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RESUMO 

 

 O DNA obtido a partir de fluidos corporais encontrados em cenas de crime pode ser usado para 

identificar o doador da amostra, mas não revela a fonte de tecido ou a possível idade do doador. A 

metilação do DNA é uma modificação epigenética envolvida na regulação da transcrição. Sabe-se que a 

metilação é importante na diferenciação celular e loci genômicos são diferencialmente metilados entre os 

tecidos. Devido a esse fato, diferentes padrões de metilação entre tecidos e células podem proporcionar a 

base de um ensaio para a identificação de fluido corporal. Sabe-se também que a capacidade de 

determinar a idade do doador de uma amostra com base no DNA seria uma ferramenta poderosa para a 

investigação forense. O envelhecimento humano é associado com modificações epigenéticas, como a 

metilação do DNA. Vários estudos investigaram biomarcadores para o envelhecimento, que podem ser 

usados para estimar a idade do dador, o que apresenta implicações práticas na análise forense. Dois genes, 

NPTX2 e GRIA2, previamente associados com idade e metilação do DNA, foram testados para predição de 

idade em amostras de saliva e sangue. Ambos os marcadores mostraram-se hipermetilados com o aumento 

da idade. A predição de idade epigenética foi calculada para ambos os marcadores, com uma diferença 

média de 6.9 anos entre as idades estimadas e observadas para o marcador GRIA2, e uma diferença média 

de 9.2 anos para o marcador NPTX2. Outros estudos investigaram biomarcadores para análise de fluidos 

biológicos. Os fluidos corporais mais comuns encontrados em cenas de crime são de sangue, sêmen e 

saliva. Um conjunto de marcadores epigenéticos, cg-06379435, ZC3H12D e BCAS4, que produz padrões 

únicos e específicos de metilação do DNA, pode ser usado para identificar estes tipos de fluidos corporais. 

No entanto, para assegurar a eficácia desses marcadores epigenéticos, estudos de validação precisam ser 

realizados para determinar as condições e as limitações desta nova ferramenta para análise forense. Em 

relação à especificidade ao testar os marcadores usando diferentes organismos, resultados positivos foram 

obtidos para algumas amostras de primatas, entretando os resultados para todas as outras espécies 

testadas foram negativos. Em relação à sensibilidade a concentração mais baixa detectada variou de 0,1 a 

10 ng, dependendo do locus. Esse ensaio também se mostrou eficaz quando inibidores estavam presentes 

nas amostras ou quando as amostras foram degradadas pelo calor. No caso de misturas, os níveis de 

metilação variaram de maneira consistente e previsível na presença de múltiplos tipos celulares em uma só 

amostra. No geral, a pesquisa de marcadores de predição de idade pode ser uma chave importante na 

busca de suspeitos/vítimas em investigações forenses, assim como a capacidade para identificar uma 

amostra biológica a partir do DNA seria uma ferramenta poderosa. Marcadores epigenéticos vão 

proporcionar à comunidade forense métodos novos e aprimorados para interpretar a cena do crime. 

 

PALAVRAS CHAVE: Metilação do DNA, Fluido biológico, Pirosequenciamento, Predição de idade,Estudos de 

validação 
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ABSTRACT 

 

 DNA obtained from body fluids recovered from crime scenes can be used to identify the donor of 

the biological material but it cannot reveal the tissue source or the possible age of the donor. DNA 

methylation is an epigenetic modification involved in transcriptional regulation. It is known that 

methylation is important in cell differentiation and genomic loci are differentially methylated between 

tissues. Because of this, different methylation patterns between tissues and cells can provide the basis of 

an assay for body fluid identification. We also know that the ability to determine the age of the sample 

donor based on DNA would be a powerful tool for forensic investigation. Human aging is associated with 

epigenetic modifications such as DNA methylation. Several studies have investigated biomarkers for aging 

which can be used to track donor age, presenting practical implications in forensic analysis. Two genes 

previously found to be DNA methylation age-associated, NPTX2 and GRIA2, were tested for prediction of 

age in saliva and blood samples. Both age markers were hypermethylated with the increase of age. The 

epigenetic predicted age was calculated for both markers, with an average difference of 6.9 years between 

estimated and observed ages for GRIA2 marker, and an average difference of 9.2 years for NPTX2 marker. 

Other studies investigated biomarkers for identification of bodyfluids. The most common body fluids found 

at crime scenes are blood, semen and saliva. A set of epigenetic markers, cg-06379435, ZC3H12D and 

BCAS4, which produce unique and specific patterns of DNA methylation, can be used to identify these body 

fluid types. However, to ensure the efficiency of these epigenetic markers, developmental validation 

studies need to be performed to determine the conditions and limitations of this new tool for forensic 

analysis. When testing the markers for body fluid identification using different organisms, we did obtain 

positive results for certain primate samples, however all other tested species were negative. The lowest 

concentration consistently detected varied from 0.1 to 10ng, depending on the locus.  The method also 

proved to be effective when inhibitors were present in the samples or when samples were degraded by 

heat. In the case of mixtures, the overall methylation values varied in a consistent and predictable manner 

when multiple cell types were present in the same sample. Overall, the search of age markers candidates 

can be an important key in tracking suspects/victims in forensic investigations, and the ability to identify 

the biological sample using DNA would be a powerful tool. Epigenetic markers will provide the forensic 

community with new and improved methods to interpret the crime scene.   

