013).
Entre elas, pode-se citar: metilacdo, acetilacdo, fosforilacdo, ubiquitinacdo, entre outras
(Tabela 1), sendo as duas primeiras mais bem descritas. Essas modificagdes ocorrem em
varias posi¢cdes (aminoacidos) das caudas N-terminais das histonas e a mesma modificagao
pode ocorrer mais de uma vez em um mesmo residuo de aminoacido da cadeia (ex.:

dimetilacdo ou trimetilacdo) (TURNER et al., 2015).

Tabela 1: Modificagdes pos-traducionais em histonas e seus efeitos sobre a expressdo génica (adaptado de
Mcqueen, 2010).

Enzima que Enzima que

Modificac¢io pés- Grupo quimico Efeito na expressao

i . adiciona a . remove a
traducional adicionado . _ génica . _
modificacao modificacao
9 Histona acetil Histona deacetilases
Acetilagdo )LR transferases (HAT) Estimulacdo (HDAC)
. Desmetilases /
Histona Hidroxilase contendo
Metilacdo - CH,4 metiltransferases Estimula¢do/Repressdo L -
(HMT) dominio Jumonji
(TMID)
o
Fosforilagdo | Quinases Estimulacdo Fosfatases
o\
-
Ubiquitinagio Proteina de 76aa. E3 ligase Estimulacdo Deubiquitinases

Observa-se que um mesmo tipo de modificacdo pode ter efeitos contraditérios, a
depender da histona e do residuo de aminodcido modificado (ex.: metilacdo). Desse

modo, as modificagbes pds-traducionais em histonas caracterizam um complexo e
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truncado processo de controle da estrutura da cromatina e, consequentemente, da

expressao génica (Tabela 2) (MCQUEEN, 2010).

Tabela 2: Modificagdes pos-traducionais em histonas mais comumente observadas e seus efeitos sobre a
transcrigdo génica (adaptado de Turner et al., 2010).

Histona H3 Histona H4 Histona H2B
Residuo de aminoacido K4 K9 K27 K36 K79 K20 K5
Monometilagdo Ativagio Ativagio Repressio Ativagao
Dimetilagéo Ativagio Repressdo Ativagio Ativagio
Trimetilagao Ativagdo Repressio Repressao Ativagio + Repressio  Repressio  Repressao
Acetilagio Ativagdo Ativagio Ativagio Ativagao

Geralmente, as modificacdes quimicas das histonas exercem efeitos sobre a
estrutura da cromatina a partir de dois mecanismos: aumento ou diminui¢do da interagao
entre o DNA e as histonas por alteracdo do nivel de atracdo eletrostdtica entre essas
moléculas, ou a partir do reconhecimento das modificacdes quimicas e acdao de efetores
secundarios (TURNER et al., 2015). Assim, modifica¢cdes quimicas sobre as histonas podem
alterar a estrutura da cromatina, tornando a interacdo mais frouxa (permissiva ao acesso

de complexos transcricionais) ou mais compacta (inativa¢do génica).

RNA ndo-codificante (ncRNA)

Por muito tempo, acreditou-se que grande parte dos genomas eucaridticos,
compostos majoritariamente por sequéncias repetitivas, ndo possuia funcionalidade
alguma, sendo denominado de DNA lixo. Hoje, sabe-se que grande parte dessas
sequéncias sdo transcritas em RNA, caracterizado como RNA ndo codificante (ncRNA)

(GIBNEY e NOLAN, 2010; DOEFLER, 2014).

Os ncRNA constituem um variado grupo de RNA de tamanhos, localiza¢cbes
celulares e fungdes distintas, tais como: RNA de dupla fita (dsRNA), micro RNA (miRNA),
siRNA (small interfering RNA), entre outros (MCQUEEN, 2010). Os ncRNA sdo considerados
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reguladores epigenéticos e estdo associados a processos como a inativacdo do
cromossomo X, imprinting parental, formacdo de heterocromatina e regulagdo pods-

transcricional da express3o génica (ROYO e CAVAILLE, 2008; LEE, 2009).

