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Resumo

Este trabalho pretende rever o uso da
epigenética, particularmente da metilacdo do
DNA, na predicdo de idade em contexto forense.
Este mecanismo é caracterizado pela adicdo de um
grupo metil na citosina, impedindo a expressdo
dos genes e criando padroes de metilacdo. Com o
envelhecimento, observaram-se alteracoes nestes
padroes, que tem sido investigadas em diferentes
amostras com o intuito de se alcancar um modelo de
estimativa de idade preciso.
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Abstract

This work aims to review the use of epigenetics,

particularly DNA methylation, in the prediction of
age in forensics. This mechanism is characterized by
the addition of a methyl group to cytosine, inhibiting
gene expression and creating methylation patterns.
With aging, these methylation patterns change,
which have been investigated in different samples
in order to achieve a precise age estimation model.
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Introducao

O exame post-mortem, para além de contribuir para
a determinacdo das causas e do contexto de morte,
avalia o género, as caracteristicas corporais, a idade
e as patologias que poderdo estar associadas, ou
nao, ao processo de morte ™. Em contexto forense, a
estimativa de idade é um dos elementos que auxilia
na identificacdo dos restos cadavéricos que podem
ser encontrados em decomposicdo, carbonizados,
dilacerados ou na forma de ossadas®. Por exemplo,
num desastre de massa a idade é um fator crucial
para a correspondéncia da lista de desaparecidos
com os restos mortais ndo identificados. No entanto,
ndo é sé utilizada em cadaveres, podendo ser
requerida em tribunal sempre que ndo haja provas
da idade de um individuo @3,

A partir da idade estimada tenta-se chegar a data
de nascimento aproximada para, posteriormente,
serem consultados os registos e assim se obterem
informacdes que possam levar a identificacdo dos
individuos ®. Contudo, é necessario ter em conta
que o grau de desenvolvimento de um sujeito é
influenciado pordiversos fatores, como a genética, as
patologias e os distlrbios metabdlicos, que tornam
a idade uma estimativa e ndo uma determinacdo
exata.

Existem duasidades mensuraveis, aidade cronoldgica
e a idade bioldgica. A primeira corresponde a idade
do individuo, medida em meses ou anos, desde o
nascimento até a sua morte. Enquanto que a idade
biolégica ou dssea se refere a idade do individuo
baseada no desenvolvimento e satde dos ossos ©.
Parte-se do pressuposto que a idade bioldgica esta
sensivelmente de acordo com a idade cronoldgica®,
no entanto a primeira pode ser influenciada
pelas variacoes de desenvolvimento, entre elas, a
menarca, a altura, o peso e os distlrbios metabdlicos
e nutricionais ©.

A idade biolégica pode ser determinada através
dos ossos ou dentes, sendo os dentes a amostra de
eleicdo, pois conseguem-se manter, quase intactos,
durante mais anos, suportando processos de
decomposicdo e agressdes externas .
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Existem diferencas na escolha da metodologia de
estimativa de idade, consoante se trate de uma
crianca ou de um adulto, e quando se trata de um
caddver ou de um individuo vivo. Em criancas,
pode ser estimada através de exames dentarios e
radioldgicos. O desenvolvimento dos dentes, desde
os deciduos até aos terceiros molares, e dos ossos da
mao e pulso, sdo os dos parametros mais utilizados.
Nos adultos, para além da denticdo, sdo utilizadas
radiologias, exames bioquimicos e histolégicos para
a estimativa daidade ®?. Consoante as circunstancias
deve ser escolhido, de entre os varios métodos a
disposicdo, aquele que melhor se enquadra a cada
caso.

Nas Ultimas décadas surgiu a necessidade de se
encontrarem metodologias mais precisas para a
estimativa da idade. Para tal os investigadores tém
procurado determinar este pardmetro a partir do
DNA, que apresenta como vantagem a possibilidade
de extracdo a partir de uma mancha, fluido, ou
tecido corporal. Para além disto, o DNA permite
obter informacdes que poderdo ser essenciais para
a identificacdo do sujeito ©.

Sabe-se que o processo de envelhecimento normal
provoca um conjunto de alteracdes nos tecidos
e 6rgdos que se acumulam ao longo da vida e que
podem ser observados a nivel molecular ©. Deste
modo, foram descritos mecanismos relacionados
com o envelhecimento capazes de serem utilizados
para estimar a idade, sdo eles o encurtamento dos
telémeros a cada divisdo celular; a quantidade de
delecdes no DNA mitocondrial devido a acumulacdo
de danos no DNA; os rearranjos de DNA nas células
T, a racemizacdo do acido aspértico e os produtos
finais da glicosilacdo. Estes dois Ultimos pontos
estdo relacionados com as proteinas, enguanto
os restantes com o DNA @19 A principal vantagem
destas metodologias moleculares para a estimativa
de idade é poderem ser aplicadas a qualquer tipo de
amostra, desde que contenham DNA(", No entanto,
alguns destes mecanismos ndo apresentaram bons
resultados, pois obtiveram uma baixa precisdo para
a idade @19,

Através da necessidade de encontrar uma boa
metodologia que permitisse estimar a idade com




uma boa precisdo, surgiu a metilacio do DNA
como biomarcador. Com o avancar dos estudos foi
possivel perceber que existem diferentes padroes
de metilacdo em regides gendmicas relacionadas
com o envelhecimento que provocam modificacdes
a nivel molecular, permitindo assim tracar um perfil
de metilacdo que é especifico de cada pessoa e que
vai sofrendo alteracdes com o envelhecimento ("2,
Assim sendo, este estudo pretende fazer uma revisdao
do uso da epigenética, principalmente da metilacdo
do DNA, na predicdo da idade em ciéncias forenses,
fazendo um levantamento dos genes e dos modelos
de predicdo desenvolvidos até ao momento.