 

KEYWORDS: DNA methylation, Body fluid, Pyrosequencing, Age prediction, Developmental validation 
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CAPÍTULO 1 - APRESENTAÇÃO DO TEMA E OBJETIVOS 

 

REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1. Epigenética e a Metilação do DNA 

 

Epigenética é o estudo de alterações no DNA causados por mecanismos que regulam a expressão 

de genes mas que não alteram a sequência de nucleotídeos. A regulação epigenética abrange vários níveis 

de expressão gênica e envolve modificações de DNA, histonas, RNA e cromatina, com consequências 

funcionais para o genoma humano. A combinação destas alterações modula e estabelece diferentes perfis 

de expressão genética a partir do mesmo genoma (Cordero et al., 2015; Haggarty, 2015; Lardenoije et al., 

2015). 

As mudanças na expressão gênica podem ser induzidas por fatores ambientais ou podem ser 

programadas. No caso de mudanças impulsionadas por fatores ambientais, tem-se como exemplo modelos 

experimentais de regulação epigenética baseados em estudos com gêmeos, que mostram como as 

variações nos perfis epigenéticos aumentam à medida que os gêmeos envelhecem. O caso de mudança 

programada pode ser observado em organismos complexos, como mamíferos, onde todas as células têm a 

mesma informação genética, mas cada tipo de célula tem um padrão de expressão gênica programado para 

diferenciação celular e que está associado a uma função específica (Fraga et al., 2005; Grundberg et al., 

2013; Cordero et al., 2015; Lardenoije et al., 2015). 

Essas alterações podem ser altamente estáveis, como alquelas que resultam no imprinting 

genômico, ou podem apresentar um comportamento dinâmico. Muitas modificações epigenéticas podem 

ser herdadas através de mitose ou apresentar herança meiótica (transgeracional) (Mayer et al., 2000; 

Handel et al., 2010; Lardenoije et al., 2015; Loke et al., 2015). 

Os diferentes níveis de controle da maquinaria epigenética envolvem a metilação do DNA, a 

remodelação da cromatina e a regulação por RNA não-codificante. Dentre estas, a metilação do DNA é a 

modificação epigenética mais bem caracterizada (Peterson e Laniel, 2004; Kouzarides, 2007; Lardenoije et 

al., 2015). 

A metilação do DNA é uma modificação epigenética que facilita o ajuste fino das taxas de regulação 

da transcrição. A metilação geralmente está associada com a repressão transcricional e é encontrada 

principalmente nas regiões de heterocromatina, enquanto regiões de eucromatina costumam apresentar 

baixas quantidades de DNA metilado. A maneira como a metilação do DNA afeta a transcrição é altamente 

dependente de sua localização dentro ou em torno do gene. A forma mais conhecida de inibição de 

transcrição é quando a metilação de DNA ocorre em regiões promotoras, interferindo com a ligação de 

fatores de transcrição e inativando o gene (Figura 1) (Klose e Bird, 2006; Miller e Sweatt, 2007; Ziller et al., 
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2013; Lardenoije et al., 2015). Os perfis de metilação de DNA são normalmente hereditários. As metilações 

hereditárias são copiadas para a nova cadeia de DNA sintetizada, num processo conhecido como 

manutenção da metilação de DNA. Já a adição de novas metilações no DNA é chamado metilação de novo. 

Ambos os processos de manutenção e metilação de novo  são sintetizados por enzimas denominadas DNA 

Metiltransferases (DNMT) (Mastroeni et al., 2010; Lardenoije et al., 2015). 

 

 
Figura 1. A- Gene ativo: quando não há metilação de DNA na região promotora do gene, ocorre a ligação 

dos fatores de transcrição e o processo de transcrição ocorre normalmente. B- Gene bloqueado:  quando 

há metilação de DNA na região promotora do gene, ocorre o bloqueio da ligação dos fatores de transcrição 

e o processo de transcrição é interrompido. (Adaptado de: Fontes et al., 2015). 

 

A regulação espacial e temporal da transcrição por metilação do DNA tem sido demonstrada 

desempenhando um papel importante em muitos contextos, incluindo a inativação do cromossomo X do 

sexo feminino, o imprinting genômico e a susceptibilidade a doenças complexas em seres humanos. A 

metilação é também essencial para a diferenciação e desenvolvimento dos tecidos de mamíferos (Jaenisch 

e Bird, 2003; Goren et al., 2006; Heard e Disteche, 2006; Illingworth et al., 2008; Pai et al., 2011).  