Em mamiferos, os micro RNA (19 a 25 nucleotideos de extensdo) sdo descritos
como os principais responsaveis pela regulacdo pds-transcricional da expressdo génica
(PASQUINELLI, 2012; PILETIC e KUNEJ, 2016). Micro RNA s3o gerados a partir da
transcricdo pela RNA polimerase Il de regides intergénicas, introns ou éxons de genes
codificadores no genoma (PILETIC e KUNEJ, 2016). Inicialmente, essas moléculas possuem
grande extensdao e forma de grampo de cabelo (pré-micro RNA). Apds sua transcri¢ao, o
micro RNA é submetido a dois passos consecutivos de clivagem pelas ribonucleases
Drosha e Dicer, sendo exportado para o citoplasma apds a primeira clivagem. E formado
entdo o Complexo de Inducdo de Silenciamento do RNA (RISC), fruto da associacdo do
micro RNA com a proteina da familia das Argonautas. Este complexo atua sobre o RNA
mensageiro alvo, impedindo sua traducdo ou promovendo a sua degradacdo (Figura 3)

(GHILDIYAL e ZAMORE, 2009).

Nucleo celular

[ - - - - - -

1 1
1 1
] ( Y 2 1
1 Ar\ﬁ Drosha é * Exportina :
1 y

Iz —_— —_— 1
: 3 5 3 I
1

i

*
; NN NNNNNNEEN S
5 3

Pré-micro RNA Pré-—micro RNA :Pré-micro RNA MicroRNA

- Degradac¢ao
Dicer &t §
[ S—

Micro RNA
RNAm 3'UTR

e R O AN
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degradacdo do RNAm
(complexo RISC);
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imperfeito: inibicdo da
traducdo do RNAm.

Figura 3 — Representacdo esquematica da sintese e mecanismo de acdo de um micro RNA.

Estima-se que 50% dos genes que codificam proteinas tém sua atividade regulada
pela acdo de micro RNA (KROL et al., 2010). Esses sdo caracterizados como reguladores
epigenéticos essenciais em diversos processos celulares (IORIO et al.,, 2010) e

correlaciona-se a alteracdo de sua expressdo (por processos de hiper/hipometilacdo ou
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alteragGes pos-traducionais de histonas na regido de seus promotores) a estados
patolégicos como cancer, doengas autoimunes, cardiovasculares e neurodegenerativas

(PILETIC e KUNEJ, 2016).

Epigenética forense

A criminalistica sempre busca inovar os seus métodos, de maneira a elucidar a
autoria e dindmica de um crime de forma incontestavel. Por muito tempo, a observacao
de polimorfismos na sequéncia de DNA satélites ou DNA mitocondrial tem sido utilizada
na identificacdo criminal. Entretanto, esses métodos, apesar de corriqueiramente
empregados na identificagao forense, carregam limitagdes, tais como: impossibilidade de
distincdo entre gémeos monozigéticos, de identificacdo de tipos teciduais encontrados em

cenas de crime, de estimar a idade de um individuo, entre outros (GUNN et al., 2014).

A analise de alterac¢Oes epigenéticas, particularmente do padrao de metilacdo do
DNA, pode ser uma ferramenta util para a identificacdo de individuos. Além da
identificacdo do tipo de material biolégico encontrado, esse tipo de investigacdo também
possibilita a avaliacdo de como e quando o material biolégico foi exposto a cena de crime,
além de viabilizar estimativas de idade dos envolvidos em uma cena de crime (KADER e

GHAI, 2015/GUNN et al., 2014).

Identificagdo de tipos teciduais pelo DNA

Frequentemente, sdo encontrados fluidos biolégicos em uma cena de crime. A
pericia criminal, além de identificar a autoria de um crime, tem a necessidade de explicar
como, onde, quando e por que o fato delituoso ocorreu. Assim, todo vestigio de natureza
bioldgica deve ser identificado inequivocamente, a fim de reconstruir a dindmica dos fatos
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(LEE et al., 2012). Uma vez que a sequéncia de DNA ¢é idéntica entre os tecidos, ndo é
possivel identificar um tipo tecidual a partir da mera analise da sequéncia desse tipo de

material genético.