Epigenética

A Epigenética é atualmente definida como o estudo
das alteracdes mitdticas e meidticas hereditarias da
funcdo do gene ou fendtipo celular causadas por
outros mecanismos para além das alteracdes na
sequéncia de DNA (13,

Existem varios mecanismos epigenéticos que
envolvem modificacdes funcionais, nomeadamente
a metilacdo do DNA, as modificacdes das histonas,
0s RNAs nédo codificantes, os loopings da cromatina e
aremodelacdo do nucleossoma. Estes processos nao
interferem nasequéncia de DNA, mas desempenham
um papel importante na expressdo e ativacdo dos
genes. Estes mecanismos sao essenciais para o
controlo de funcdes celulares relevantes como a
inativacdo génica, a inativacdo cromossémica X, o
imprinting, a reprogramacao e a carcinogénese (419,

Durante a divisdo celular e a transcricdo do DNA as
caracteristicas epigenéticas sdo preservadas, no
entanto, podem sofrer alteracdes ao longo da vida
de um individuo, isto devido a fatores ambientais

como a alimentacao, agentes infeciosos e tabagismo
(16)

Recentemente a epigenética tornou-se num dos
campos das ciéncias forenses, sendo utilizada para
a estimativa da idade, determinacdo do tipo de
tecido, diferenciacdo entre gémeos monozigdticos,
determinacdo da causa e das circunstancias de morte
e autenticacdo das amostras de DNA, tudo a partir
da anélise dos padroes de metilacdo do DNA (1476),
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Metila¢do do DNA

A metilacdo do DNA é um processo essencial que
ocorre no genoma e que permite o desenvolvimento
normal da célula, mas também a manutencdo dos
tipos celulares. Consiste na adicdo de um grupo
metil na posicdo 5 de uma citosina, passando a
denominar-se de 5-metilcitosina, numa regido rica
em dinucleétidos CpG (4,
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Citosina 5-Metilcitosina

Figura 1- Estrutura quimica da Citosina e da 5-metilcitosina

A metilacdo é mediada por enzimas, as DNA
metiltransferases (DNMTs), que utilizando a
S-adenosil-L-metionina (SAM) alteram a ligacdo
covalente dos dinucleétidos CpG permitindo a
adicdo do grupo metil. Foram descritas trés enzimas
DNMTs, a DNMT1, a DNMT3a e a DNMT3b. A
DNMT1 esta envolvida na manutencdo dos niveis de
metilacdo do DNA que devem existir nas células, mas
também controla a correta transcricio das zonas
CpG metiladas do DNA. A DNMT3a e a DNMT3b sdo
responsaveis pela diferenciacdo em diferentes tipos
celulares no embrido, através da metilacdo de novo
(7.18) - Por outro lado, pode ocorrer a desmetilacdo
do DNA através da enzima de translocacdo 10-11
(TET), este mecanismo permite a regulacdo dos
padroes de metilacdo. Esta enzima adiciona um
grupo hidroxilo a 5-metilcitosina transformando-a
em 5-hidroximetilcitosina, que por sua vez é
convertida em citosina. A metilacdo e desmetilacdo
sdo mecanismos que permitem o desenvolvimento
normal das células e por esse motivo estdo sempre
em equilibrio @9,

Ametilacdo do DNA é iniciada a partir da fecundacao,
isto porque ambos os gdmetas (paternos e maternos)
possuem os padroes de metilacdo dos progenitores.
Quando é formado o zigoto, o genoma e epigenoma
paterno e materno ficam contidos numa sé célula.



Relative levels

A seguir o epigenoma paterno inicia a desmetilacdo
ativa do DNA, mantendo-se desmetilado durante
varias fases da divisdo celular. O epigenoma
materno sofre uma desmetilacdo passiva do DNA,
que ocorre gradualmente até que os niveis de DNA
metilado sejam muito baixos, todo este processo é
catalisado pela enzima TET (129, Pensa-se que uma
das principais funcoes deste mecanismo seja tentar
eliminar a marcacdo genética (imprints) parental para
que ocorra a redefinicdo do genoma do bebé @9,

Quando o embrido chega a fase de blastocisto sdo
estabelecidos novos padroes de metilacdo através
das enzimas DNMT3a e DNMT3b, chamada metilacdo
de novo, com informacdo genética do embrido. Nas
fases seguintes, durante a diferenciacdo cada célula
adquire um padrdo de metilacdo Unico que é mantido
durante cada divisdo celular e que é mediado pela
enzima DNMT1 0,

2.Cell Stage Blastocy

— 5MC (materal) — 5mC (paternal)

Active demethylation Passive R and maintenance

Figura 2-Desenvolvimentodos padrées de metilacdo desde a fecundacdo até a
formacao do embrido. Adaptado de Messerschmidt et al. (20)