Aumento de evidências aponta para as contribuições distintas da genética, do ambiente, e de 

fatores estocásticos para os níveis de metilação em regiões genômicas individuais (Bell et al., 2012). A 

metilação de DNA mostra uma plasticidade muito elevada intra- e inter-individualmente. Padrões de 

metilação de DNA diferem entre os tecidos e modificações epigenéticas são supostamente as principais 

determinantes do programa de expressão gênica celular tecido-específica. Por conseguinte, os padrões de 

metilação podem ser influenciados por fatores internos e externos que permitem a diferenciação celular e 

resposta a estímulos exógenos. Este último está diretamente ligado às diferenças interindividuais na 

metilação do DNA que tendem a aumentar com o envelhecimento (Martin, 2005; Poulsen et al., 2007; 
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Bocklandt et al., 2011; Christophersen e Helin, 2010; Hirabayashi e Gotoh, 2010; Eckmann-Scholz et al., 

2012). 

Um genoma típico de mamíferos possui aproximadamente 3 bilhões de pares de bases, sendo que 

cerca de 40% são pares de base G:C. A distribuição de dinucleotídios CpG é desigual, com vários elementos 

curtos de DNA tendo uma densidade muito mais alta de dinucleotídios CpG que outras regiões do genoma, 

formando as chamadas ilhas de CpG. A maioria destas ilhas está situada próxima a sítios de início de 

transcrição (Snustad e Simmons, 2001). No DNA de mamíferos, a metilação ocorre na posição C5 da 

citosina em alguns dinucleotídeos CpG (Figura 2) (Miranda e Jones, 2007; Frumkin et al., 2011). A metilação 

da citosina faz parte de um mecanismo que distingue os genes que estão ativos daqueles que não estão. A 

sua forma metilada, 5-metilcitosina (5-metil C), correlaciona-se com a citosina da mesma forma que a 

timina correlaciona-se com a uracila, não havendo efeito sobre o pareamento de bases (Alberts et al., 

2004). 

 

 
 

Figura 2. Metilação da citosina: o hidrogênio H5 é substituído por um grupo metil (CH3). (Adaptado de: 

http://www.hgu.mrc.ac.uk/people/r.meehan_researchb.html) 

 

Ainda que pouco se compreenda sobre o mecanismo pelo qual a metilação afeta a expressão do 

gene, sabe-se que a metilação é importante na diferenciação celular e que loci genômicos são 

diferencialmente metilados entre os tecidos. Também se sabe que o envelhecimento do organismo leva a 

diminuição nos níveis de metilação dos tecidos e que loci genômicos são diferencialmente metilados com o 

aumento da idade. Dessa forma, os diferentes padrões de metilação podem formar a base de diferentes 

tipos de ensaios: um ensaio para estimar a idade humana e um ensaio de identificação de tecido forense 

baseada em DNA. Os ensaios baseados na metilação do DNA oferecem especificidade de tecido comparável 

aos ensaios baseados em mRNA ou miRNA, a sensibilidade de detecção semelhante ao de perfis de DNA, e 

nenhum consumo adicional de amostra, já que o ensaio baseado em metilação pode ser multiplexado com 

os atuais protocolos de tipagem de STR  (Frumkin et al., 2011; Lee et al., 2012). 
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2. Predição de idade 

 

 Ao longo do desenvolvimento, células e tecidos se diferenciam e mudam com o envelhecimento do 

organismo. Em termos biológicos, o envelhecimento pode ser definido como senescência celular, o que 

resulta numa diminuição da capacidade de responder ao estresse, em aumento do desequilíbrio 

homeostático e risco de doenças, e eventualmente a morte. Todos os tecidos do organismo são afetados 

pelo envelhecimento e as alterações que ocorrem nos níveis celular e molecular incluem encurtamento do 

telômero, acúmulo estocástico de mutações genéticas, estresse oxidativo, danos no DNA, deterioração das 

estruturas celulares e mudanças na expressão gênica (Rakyan et al., 2010; Bocklandt et al., 2011; Koch and 

Wagner, 2011). 

 Um dos grandes desafios encontrados pelos pesquisadores é descobrir um método eficaz e capaz 

de medir o envelhecimento humano, o que teria implicações práticas em muitos campos, incluindo a 

prevenção e tratamento de doenças, análises forenses e/ou extensão da vida (Hannum et al., 2013). Na 

ciência forense, essa mensuração do envelhecimento e, particularmente, a predição de idade representa 

um método chave nas investigações forenses, permitindo, por exemplo, a estimativa de idade do suspeito 

de um caso criminal, ou auxiliando na identificação de vítimas de desastres em massa onde a informação 

sobre a idade pode ser crucial para a identificação final. 