Uma vez que a metilagdo do DNA é um mecanismo de controle da expressao
génica, espera-se que o seu padrdo seja variavel em diferentes tecidos. Hoje, sabe-se que
existem loci cromossomais que apresentam padrdes especificos de metilagdo do DNA para
cada tipo de tecido. Esses segmentos sdo denominados regides diferentemente metiladas
de maneira tecido-especifica (tDMR, do inglés tissue-specific differentially methylated
regions). Tais regides caracterizam-se como marcadores apropriados para a identificacdo

de tecidos ou fluidos bioldgicos em cenas de crime (ECKHARDT et al., 2006).

Em 2011, Frumkin et al., conseguiu identificar amostras de saliva, sangue, sémen e
pele por meio de andlise do padrdo de metilagdao do DNA. Neste estudo, cada amostra foi
submetida a PCR sensivel a metilagcdo, seguido de eletroforese capilar. A amplificagcdo das
amostras de DNA ocorreu de modo diferencial entre os tecidos, permitindo assim sua
diferenciacdo. Outros estudos, utilizando técnicas de conversao por bissulfito ou
pirosequenciamento, também se mostraram bem-sucedidos na discriminagdo de tipos
teciduais, indicando novas tDMR e mostrando, cada vez mais, o grande potencial desse
tipo de metodologia para a identificacgdo de materiais bioldgicos, pois possibilita
diferenciar varios tipos teciduais em uma Unica analise, sem conhecimento prévio da

amostra (KADER e GHAI, 2015; LEE et al., 2012).

Autenticacao de amostras de DNA

A avaliacdo de como e quando o material biolégico foi exposto a cena do crime
traz ao universo das ciéncias forenses o conceito de autenticacdo de amostras de DNA. A
analise do DNA encontrado em local de crime é tratada como uma prova de identificacao

praticamente irrefutdvel, pois o DNA analisado é considerado genuino. Todavia,
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atualmente, métodos e aparelhos para sintese de DNA sdo de simples manuseio e de
baixo custo, permitindo assim, a producdao de moléculas sintéticas e a possibilidade de
introdugao de DNA estranho a cena de crime com o intuito de incriminar pessoa sem

relacdo com o delito (VIDAKI et al., 2013).

Em 2010, Frumkin et al., comparou sequéncias de DNA genuinas e sintéticas
presentes em amostras de saliva e sangue posicionadas em diferentes superficies. Os DNA
artificiais foram obtidos por trés métodos distintos (reacdo em cadeia da polimerase —
PCR, amplificacdo de todo o genoma — WGA e clonagem molecular). Para identificacdo das
moléculas de DNA, foi empregada a analise de DNA microssatélite. A partir dessa analise,
nao foi possivel discernir quais amostras de DNA eram genuinas ou sintéticas. Entretanto,
ao analisar o padrao de metilacgdo do DNA coletado, observou-que que as amostras
sintéticas ndo possuiam loci metilados, enquanto que as amostras genuinas apresentavam
padrdao de metila¢do, indicando que o padrao de metilagdo do DNA ndo é reproduzido por
nenhum dos métodos de sintese de DNA empregados. Em suma, a andlise do padrdo de
metilacdo do DNA entre as amostras foi capaz de diferenciar as amostras genuinas das

sintéticas do material genético investigado.

Com a réapida evolucdo tecnoldgica, o processo de sintese de DNA pode ser
realizado de maneira simples e com baixo custo. Assim, a técnica de analise de metilagao
diferencial entre moléculas de DNA encontradas na cena do crime (autenticagdo do DNA)
se torna imprescindivel para que o estudo do DNA forense mantenha sua credibilidade em
decisbes judiciais e, sobretudo, a fim de elucidar a dindmica e autoria de um crime de

maneira inequivoca (FRUMKIN et al., 2010; VIDAKI et al., 2013; GUNN et al., 2014).

Estimacdo da idade de um individuo por meio do DNA

A estimativa da idade de um individuo é um dado importante tanto para fins civeis

guanto criminais (GUNN et al.,, 2014). Usualmente, a idade de um individuo é estimada
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pela analise do desenvolvimento dsseo ou desgaste dentario (LYNNERUP et al.,, 2010).
Todavia, tais analises apresentam a limitacdo da necessidade da presenca de dentes e

0ss0s, nem sempre disponiveis em uma cena de crime (GUNN et al, 2014).