A metilacdo do DNA estd relacionada com a
diferenciacdo celular durante o desenvolvimento
embriondrio, visto que todas as células possuem a
mesma sequéncia de DNA, arazdo da diferenca entre
elas sdo os genes que expressam. A diferenciacdo
celular da-se a partir de uma célula pluripotente
que tem a capacidade de se diferenciar em qualquer
tipo celular, no entanto, para que esse processo
se concretize, é necessdrio que os genes que Nnao
correspondam aquele tipo celular sejam silenciados.
Isto é possivel através da metilacdo de CpG que
faz com que certos genes de outros tipos celulares
sejam silenciados, enquanto os do tipo celular para
o qual a célula se esté a diferenciar sejam expressos.
Assim a célula possui padrées de metilacdo Unicos
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que sdo transmitidos as restantes células durante a
diferenciacdo daquele tecido @92,

A metilacdo estd também envolvida na resisténcia
da heterocromatina a nuclease e a inativacdo da
expressao génica. Numa célula adulta normal, na
sequéncia de DNA existem regides CpG metiladas e
ilhasCpG, eduranteatranscricdo, asregides metiladas
vao impedir a expressdo do gene, tornando-o inativo
@2 As ilhas CpG sdo um conjunto de dinucleétidos
CpG que estdo presentes na zona promotora dos
genes. Esta zona contém elementos regulatérios
que controlam a transcricdo permitindo a ligacdo do
fator de transcricdo e consequentemente levando a
ativacdo dos genes (27 A maioria das regides CpG
(60-90%) do genoma possuem um grande potencial
de metilacdo podendo ser encontrados em genes,
transposdes e regides intergénicas. Nestes locais
as citosinas estdo metiladas, impedindo a ligacdo do
fator de transcricdo a sequéncia do DNA que tem
como finalidade o silenciamento dos genes (1417,

Gena ativo
TYTTYTTYTY
<> Locais CpG nio metilados

Inativacio génica #  Locais CpG nio metilados

ltha CpG Gene

500990000

Figura 3-Representacdo de regides CpG metiladas e ndo metiladas que levam a inativagdc ou &
expressao do genica. Adaptado de Vidaki et al. (14)

Asilhas CpG sdo predominantemente hipometiladas,
permitindo a transcricdo ativa dos genes, enquanto
os dinucledtidos ou locais CpG possuem um
grande potencial para ocorrer metilacdo. Estas
caracteristicas sdo estabelecidas no inicio da divisdo

embriondria e mantidas ao longo da vida nas células
(17)

Com a idade os padroes de metilacdo vao sofrendo
alteracoes, isto é, as zonas hipermetiladas vao
ficando gradualmente hipometiladas e as ilhas CpG,
que sdo hipometiladas tornam-se hipermetiladas.
Estas mudancas ndo se encontram em locais
especificos, ou seja, a sua localizacdo difere e por
este motivo as funcdes subjacentes a estes genes
serdo também diferentes @324,

A hipometilacdo ocorre em sequéncias de DNA
repetitivo, em regides intrénicas e intergénicas®).

©
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No entanto, em zonas de codificacdo ou de
regulacdo, como é o caso dos promotores e exoes,
20% sao regides diferenciais de metilacdo (DMRs) e
foi observado que mais de 80% destas tinham sido
hipometiladas com o envelhecimento @329, Estas
descobertas indicam que a hipometilacdo pode levar
a mudancas na cromatina com grande relevancia
para a regulacdo transcricional. Este mecanismo foi
dependente do teor em CpG, sendo mais comum
nos promotores de genes especificos de tecidos
do que nos promotores das ilhas CpG ou em genes
housekeeping ©?.

Com a idade e devido a hipometilacdo do
DNA, verificou-se que ocorre a ativacdo dos
retrotransposdes que em individuos jovens sdo
epigeneticamente silenciados pela metilagao!72%.
Estes sdo constituidos por milhares de pares de
base, sdo rodeados por repeticdes terminais diretas
e transportam genes para as enzimas transcriptase
reversa e integrasse ©?.

Por outro lado, o envelhecimento marca também o
ganho progressivo de metilacdo do DNA que leva
a perda de expressdo de certos genes. A maioria
dos locais hipermetilados, relacionados com idade,
correspondem aos promotores das ilhas CpG,
que levam a supressdo da transcricdio quando
metilados. Este aspeto é de particular interesse pois
confere as mudancas de metilacdo, que ocorrem
com o envelhecimento, as caracteristicas de uma
reprogramacao epigenética @3,

Certos estudos sugerem que o envelhecimento
pode predispor a um fendtipo patolégico devido
ao silenciamento genético relacionado com a
metilacdo. Em doencas relacionadas com a idade
foi observado que a hipermetilacdo afeta todos os
locais CpG das ilhas CpG, enquanto, em jovens 0s
padroes de metilacdo sdo parciais e heterogéneos.
Deste modo, mudancas parciais da metilacdo
acumuladas no genoma a medida que se envelhece
podem predispor ao desenvolvimento de doencas
relacionadas com a idade, as quais sdo agravadas por
mecanismos de disseminacdo da metilacdo @7

Os loci que exibem hipermetilacdo estdo proximos
de genes especificos do tecido, genes envolvidos
na diferenciacdo e desenvolvimento, genes que
codificam fatores de transcricdo e locais de ligacdo
dos fatores de transcricio @328 Estes genes
localizam-se em regides ativas do genoma, portanto
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mudancas na regulacdo destes pode levar ao
recrutamento das enzimas de metilacdo do DNA
em grande quantidade. Este aumento enzimatico
faz com que grande parte dos locais de ligacdo dos
fatores de transcricdo sejam metilados e por isso,
os fatores de transcricdo ndo se conseguem ligar ao
DNA e os genes sdo inativados 932,

A andlise dos padroes de metilacdo apresenta-se
como uma promissora metodologia para estimar
a idade cronoldgica de um individuo. O estudo das
regides especificas do genoma que apresentam
uma relacdo direta com as mudancas de metilacdo
relacionadas com a idade, pode ser usada como um
sistema informativo para estimar a idade (7).