Atualmente, a idade de um indivíduo pode ser estimada através de métodos morfológicos, como 

avaliação da morfologia dentária ou esquelética, ou por alguns métodos laboratoriais mais complexos, 

como racemização de ácido aspártico na dentina ou esmalte dos dentes ou datação por radiocarbono do 

esmalte dos dentes (Alkass et al., 2010). Entretanto, estes métodos são limitados a casos com a existência 

de esqueleto. Em muitas cenas de crime, o que se encontra é presença de tecidos e fluidos corporais, e 

estas serão as amostras utilizadas nas análises forenses durante o processo de investigação. Como a 

predição de idade é uma parte importante da ciência forense, seria ideal encontrar outros métodos viáveis 

para estimar a idade de amostras biológicas forenses. 

Durante o processo de envelhecimento ocorrem alterações graduais de biomoléculas no nível 

molecular, principalmente na molécula de DNA. Além disso, a rotina de análise de DNA já é presente nos 

laboratórios forenses por essa ser a molécula usada para fins de identificação humana. Dessa maneira, 

encontrar biomarcadores baseados no DNA é ideal e de muita aplicação prática na predição de idade em 

análises forenses. 

 

2.1. Biomarcadores de DNA previamente estudados e suas desvantagens 
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 A predição da idade é uma questão importante na investigação forense e a comunidade científica 

tem feito esforços para pesquisar e desenvolver marcadores moleculares de DNA para estimar a idade 

humana. O processo natural de envelhecimento leva a alterações dos tecidos e órgãos no nível molecular 

ao longo da vida. Dentre as muitas alterações moleculares que são detectáveis no nível molecular, algumas 

foram foco de pesquisa para desenvolvimento de possíveis biomarcadores de idade, como as deleções de 

DNA mitocondrial e o encurtamento dos telômeros (Meissner e Ritz-Timme, 2010). Além dessas pesquisas, 

que foram desenvolvidas durante alguns anos, um grupo de cientistas também estudou e demonstrou que 

a idade de um indivíduo pode ser estimada a partir de células sanguíneas usando os rearranjos de DNA de 

células T (Zubakov et al., 2010). Entretanto, esses métodos propostos anteriormente revelam limitações, 

como uma baixa precisão e outros problemas técnicos, além de algumas vezes serem tecido-específicos, 

não sendo, portanto, adequados para aplicações práticas. 

 

2.1.1. Deleções de DNA mitocondrial 

 

As mitocôndrias são organelas celulares que contêm seu próprio DNA (mtDNA) e sua própria 

maquinaria de síntese protéica. A maquinaria mitocondrial é composta por cinco complexos enzimáticos 

importantes para a respiração e fosforilação oxidativa. Durante este processo, 0,2% do oxigênio consumido 

é liberado como radicais livres, que podem danificar lipídos, proteínas e DNA, especialmente o DNA 

mitocondrial. O dano oxidativo contribui na mutagênese mitocondrial e pode levar a deleções de mtDNA 

(Mandavilli et al., 2002; St-Pierre et al., 2002; Meissner e Ritz-Timme, 2010).  

Estudos mostram que o DNA mitocondrial de um indivíduo acumula deleções com o aumento da 

idade (Melov et al., 1995). Uma análise feita com mtDNA isolado de músculo esquelético de seres humanos 

de diferentes idades revelou que a quantidade de DNA mitocondrial de comprimento normal foi reduzida 

progressivamente com a idade, de modo que as células de indivíduos de terceira idade continham 

pequenas quantidades de mtDNA de comprimento normal (Kovalenko et al., 1997). Em um outro estudo 

realizado por Meissner e colaboradores (2006) foram analisados músculo esquelético, coração, núcleo 

caudado e cerebelo de 50 indivíduos para deleções em larga escala de DNA mitocondrial. Foram então 

detectados padrões tecido-específicos de deleções dependentes da idade no mtDNA. O padrão do mesmo 

tecido de diferentes indivíduos foi mais semelhante do que o padrão de diferentes tecidos dos mesmos 

indivíduos. 

Dentre os vários rearranjos causados pelas deleções no mtDNA, a deleção 4977 bp (mtDNA4977) 

foi a mais estudada em diferentes tecidos humanos por diferentes métodos baseados em PCR, sendo 

considerado um candidato para predição de idade (Corral-Debrinski et al., 1992; Cortopassi et al., 1992; 

Meissner  et al., 2000; Meissner et al., 2006; Meissner e Ritz-Timme, 2010). Entretanto, a determinação da 

quantidade de deleção 4977 pb no mtDNA apresenta alguns problemas, como por exemplo problema na 
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própria metodologia. Como todos os métodos baseados em PCR, a natureza exponencial do PCR em si pode 

levar a diferenças nos resultados da mesma amostra. Outro problema é a heterogeneidade na abundância 

de deleções mitocondriais em tecidos diferentes. Um outro grande problema, e talvez o mais importante, é 

que a idade biológica determinada pode ser bastante diferente da idade cronológica. Utilizando esse 

método, só seria possível diferenciar entre jovens e idosos, porque a margem de erro atribuída é de cerca 

de 40 anos (Meissner e Ritz-Timme, 2010). Os dados disponíveis são insuficientes para fazer uma previsão 

confiável e, dessa forma, usar a deleção 4977 bp como marcador para estimativa da idade para fins 

forenses. 