Recentemente, a analise do nivel de metilagdo do DNA tem despontado como um
método inovador e confidvel para a estimacdo da idade cronolégica de um individuo
(VIDAKI et al., 2013). Sabe-se que o padrao de metilagdo do DNA é modificado ao longo da
vida de um individuo, sendo alguns loci hiper ou hipometilados (FRAGA e ESTELLER, 2007).
Novos sitios de ilha CpG que tem o padrdo de metilacdo alterado com o tempo tém sido
descobertos. Alguns apresentam altera¢des nesse padrao de maneira quase linear ao
longo do tempo, caracterizando-se assim como candidatos apropriados para estudos de

estimacdo de idade (BOCKLANDT et al., 2011; KOCH e WAGNER, 2011).

Em 2014, Yi et al., descreve um método de estimacdo da idade cronoldgica
analisando sitios de ilha CpG de fragmentos génicos nos quais o padrao de metilagdo esta
relacionado a idade (TBOX3, GPR137, ZIC4, ZDHHC22, MEIS1, UBE2E1, PTDSS2 e UBQLN1).
As amostras analisadas (sangue periférico) foram obtidas de individuos com idade
variando entre 11 e 72 anos. O padrdo de metilacdo dos loci investigados foi quantificado
por meio da técnica de espectrometria de massas e, utilizando um modelo matematico de
regressao linear multivariada, foi realizada a estimacdo da idade dos individuos
investigados. Essa metodologia foi capaz de estimar as idades cronoldgicas individuais
com elevada acuracia (R2 = 0,918). Além disso os valores estimados apresentam elevada

correlacdo com o valor real (r = 0,91).

Em 2015, Zbiec-Piekarska et al., relata a analise de outros cinco potenciais
marcadores de DNA para a estimacdo de idade cronolégica em humanos (ELOVL2,
Clorf132, TRIM59, KLF14 e FHL2). Foram utilizadas amostras de sangue periférico de
candidatos com idades entre 2 e 75 anos. O método de analise utilizado para avaliar os
padrdes de metilacdo dos loci foi o pirosequenciamento de DNA. Utilizando um modelo de

regressao linear multivariada para andlise simultidnea de todos os sitios de ilha CpG

213

Acta de Ciéncias e Saude
Numero 05 Volume 02
2016



Epigenética Forense

testados nas amostras sanguineas, foi encontrado um desvio médio absoluto de apenas

4,5 anos em relagao ao valor real.

A utilizacdo da técnica de pirosequenciamento apresenta a grande vantagem por
requerer menores quantidades de DNA e de ser uma técnica de facil execugdo, sendo um
modelo vidvel para sua aplicacdo na criminalistica (PARK et al., 2016). O mesmo autor
relata a andlise do padrao de metilagdo dos loci (ELOVL2, ZNF4234 e CCDC102) por
pirosequenciamento. No modelo de regressao linear multivariada utilizado, chegou-se ao

desvio médio absoluto de apenas 3,3 anos em um dos grupos amostrais.

Tais resultados mostram como a analise do padrdao de metilagdo do DNA é uma
interessante ferramenta para estimar a idade cronoldgica de individuos, sendo assim um
método promissor para a criminalistica. Desta forma, este tipo de analise se sobressai
diante das andlises rotineiramente utilizadas pela antropologia forense, apresentando

menos limitagdes no que se refere as amostras utilizadas.

Distincao de gémeos monozigéticos a partir da analise do DNA

Observa-se entre gémeos monozigdticos diferencas morfoldgicas,
comportamentais e distintas susceptibilidades a doengas ao longo do envelhecimento
(BELL e SPECTOR, 2012). Essas dessemelhancas sao explicadas por diferencas na expressao
génica, acumuladas ao longo da vida por influéncia de distintas pressdes ambientais.
(FRAGA et al., 2005). Em 2005, Fraga et al., em um estudo pioneiro, avaliando o padrao de
metilacdo do DNA e de acetilacdo de histonas de 40 pares de gémeos monozigéticos,
observou que, quanto mais avanc¢ada for a idade dos irmaos, maiores diferencas eram
observadas no padrdo de metilacdo do DNA e de acetilacdo de histonas, resultando em

diferencas na expressao génica.