Estimativa da idade através da metilacdo do
DNA

Os estudos para a estimativa de idade através da
metilacdo do DNA tém vindo a crescer nos Gltimos
anos (7. Tém sido desenvolvidos modelos de
predicdo de idade utilizando marcadores para genes
que se localizam em regides CpG relacionadas com
a idade em amostras de sangue, dentes, saliva e
sémen 3349 O objetivo da comunidade forense é
chegar a um modelo universal para estimativa de
idade, através da regido CpG mais relacionada com
o envelhecimento, mas também tendo em conta o
tecido ou fluido encontrado, bem como a melhor
tecnologia para se chegar ao resultado final (7,

A seguir sdo referenciados os mais recentes ensaios
realizados para, a partir da metilacio do DNA,
estimar a idade em diferentes tecidos e utilizando
varios genes e locais CpG.

Vidaki et al. ¢ estudaram o uso de redes neurais
artificiais (ANN) para tentar minimizar o erro de
predicdo e aumentar a precisdo dos modelos de
estimativa de idade. As ANNs sdo um grupo de
algoritmos inspirado em sistemas biolégicos que
foram utilizados com sucesso para encontrar
tendéncias em conjuntos de dados complexos.
Existem vdrios tipos de ANNs e o modelo mais
adequado depende da finalidade pretendida, neste
caso foram utilizadas redes neurais de regressao
generalizada (GRNN). Este modelo estatistico foi
usado para prever a idade de 1156 amostras de
sangue periférico e de 265 amostras de saliva,
através da andlise de 16 CpG (correspondente aos
genes: CSNK1D, C21orf63, CASC4, SSRP1, FXN,



P2RXL1, RASSF5, ERG, TRIP10, FZD9, KLF14, NR2F2,
VGF, NHLRC1, SCGN e C190rf30). Obteve-se como
desvio absoluto médio (MAD) 3.8 anos e 3.18 anos,
respetivamente. Foi estudado também a utilizacdo
da sequenciacdo de nova geracdo (NGS) ndo sé
para quantificar a metilacdo do DNA, mas também
para permitir uma avaliacdo mais sensivel e com
um custo menor. Para esse efeito foram utilizadas
46 amostras de sangue, de individuos com idades
entre os 11 e 76 anos, onde se estudaram 16 regides
CpG. Foi obtido um MAD de 7.45 anos. Ambos os
ensaios apresentaram boa precisdo tendo em conta
os marcadores, os tecidos utilizados e também a
metodologia.

Bekaert et al.®% pretenderam determinar a idade em
amostras de sangue e dentes utilizando regides CpG
de genes relacionados com a idade (ASPA, ITGA2B,
PDE4C, EDARADD e ELOVL2). Quanto as amostras
de sangue, 169 pertenciam a cadédveres e 37 a
individuos vivos; primeiramente foram determinados
os valores de metilacdo, para cada um dos genes,
onde apenas um, o ITGA2B foi eliminado, por nao
se verificar correlacdo com a idade. Os restantes
genes foram estudados e através de um modelo de
regressdo quadratico e obteve-se uma correlacdo
significativa com a estimativa de idade, com um MAD
de 3.75 anos. Nas amostras de dentes utilizaram-
se os mesmos CpG das amostras de sangue, ASPA,
PDE4C, EDARADD e ELOVL2 e através do modelo
de regressdo quadrética estimou-se a idade com um
MAD de 4.86 anos. Tendo em conta os resultados
obtidos neste ensaio e as propriedades altamente
resistentes dos dentes, mais estudos deveriam ser
realizados para que se encontrarem 0s genes mais
adequados as amostras dentdrias.

Florath et al. ®® efetuaram um estudo que foi dividido
em trés fases. Na primeira fase foram calculados
os coeficientes de correlacdo entre os niveis de
metilacdo e a idade em 480675 locais CpG de 400
individuos; tendo em conta os resultados, os CpG
que obtiveram elevado valor de correlacdo foram
selecionadas para nova avaliacdo do coeficiente de
correlacdo (200 CpG). Na segunda fase testaram a
associacdo da metilacdo e a idade com modelos de
regressao linear tendo em conta o sexo, doencas e
estilo de vida nos 200 CpGs anteriores. A terceira
e Ultima fase envolveu um follow up de 8 anos em
67 individuos, sem doencas, com o objetivo de
comprovar as diferencas na metilacdo a medida que
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se envelhece, nos 155 CpG relacionados com aidade.
Considerando os resultados obtidos, os autores
criaram um modelo de predicdo de idade baseado
em 10 CpG e no gene mais associado a idade, o
ELOVL2, tendo sido obtido um MAD de 2.6 anos.