 

2.1.2. Encurtamento dos telômeros 

 

 Os telômeros são estruturas de DNA-proteína localizados nas extremidades dos cromossomos e 

são fundamentais para manter a estabilidade cromossômica e para evitar a interrupção do ciclo celular. 

Sendo assim, eles são essenciais para a sobrevivência da célula e a capacidade replicativa de células 

somáticas (Meissner e Ritz-Timme, 2010; Mather et al., 2011). Os telômeros desempenham um papel 

central no destino celular e no envelhecimento, ajustando a resposta celular ao estresse e à estimulação do 

crescimento com base em divisões celulares anteriores e danos no DNA. Em células somáticas, o 

comprimento dos telômeros é muito heterogêneo, mas normalmente diminui com a idade, o que 

representa uma barreira para o crescimento do tumor e também contribui para a perda de células com a 

idade (Aubert e Lansdorp, 2008). Pelo fato de que o tamanho dos telômeros diminui com o aumento da 

idade, e que eles estão relacionados com o envelhecimento celular, vários pesquisadores propuseram que 

o comprimento dos telômeros seja usado como biomarcador de envelhecimento (Butler et al., 2004; 

Koppelstaetter  et al., 2009; Mather et al., 2011). 

 A perda gradual do telômero em células de vários tecidos não é facilmente mensurável. Todos os 

métodos para medir o comprimento dos telômeros dependem da ligação de sondas de ácidos nucleicos ou 

de primers para sequências específicas de DNA repetitivo nos telômeros (Aubert e Lansdorp, 2008). 

Entretanto, os diferentes métodos apresentam alguns problemas e limitações como: necessitam de 

grandes quantidades de DNA, por vezes não detectam telômeros muitos curtos, podem ser laboriosos, ou 

necessitam da presença de DNA intacto, que não está sempre disponível em casos forenses (Meissner e 

Ritz-Timme, 2010; Mather et al., 2011). Além disso, há uma heterogeneidade no comprimento dos 

telômeros, que pode variar entre 10% e 80% em uma população de células (Meissner e Ritz-Timme, 2010). 

Também, o comprimento médio dos telômeros mostra uma grande variação entre as espécies e entre 

indivíduos da mesma idade (Aubert e Lansdorp, 2008). 
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2.1.3. Rearranjos de DNA de células T 

 

As células T desempenham um papel essencial no reconhecimento de invasores. Essa capacidade 

depende de uma diversidade de receptores de células T, cada um correspondente a moléculas específicas 

(antígenos). Essa diversidade de receptores ocorre devido a um rearranjo específico de DNA das células T, 

um processo que produz pequenas moléculas de DNA circulares (sjTRECs) como um subproduto. O número 

destas moléculas de sjTRECs diminui a com o aumento da idade humana. Dessa forma, foi proposto que 

este fenômeno biológico pode ser usado como biomarcador para estimativa de idade (Zubakov et al., 

2010). 

Zubakov e colaboradores (2010) usaram um método baseado em PCR em tempo real para 

quantificar os níveis de sjTREC. Em seguida, com os dados obtidos, foi feito uma análise utilizando modelo 

de regressão linear, o qual apresentou um erro padrão de estimativa de idade de ± 8.9 anos. Entretanto, 

uma desvantagem potencial do método proposto, e que foi apontada pelos próprios autores da pesquisa, é 

de que o estado de saúde do sistema imune pode ter efeito sobre os números de cópias de sjTRECs. Além 

disso, este método se limita a análise de células sanguíneas, não sendo possível ser aplicado a outros tipos 

celulares presentes nas cenas de crime. 

 

2.2.  Epigenética e a predição de idade 

 

 Há um aumento de evidências de que o envelhecimento se assemelha a um processo de 

desenvolvimento regulado, que está rigidamente controlado por meio de modificações epigenéticas 

específicas. Essas mudanças dos aspectos epigenéticos com o aumento da idade ocorrem de forma 

complexa e alteram as funções celulares, influenciando no desenvolvimento de doenças, como o câncer, e 

de vários fenótipos associados ao envelhecimento (Rakyan et al., 2010; Koch e Wagner, 2011; Haggarty, 

2015). 

Entre as modificações epigenéticas, a metilação do DNA é melhor caracterizada e desempenha um 

papel importante na senescência celular e do organismo (Fraga et al., 2005; Ben-Avraham et al., 2012). 