Em 2011, Li et al.,, testando amostras de sangue de 22 pares de gémeos
monozigdticos, apontou diferencgas significativas no padrdao de metilacdo do DNA em 377

sitios de ilha CpG, de um total de 27.000 sitios analisados. Em 2013, Martino et al.
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demonstrou que alteracdes epigenéticas em gémeos monozigdticos podem ser
visualizadas logo apds o nascimento. Esse autor também relata a observagao de
diferencas no padriao de metilacdo do DNA entre gémeos ainda durante a gestacao,

provavelmente causadas por diferengas no ambiente intra-uterino.

Apesar de configurarem uma eventualidade na maioria das populagdes (um
nascimento a cada 250) e por compartilharem a mesma sequéncia de DNA, esse pequeno
grupo populacional é motivo de preocupacdo para a criminalistica devido a dificil
discriminacdo entre os individuos. Dessa maneira, o despontar das andlises epigenéticas
surgem para preencher as limitagdes das técnicas atuais e tornar a identificacdo criminal

cada vez mais acurada e incontestavel.

CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar de primeiramente descrita na década de 1940, a epigenética despertou a
atencdo da comunidade cientifica ha poucos anos. O recente estabelecimento de
consdrcios internacionais para a elaboracdo de projetos de epigenoma ressalta a
importancia crescente desse campo de estudo (ECKHARDT e WALTER, 2014). Com o
avanco do conhecimento sobre esse ramo da ciéncia, descobre-se que seus mecanismos
se apresentam cada vez mais interconectados, compondo uma complexa rede de

informacdes além da sequéncia de pares de bases do DNA (PILETIC e KUNEJ, 2016).

Pesquisando-se pelo termo epigenética nas principais plataformas de periddicos
cientificos, encontra-se uma grande quantidade de estudos relacionando a epigenética
aos mais diversos temas, sendo prevalente o estudo sobre o cancer (YOU e JONES, 2012).
Observa-se também um aumento de relevancia da epigenética em estudos com objetivos

forenses. A investigacdo do epigenoma representa um novo horizonte para as
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investigacGes criminais, pois permite a obtencdo de informacgdes antes indisponiveis por

meio do uso de técnicas usuais de biologia forense.

Alteragdes epigenéticas representam uma ponte de interagao direta entre o meio
ambiente e a modulagdo da expressdo génica. Assim, pode-se dizer que o epigenoma de
um individuo representa a sua histdria de vida, por meio da combinacdo de fatores
genéticos, ambientais e estocasticos (MARTIN et al., 2015). Essa nova camada de
informacdo fornece um valioso conjunto de dados a ser explorado pela criminalistica, a

fim de tornar as pericias de identificagao incontestaveis.

Além do apresentado neste trabalho, as altera¢des no epigenoma de um individuo
também s3o apontadas como sendo capazes de determinar caracteristicas tais como: a
determinacdo da origem parental de alelos, sexo do individuo e até mesmo as causas ou
circunstancias de uma morte (VIDAKI et al., 2013). Devido a complexidade das interacoes
entre mecanismos epigenéticos, pode-se dizer que estamos somente no inicio da
exploragdao desse ramo da ciéncia. Dessa maneira, o desenvolvimento de novas técnicas e
tecnologias contribuird imensamente para a descricdo dos mecanismos moleculares que

controlam as alteracoes epigenéticas e para sua deteccdo (MARTIN et al., 2015).

Apesar de serem recentes os estudos de epigenética forense, sua aplicacdo ja se
mostra apropriada em situa¢des que simulam cenas de crime (FRUMKIN et al.,, 2010).
Assim, estudos epigenéticos se mostram promissores na area forense, tendo muito a
contribuir para a criminalistica. Para isso, sdo necessarios a pesquisa e o desenvolvimento
de métodos validados, de baixo custo e que se adaptem a rotina dos laboratérios de

ciéncias forenses (GUNN et al., 2014).
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