Tendoemcontaasamostrasencontradasemlocaisde
crime, Huang et al. ®® desenvolveram um ensaio para
predicdo de idade utilizando a metilacdo do DNAem
manchas de sangue e amostras sanguineas. Foram
utilizadas 89 amostras sanguineas provenientes de
individuos com idades entre 9 e 75 anos, de ambos
os sexos. Destas foram utilizadas 20 para se criarem
manchas de sangue e mais 6 amostras (idades entre
12 e 65 anos) que foram analisadas inicialmente e
apos 4 meses, como forma de avaliar a estabilidade
da estimativa do ensaio. Foram escolhidos a partir
de estudos realizados anteriormente em 6 genes
(ASPA, ITGA2B, NPTX2, TOM1L1, ZDHHC22 e
ZIC4) e foi obtido o valor de metilacdo utilizando
a pirosequenciacdo do DNA. A predicdo da idade
foi realizada utilizando um modelo de regressao
linear, onde se observou um MAD de 7.87 anos para
ambos o0s sexos. Quanto as manchas de sangue, ndo
foram encontradas diferencas estatisticas na idade
estimada utilizando amostras sanguineas e manchas
de sangue; as 6 amostras que ficaram armazenadas
4 meses apresentaram valores de MAD inferiores a
7.87, indicando que é possivel obter uma previsdo
estdvel da idade, em amostras nestas condicoes. Os
genes ASPA, ITGA2B e NPTX2 foram identificados
como marcadores relacionados com a idade.

Zbied-Piekarska et al. ¢ utilizaram 41 regides CpG de
8 genes relacionados com a idade, segundo estudos
anteriores. Num total de 300 amostras com idades
entre os 18 e 75 anos, foram obtidos os valores de
metilacdo através da pirosequenciacdo, para os
genes em estudo, ELOVL2, KLF14, Clorf132, F5,
SLC6A4, FHL2, CCDC102B e TRIM59; a correlacdo
entre a idade e o nivel de metilacdo foi obtido
através de uma regressdo linear. O gene ELOVL?2
teve a correlacdo mais alta (0.912), seguido do
C1orf132 (0.889) e o terceiro gene com melhor
estimativa de idade foi o TRIM59 (0.863); usando os
genes anteriores e ainda o KLF14 e o FHL?2 foi criado
um método com precisdo maior utilizando os cinco
genes mais associados a idade, que obteve um MAD
de 3.4 anos; posteriormente houve uma analise por
categorias etarias que provou o aumento do MAD
com a idade, tornando este modelo de 5 genes
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(ELOVL2, C1orf132, TRIM59, KFL14 e FHL2) preciso
em relacdo a estimativa de idade.

Freire-Aradas et al. ®® criaram um novo modelo
de estimativa de idade utilizando uma anélise de
regressao quantilica a partir de amostras sanguineas,
com base em seis marcadores relacionados com a
idade e os locais CpG correspondentes a estes; para
esse efeito foram usadas 725 amostras de individuos
com idades entre 18-104 anos. A partir de estudos
anteriormente publicados, os autores selecionaram
18 CpGs localizados em 12 genes diferentes
(EDARADD, NPTX2, Tom1L1, ELN, NHLRCT,
CCDC105, GPR25, RAB36, ASPA, ITGA2AB, PDE4C
e ELOVL2), posteriormente a selecdo dos CpG com
melhor correlacdo de idade foram escolhidos através
dos niveis de metilacdo do DNA. Com base nestes
resultados, os genes ASPA, PDE4C, ELOVL2, FHL2,
CCDC102B e C1orf132 foram identificados como
aqueles mais correlacionados com a idade, sendo
selecionados para o estudo. Os valores de metilacdo
obtidos anteriormente foram depois utilizados
para construir o modelo de predicdo de idade, que
forneceu correlacdes positivas da idade com um
MAD de 3.07 anos.

Um método para estimar a idade utilizando amostras
de sangue através da metilacdo do DNA foi descrito
por Weidner et al. ¥ O modelo é baseado na andlise
por pirosequenciacdo dos niveis de metilacdo em 3
genes (ASPA, ITGA2B e PDE4C), que posteriormente
foram correlacionados com a idade através de uma
regressdo linear. Foram utilizadas 82 amostras
sanguineas provenientes de individuos com idades
entre os 0 e 78 anos. Observou-se forte correlacdo
com a idade nos trés genes, ASPA, ITGA2B e PDE4C,
com um MAD de 5.4 anos, mostrando uma boa
predicdo e como podem ser usados como marcador.

Ainda utilizando amostras sanguineas Zbied-
Piekarska et al. “9 avaliaram a utilidade da metilacdo
do DNA nos CpG do gene ELOVL2, através da
pirosequenciacdo. O modelo foi desenvolvido com
base em 303 amostras a partir de uma regressao
linear e a sua precisdo foi testada usando 124
amostras divididas em conjuntos etarios com idades
entre 2-75anos. Foram selecionados 7 CpG com forte
associacdo a idade, no gene ELOVL? e, utilizando os
niveis de metilacdo, o modelo foi utilizado, prevendo
a idade com um MAD de 5.03 anos em 303 amostras
sanguineas. De seguida a validacdo do modelo foi
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realizada com 124 amostras divididas por quatro
faixas etarias e o MAD foi ligeiramente superior
(5.75 anos) validando o método. Estes resultados
confirmam que a metilacdo verificada no gene
ELOVL2 (nos 7 CpG) estd relacionada com a idade, o
que o tornam um bom preditor de idade no sangue.