Diversos estudos investigaram o estado epigenético de diversos genes ou ilhas CpG em indivíduos de várias 

idades, e mediram as mudanças globais na metilação do DNA com o aumento da idade (Fraga et al., 2005; 

Boks et a., 2009; Bocklandt et al., 2011). Em geral, o nível global de metilação do genoma diminui com o 

envelhecimento em tecidos humanos. Entretanto, há estudos que mostram que várias ilhas CpG nas 

regiões promotoras são hipermetiladas durante o envelhecimento (Toyota et al., 1999;. Tra et al., 2002; 

Kim et al., 2004; Almen et al., 2014; Yi et al., 2014). 
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 Os mecanismos que influenciam as alterações do metiloma durante o envelhecimento não são bem 

compreendidos, mas pelo menos dois fatores podem ser atribuídos a esse processo: a exposição a fatores 

ambientais e as alterações espontâneas. Os fatores ambientais podem ativar programas celulares 

associados com alterações consistentes e previsíveis no epigenoma. Já as alterações epigenéticas 

espontâneas podem ser causadas por agentes químicos que atuam sobre os grupos metil ou por erros no 

momento da cópia dos padrões de metilação durante a replicação do DNA (Fraga et al., 2005; Vijg e 

Campisi, 2008; Hannum et al., 2013).  

Embora a idade cronológica tenha sido associada a alterações na metilação do DNA, o metiloma 

ainda não foi muito explorado para quantificar e comparar as taxas de envelhecimento humano. Em um 

estudo feito por Hannum e colaboradores (2013) foi realizado um mapeamento dos perfis de metilção 

global do genoma de um grande grupo de indivíduos com uma ampla faixa etária. Neste estudo foi 

demonstrado que os padrões de metilação do genoma representam um biomarcador forte e reprodutível 

da taxa de envelhecimento biológico. Segundo os autores, esses padrões permitem o desenvolvimento de 

um modelo quantitativo de alta precisão do metiloma humano em envelhecimento. 

Bocklandt et al. (2011) descreveram um preditor de idade para amostras de saliva que foi gerado a 

partir de dados obtidos em um estudo com 34 pares de gêmeos do sexo masculino. A predição da idade de 

cada indivíduo foi feita com base em três sítios CpGs associados aos genes NPTX2, EDARADD e TOM1L1. 

Mais recentemente, Yi et al. (2014) isolaram e identificaram oito fragmentos de genes, nos quais o grau de 

metilação estava correlacionado de forma significativa com a idade em amostras de sangue de 40 

doadores. Além disso, eles validaram dois sítios CpGs de cada fragmento gênico e os resultados foram 

replicados em uma amostra de 40 homens e 25 mulheres com uma faixa etária de 11 a 72 anos de idade. A 

quantificação dos níveis de metilação dos marcadores estudados revelou uma tendência de hipermetilação 

ou hipometilação (de acordo com o gene) associada com o aumento da idade. Segundo todos estes 

autores, esses marcadores de metilação analisados podem ser considerados bons preditores de idade. O 

modelo de regressão usado apresentou uma alta precisão e os valores preditos foram altamente 

correlacionados com a idade observada na amostra. 

As alterações na metilação de DNA associadas à idade são altamente reprodutíveis e, apesar  do 

fato de que uma grande parte delas parece ser tecido-específica, algumas mudanças nos padrões de 

metilação não demonstram essa característica (Koch e Wagner, 2011). Teschendorff et al. (2010) 

identificaram 69 sítios CpGs, dos quais 10 apresentaram padrões similares reproduzidos por outros dois 

estudos em amostras de saliva e sangue (Rakyan et al., 2010; Bocklandt et al. 2011). Esse tipo de alteração 

associada à idade e que independe do tipo de tecido pode facilitar na predição de idade em preparações de 

células heterogêneas. 

Com base em estudos realizados nos últimos anos, a idade cronológica mostrou associação com 

alterações nos níveis de metilação do DNA, e alguns marcadores de metilação foram relatados como bons 
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preditores de idade. Os dados obtidos a partir desses estudos têm implicações práticas, desde a avaliação 

da saúde e prevenção da doença, e principalmente para a análise forense. No cenário atual, é necessário 

mapear e identificar mais marcadores de metilação em diferentes tecidos, aumentando a quantidade de 

marcadores disponíveis e contribuindo para uma estimativa de idade mais precisa (Hannum et al., 2013; Yi 

et al., 2014). 

 

3. Análise de fluidos corporais 

 

Os fluidos corporais recuperados em cenas de crime são considerados um dos tipos de provas mais 

importantes em casos forenses. Eles contêm evidências de DNA que podem identificar um suspeito ou 

vítima, bem como exonerar uma pessoa inocente. Além disso, a determinação do tipo e origem do material 

biológico pode ajudar a reconstruir cenas de crime (Virkler e Lednev, 2009; Franscione et al., 2012; Lee et 

al., 2012). Às vezes, apenas conhecer a identidade de uma mancha pode ser suficiente para influenciar o 

resultado de um caso. Entretanto, isto nem sempre é uma tarefa fácil, uma vez que as manchas de fluidos 

corporais podem ser invisíveis a olho nu ou semelhante em aparência a outros tipos de fluidos ou 

substâncias (Virkler e Lednev, 2009). 