Os esfregacos bucais sdo amostras muito usadas na
medicina legal, visto tratar-se de um procedimento
ndo invasivo e de colheita relativamente facil. E
através da saliva que a andlise é realizada, deste
modo, Eipel et al. “" desenvolveram um método
para estimativa de idade em 3 genes (ITGA2B, ASPA
e PDE4C). Foram colhidas 55 amostras de esfregacos
bucais de individuos com idades entre 1 e 85 anos,
os niveis de metilacdo do DNA foram analisados
por pirosequenciacdo e usada uma regressao linear
para se obter a correlacdo entre idade cronoldgica
e a estimada. O MAD foi de 4.3 anos, no modelo
que utilizou os 3 genes. De seguida, estes genes
foram estudados individualmente para se perceber
a relacdo com este tipo de amostras e verificou-se
que em amostra de saliva e de esfregacos bucais ndo
se observa correlacdo com a idade e que ndo devem
ser utilizados como biomarcador individualmente
(ITGA2B E ASPA). Por outro lado, o gene PDE4C
mostrou valores elevados de correlacdo com a idade
e por isso foi estudado mais aprofundadamente,
obtendo-se um MAD de 5.2 anos. Este Ultimo ensaio,
permite o uso individual deste marcador, no entanto,
os resultados foram melhores quando se utilizaram
os trés genes.

Bocklandt et al. “? investigaram os genes EDARADD,
TOM1L1 e NPTX2 em 60 amostras de saliva de
individuos com idades entre 18 e 70 anos, e a partir
de uma regressao linear foi construido um modelo
de estimativa de idade que foi capaz de prever a
idade com um MAD de 5.2 anos a partir dos niveis
de metilacdo do DNA obtidos por pirosequenciacao.
Este estudo mostra a utilidade e precisdo destes
genes para prever a idade em amostras de saliva.

Os esfregacos bucais foram analisados também por
Fleckhaus et al. ®¥ em 150 amostras provenientes
de trés grupos populacionais diferentes (50 por
cada grupo), do Médio-Oriente, da Europa Central e
do Oeste de Africa, usando 2 modelos de predicdo
de idade diferentes. Cinco locais CpG pertencentes
a 4 genes, ASPA, ITGA2B, PDE4C e ELOVL2 (este
Gltimo estudado em diferentes regides CpG),



correlacionados com a idade foram analisados.
Destes, os genes ASPA e ITGA2B mostraram valores
de correlacdo de 0.5, enquanto que os genes PDE4C
e ELOVL?2 obtiveram correlacdo alta entre 0.8 e 0.9.
Este resultado evidencia a forca de correlacdo entre
a metilacdo e a estimativa de idade, bem como os
locais CpG que poderdo ser utilizados neste tipo de
amostra.

Giulinani et al. “¥ testaram trés genes (ELOVL2, FHL2
e PENK), em dentes, com o objetivo de explorar
0s seus padroes de DNA e perceber se podem ser
adequados a estimativa da idade. Foram utilizados
22 dentes de individuos com idades entre 17 e 77
anos. Em cada um dos dentes, foi analisado o DNA
extraido da polpa, do cemento e da dentina para
avaliar a correlacdo dos perfis de metilacdo dos DNA
com a idade e em relacdo a composicdo histoldgica
do dente. Através da utilizacdo da espetrofotometria
de massa MALDI-TOF as regides CpG pretendidas
foram detetadas e pirosequenciadas para se obter
os niveis de metilacdo de cada um dos genes.
Posteriormente, a estimativa de idade para cada
uma das camadas dentérias foi determinada com o
uso de um modelo regressao linear. Foram testados
os genes ELOVL2, FHL2 e PENK em diferentes locais
CpG, e criado um modelo de predicdo de idade para
cada um dos constituintes dos dentes. No estudo da
polpa dentéria utilizaram-se 13 locais de CpG (cinco
no ELOVLZ, cinco no FHL2, e trés no gene PENK) e
obteve-se um MAD de 2.25 anos. Para construir o
modelo da dentina foram utilizados 5 locais CpG
(trés no ELOVLZ2, um no FHL2, e um no gene PENK)
que deu um MAD de 7.07 anos. O modelo para o
cemento foi conseguido através da metilacdo de
13 locais CpG (oito no ELOVL2, quatro no FHL?2,
e um no gene PENK), e alcancou um MAD de 2.45
anos. Por ultimo, um modelo foi calculado pelo
agrupamento das duas camadas que melhores
resultados obtiveram na predicdo da idade, a polpa
dentdéria e o cemento, analisando 8 locais CpG (trés
no cemento e cinco na polpa) de dois genes, ELOVL2
e FHL2, com um MAD de 1.20 anos. Este estudo 4
demonstrou que a polpa e o cemento podem ser
utilizados para prever a idade com maior precisdo,
ao contrario da dentina que ndo apresentou forte
correlacdo e precisdo com a idade. Por outro lado, o
modelo criado com a juncdo da polpa e do cemento
obteve uma maior precisdo e predicdo e por isso
poderd ser o modelo de eleicdo quando se trata de
amostras dentérias.
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Lee et al. ® reportaram um modelo de regressdo
linear baseado em sémen usando niveis de metilacdo
de DNA de 3 regides CpG em dois genes, TTC7B e
NOX4. As 12 amostras foram divididas em 4 grupos
consoante a idade 030,40 e 50 " destes o grupo dos
20 obteve um MAD de 2.9 anos, enquanto que o
grupo dos 50 adquiriu um MAD de 7.2 anos; tendo
em conta este resultado verificou-se que a precisdo
da estimativa da idade desce com o aumento da
idade, neste tipo de amostras. Por outro lado,
mostrou-se forte correlacdo entre a idade prevista
e a cronoldgica com um MAD de 4.8 anos no total
de amostras, quando foram utilizadas em conjunto,
ou seja, sem divisdo etaria, sugerindo que o método
e os genes utilizados podem ser usados para uma
predicdo de idade mais precisa em amostras de
sémen.

Com o objetivo de criar um modelo que poderia
ser utilizado em amostras de sémen, os mesmos
investigadores ) comecaram por analisar 24 locais
CpG em 31 amostras provenientes de individuos
com idades entre os 20 e 67 anos, utilizando dois
modelos de regressao linear; os niveis de metilacdo
do DNA foram conseguidos através da técnica
HumanMethylation450k BeadChip. A selecdo das
melhores varidveis para a construcdo do método foi
conseguida através de uma regressao stepwise, que
produziu um modelo linear composto por 3 CpG de
2 genes (TTC7B e NOX4) com um MAD de 4.2 anos.
Para finalizar voltaram a testar o modelo, mas com
68 amostras de sémen (31 usadas anteriormente
e mais 37 utilizadas na validacdo) que obtiveram
um MAD de 4.7 anos, mostrando grande predicdo
na estimativa de idade a partir dos genes TTC7B e
NOX4.

Atabela1resumeosestudosdescritosanteriormente
e que sdo considerados os mais relevantes no que diz
respeito ao estudo da estimativa de idade, através
de modelos baseados nos niveis de metilacdo do
DNA encontrados em locais CpG associados ao
envelhecimento, localizados em um ou mais genes.
Através da anélise dos valores da correlacdo e do
desvio médio absoluto é possivel perceber se os
modelos testados conseguiram bons resultados e
uma boa preciséo.

G
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Tabela 1- Modelos de predicao de idade baseados em metilacdo do DNA, adaptado de Freire-Aradas et al (17)

Amostra

Sangue

Esfregaco
s bucais
(Saliva)

Saliva

Polpa
Cemento
Dentina
Polpa +
Cemento

Dentes

Sémen

Sangue e

manchas

sanguine
as

N: ntimero de amostras
Ref.: Referéncias bibliogrificas

Metodologia

HumanMethylation
BeadChip

NGS

Pirosequenciacao

HumanMethylation4
50 BeadChip

Pirosequenciacio
(PyroMark)

MALDI-TOF

Pirosequenciacao
(PyroMark)

Pirosequenciacio
(PyroMark)

Pirosequenciacao
(PyroMark)

Pirosequenciacao

Pirosequenciacao

HumanMthylation
BeadChip

HumanMethylation2
7 BeadChip

MALDI-TOF

MALDI-TOF

Pirosequenciacio

PCR

HumanMethylation4
50 BeadChip

Pirosequenciacao
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Idade; n2de
amostras
2-90 anos
N=1156

11-76 anos
N=46
0-91 anos
N=169 ind.
mortos + 37
ind. vivos

2-75 anos
N=300

18-104 anos
N=725

0-78 anos
N=82

2-75 anos
N=303

N=50em
cada grupo
populacional

1-85 anos
N=55

1-85 anos
N=55

21-55 anos
N=265

18-70 anos
N=60

17-77 anos
N=22

17-77 anos
N=22
19-70 anos
N=29

24-57 anos
N=12

20-73 anos
N=68

9- 75 anos
N=89

CpG

16 CpG

genes

17 CpG

41 CpG

genes

18 CpG

3
genes

7CpG
1 gene

5CpG
4
genes

3CpG
3
genes
1 CpG
1 gene

16 CpG

genes
13 CpG
13 CpG
5CpG

genes

genes
3CpG

genes
3CpG

genes

genes

RZ: Coeficiente de correlacio com idade
ANN: redes neurais artificiais

Genes estudados

CSNK1D, C210rf63, CASC4,
SSRP1, FXN, P2RXL1, RASSES5,
ERG, TRIP10, FZD9, KLF14,
NR2F2, VGF, NHLRC1, SCGN,
C190rf30

ASPA, PDE4C, EDARADD,
ELOVL2

ELOVLZ, ZYG11A, LRRC23,
CBX4, SFMBT1, NWD1 GPR62

ELOVL2, KLF14, Clorf132, F5,
SLC6A4, FHL2, CCDC102B,
TRIM59

ASPA, PDE4C, ELOVL2, FHL2,
CCDC102B, Clorf132

ASPA, ITGA2B, PDE4C

ELOVL2

ASPA, ITGA2B

PDE4C, ELOVL2

ASPA, PDEA4C, ITGA2B

PDE4C

CSNK1D, C210rf63, CASC4,
SSRP1, FXN, P2RXL1, RASSFS5,
ERG, TRIP10, FZD9, KLF14,
NR2F2, VGF, NHLRC1, SCGN,
C190rf30

EDARADD, TOM1L1, NPTX2

ELOVLZ, FHLZ, PENK

ELOVLZ, FHL2

ASPA, PDE4C, EDARADD,
ELOVL2

TTC7B, NOX4

TTC7B, NOX4

ASPA, ITG42B, NPTX2, ZIC4,
TOM1L1, ZDHHC22

MAD: desvio absoluto médio

Modelo
estatistico

ANN: GRNN

Regressao
quadréitica

Regressao
linear

Regressao
linear

Regressao
quantilica

Regressao
linear

Regressao
linear

Regressao
linear

Regressao
linear

ANN: GRNN

Regressao
linear

Regressao
linear

Regressao
linear
Regressao
quadratica

Regressao
linear

Regressao
linear

Regressao
linear

R2

0.943

0.939

0.859

05

08e
0.9

096

0.93
0.90
0.50

0.74

0907

0.906

0.819

GRNN: redes neurais de regressdo generalizada

MAD
(anos)

3.8

7.45

3.75

2.6

3.4

5.4

5.03

4.3

52

52

2.25
2.45
7.07

4.86

4.8

47

7.87

Ref.