Mesmo quando a identidade de uma mancha parece ser óbvia para um investigador forense, a 

confirmação absoluta é necessária para que as provas possam ser usadas no tribunal para provar ou refutar 

um fato em um caso. Isto é especialmente importante com a possível ocorrência de misturas. Uma mancha 

pode conter múltiplos fluidos corporais de mais de um doador. Testes físicos realizados nestas amostras 

permitem que os investigadores identifiquem um fluido ou confirmem a ausência de um. Idealmente, um 

teste para detectar fluidos corporais deve ser específico para humano, sensível e robusto. Por mais de um 

século exames presuntivos e de confirmação têm sido procurados e desenvolvidos para a identificação de 

fluidos corporais. Testes presuntivos são utilizados como testes de screening, mas tendem a ter limitações 

de especificidade. Testes de confirmação são utilizados para a identificação absoluta de tecidos e podem 

ser úteis na reconstrução dos acontecimentos de um crime (Gaensslen, 1983; Johnston et al., 2008; Virkler 

e Lednev, 2009; Frumkin et al., 2011). 

Os fluidos corporais mais comuns encontrados em cenas de crime são sangue, sêmen e saliva, além 

de outros como fluido vaginal, urina e suor. Cada um destes fluidos tem um ou mais testes de screening 

que são testes presuntivos, e alguns deles têm testes de confirmação que irá identificar conclusivamente a 

sua presença. Existem também alguns testes que podem identificar as espécies de um fluido particular, e 

estes são também considerados de confirmação (Virkler e Lednev, 2009). 

Cada fluido corporal tem uma composição única, bem como a presença de componentes 

específicos em relação a outro e essa diferença é a base da sua identificação. Entretanto, existem vários 

componentes que são comuns entre mais de um fluido, mas é a diferença na sua concentração que faz com 
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que os testes para estes componentes sejam eficazes. Um exemplo é a grande quantidade de amilase na 

saliva em comparação com as quantidades menores no fluido seminal e vaginal. Também, a uréia é um 

componente da urina, sêmen e suor, mas é utilizado como um indicador de urina com base na 

concentração muito mais elevada neste fluido (Virkler e Lednev, 2009). 

O primeiro passo para a identificação de um fluido do corpo em particular é altamente importante 

uma vez que sua natureza é muito informativa para a investigação, e a natureza destrutiva de um teste de 

screening deve ser considerada quando apenas uma pequena quantidade de material estiver disponível. 

Muitas das técnicas comuns usadas para identificar fluidos são utilizadas há décadas. Algumas destas 

técnicas mudaram muito pouco, como o Luminol® e identificação microscópica dos espermatozóides para 

confirmar a presença de sêmen (Virkler e Lednev, 2009; Allery et al., 2001). Outros, como os testes 

presuntivos para identificar grupo heme no sangue, fosfatase ácida no sêmen, e amilase na saliva têm 

evoluído ao longo dos anos devido aos avanços na tecnologia, na melhor compreensão da natureza dos 

fluidos, ou até mesmo para evitar a exposição a produtos químicos perigosos. Alguns métodos foram 

descobertos, e a maioria deles envolvem a detecção de ácido ribonucléico mensageiro específico (mRNA) 

para identificar fluidos corporais diferentes (Nussbaumer et al., 2006; Juusola e Ballantyne, 2007; Haas et 

al., 2008, Virkler e Lednev, 2009). A análise sistemática destes novos métodos é vital para os investigadores 

forenses para serem continuamente informados sobre técnicas superiores em potencial. 

 

3.1. Testes presuntivos e de confirmação 

 

3.1.1. Sangue 

 

O sangue é um fluido corporal muito comum de ser encontrado em locais de crime. Existem vários 

testes presuntivos que são utilizados por investigadores forenses para detectar quantidades vestigiais de 

sangue ou para investigar manchas suspeitas. Esses tipos de teste são geralmente considerados como 

indicadores preliminares da presença de sangue, sendo geralmente seguidos por uma confirmação 

adicional (Bevel e Gardner, 1997; Ponce e Pascual, 1999; Castelló et al., 2002; Webb et al., 2006; Virkler e 

Lednev, 2009). 

O teste mais simples para detectar manchas de sangue que não são claramente visíveis é uma fonte 

de luz alternativa (ALS), tal como luz ultravioleta. Tal fonte de luz geralmente permite a possibilidade de 

identificar manchas de sangue pela luz refletida ou pela fluorescência emitida quando comprimentos de 

onda ultravioleta são utilizados para iluminar a amostra forense. Uma ALS pode direcionar a atenção para 

uma mancha latente na cena do crime, e depois mais testes presuntivos podem ser utilizados para 

resultados mais conclusivos (Shaler, 2002; Webb et al., 2006; Virkler e Lednev, 2009).  
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Uma fonte de luz conhecida como Polilight® contém uma gama de comprimentos de onda e pode 

até mesmo revelar manchas cobertas por pintura. Entretanto, estas fontes de luz devem ser utilizadas com 

precaução, uma vez que certos comprimentos de onda de luz ultravioleta podem danificar o DNA de uma 

amostra. O teste com Luminol® é utilizado por investigadores na cena do crime há mais de 40 anos. Este 

teste baseia-se na capacidade da hemoglobina e de derivados de sangue para aumentar a oxidação do 