(33)

(34)

(35)

(37)

(38)

(39)

(40)

(43)

(41)

(41)

(33)

(42)

(44)

(44)

(34)

)]

(45)

(30)



Discussao e Conclusdo

A identificacdo de caddveres, suspeitos ou vitimas é
uma das prioridades das autoridades. Quando nao
sdo conhecidas outras informacdes que possam
auxiliar a resolucdo de crimes ou a identificacdo de
suspeitos, a estimativa de idade é um dos parametros
cruciais, pois consegue fornecer pistasimportantes e
assim orientar a investigacao.

Aestimativa deidade é um dos critérios utilizados nos
desastres de massa e em estudos antropoldgicos, em
contexto forense e legal. Asuadeterminacdo tem-se
focado em metodologias mais antigas como exames
dentdrios, radioldgicos, bioquimicos e histoldgicos.
No entanto, estas técnicas tém apresentado baixa
precisao e por esse motivo surgiu a necessidade de
se encontrarem novas metodologias mais precisas,
neste caso, a partir do material genético.

A metilacdo do DNA mostrou ser um bom marcador
para a estimativa da idade. Como descrito
anteriormente existem diferentes regides genémicas
relacionadas com a idade. Estas ajudam a tracar um
perfil de metilacdo que é especifico de cada pessoa e
que vai sofrendo alteracbes com a idade e é a partir
da anélise destes niveis de metilacdo do DNA que é
possivel estimar idade.

Nos ultimos anos, os estudos para a estimativa de
idade através da metilacdo do DNA tém vindo a
aumentar, pois existe, por parte da comunidade
forense, o objetivo de obter um modelo universal de
predicdo de idade com elevada precisdo. Com esse
intuito, foram realizados varios ensaios com base em
diferentes genes, tecidos e tecnologias.

A partir dos estudos aqui apresentados, quando se
trata de uma amostra sanguinea, o melhor resultado
foi obtido por Florath et al.®® com um MAD de 2.6
anos, este resultado esté relacionado com o facto de
que, um dos genes usado pelos autores, ter sido o
ELOVL2, que tem sido relacionado com a idade. Por
outro lado, quando foi estudado individualmente
por Zbie¢-Piekarska et al. ®9, o MAD de estimativa
de idade foi de 5.03 anos, podendo indicar que,
quando utilizado isoladamente, este gene nao tera
tanta capacidade de predicdo quanto o esperado,
podendo funcionar melhor em conjunto com outros
genes também associados a idade. Um possivel
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conjunto de genes foi estudado por Freire-Aradas
et al. ®® que, para além do gene ELOVL?2, utilizaram
também os genes ASPA, PDE4C, FHL2, CCDC102B
e Clorf132. Este apresentou bons resultados com
um MAD de 3.07, mostrando melhorias na predicdo
quando utilizado o gene ELOVL2 em conjunto com
outros genes. Um conjunto diferente de genes foi
usado por Zbiec¢-Piekarska ©” que criou um modelo
com ELOVL2, C1orf132, TRIM59, KFL14 e FHL2, este
obteve um MAD ligeiramente superior ao ensaio
referido anteriormente (3.4 anos), no entanto,
comparativamente aos restantes estudos foi um dos
que registou melhor resultado. Mais ensaios clinicos
com o intuito de encontrar o melhor conjunto de
genes, a partir dos que foram aqui apresentados,
serd um bom ponto de partida para se conseguir
chegar a um modelo de predicdo de idade que
poderd ser utilizado em amostras sanguineas.

Relativamente aos esfregacos bucais e amostras de
saliva, o estudo realizado por Eipel et al. " obteve
um bom resultado de predicdo quando utilizados
os genes ITGA2B, ASPA e PDE4C. Por outro lado,
os genes PDE4C e ELOVL2, quando analisados por
Fleckhausetal.“, tiveram bonsvalores de correlacdo
(entre 0.8 e 0.9). A utilizacdo destes genes poderd
ser possivel na criacdo de um modelo de estimativa
de idade, no entanto, mais ensaios serdo necessarios
para se chegar ao conjunto de genes ideal para este
tipo de amostras.

Quanto a amostras de sémen, foram utilizados em
ambos os estudos os genes, TTC7B e NOX4 4% onde
se verificou resultados muito préximos, indicando
que estes genes poderdo ser os mais apropriados
quando se trata deste tipo de amostras. Ainda assim,
mais investigacdes sdo necessarias para se conseguir
melhorar ainda mais a precisao.

Tendo como amostras os dentes, o modelo
apresentado por Giulinani et al. @9 utilizando trés
camadas dentérias foi aquele que apresentou
melhores resultados, com um MAD de 1.20 anos,
principalmente quando foi estudada a polpa e
o cemento num sé modelo, utilizando os genes
ELOVL2, FHL2 e PENK. Estes genes poderdo ser
os indicados para amostras dentdrias visto que os
resultados obtiveram uma elevada predicdo em
relacdo a estimativa de idade, no entanto, é ainda
necessario aprofundar os estudos sobre este
modelo.
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