Luminol® na presença de uma solução alcalina e envolve a pulverização de uma zona suspeita com uma 

solução aquosa de Luminol® e um oxidante. Há várias formulações disponíveis, que têm vantagens e 

desvantagens quanto a sensibilidade, a duração de iluminação, e os efeitos sobre a análise de DNA 

subsequente. Ele pode até mesmo ser usado em uma área que tenha sido previamente limpa por um 

suspeito. No entanto, é limitada à utilização em ambientes escuros. Outra técnica baseada na 

quimiluminescência que dá resultados positivos sem danificar o DNA numa amostra é o Bluestar®. Estudos 

têm mostrado que o Bluestar® é mais sensível e estável quando comparado ao Luminol® (Gaensslen, 1983; 

Shaler, 2002; Spalding, 2003; Blum et al., 2006; Luczak et al., 2006; Vandenberg e Oorshot, 2006; Barni et 

al., 2007; Quinones et al., 2007; Li, 2008; Virkler e Lednev, 2009).  

Existem vários tipos de testes catalíticos comumente usados para identificar sangue com base no 

grupo heme. O mais utilizado é o teste da benzidina. Um resultado positivo produz uma cor azul quando o 

sangue reage com a solução de etanol/ácido acético. Existem vários falsos positivos para este teste, tais 

como oxidantes químicos e peroxidases de frutas/vegetais, mas a sua principal desvantagem é que 

benzidina é um conhecido agente cancerígeno, e isso levou a sua substituição como um reagente 

presuntivo no laboratório forense. Outro método é o teste de fenolftaleína, também conhecido como teste 

Kastle-Meyer. A fenolftaleína faz com que uma solução alcalina apresente uma cor rosa após a sua 

oxidação por peróxido quando o sangue está presente. Ele também pode ter falsos positivos semelhantes à 

benzidina, mas testes em outros fluidos corporais não produzem um resultado positivo, além de não 

apresentar substância carcinogênica (Sensabaugh, 1982; Gaensslen, 1983; Shaler, 2002; Spalding, 2003; 

Johnston et al., 2008; Virkler e Lednev, 2009). 

Um teste rápido utilizado para detectar evidências forenses, que foi originalmente concebido para 

fins clínicos (detecção de sangue oculto nas fezes), é o teste Hexagon-OBTI. Este teste baseia-se em uma 

reação de anticorpo para a hemoglobina humana. Entretanto, Hochmeister et al. (1999) mostraram que o 

Hexagon-OBTI não só reagiu positivamente para o sangue, mas também para vários outros fluidos 

humanos, como saliva, urina, fezes, secreções vaginais e esperma (Ramsthaler et al., 2011). 

 

3.1.2. Sêmen 

 

Tal como com o sangue, o sêmen também pode ser detectado usando uma ALS. A Lâmpada de 

Wood (WL) é um dispositivo específico que emite comprimentos de onda entre cerca de 320-400 nm, e é 
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pequeno, de baixo custo, seguro e fácil de usar. No entanto, quando o WL foi testado para outros fluidos, 

ele mostrou não ser muito específico e, em alguns testes, não foi capaz de detectar manchas de sêmen, 

além de apresentar resultados falsos positivos com pomadas e cremes. Outra ALS que tem sido utilizada é a 

Polilight®, que tem uma gama de comprimento de onda de 415-650 nm, bem como a luz branca e a 

ultravioleta. Essas fontes de luz alternativa proporcionam uma técnica simples e não destrutiva para a 

detecção de manchas de sêmen. No entanto, elas são apenas adequadas para a localização de manchas 

suspeitas (Santucci et al., 1999; Vandenberg e Van Oorshot, 2006; Seidl  et al., 2008; Virkler and Lednev, 

2009; Laffan et al., 2011). 

O teste mais popular de confirmação para o sêmen, além da análise de células de esperma no 

microcópio, é o teste para antígeno prostático específico (PSA). O PSA é uma glicoproteína produzida por 

células epiteliais prostáticas. Apesar de estar presente em vários fluidos corporais, incluindo o leite 

materno, urina, soro e fluido amniótico, o PSA é encontrado em concentrações significativamente mais 

elevadas no fluido seminal, sendo frequentemente utilizado como um marcador para o sêmen em casos 

forenses. O sêmen de homens azoospérmicos ainda conterá este antígeno, já que ele está presente no 

plasma seminal. Um aspecto importante da detecção de PSA envolve a capacidade de detectá-lo em 

amostras contaminadas ou escassas, incluindo tecidos lavados e cadáveres em decomposição (Breul et al., 

1994; Mannello et al., 1996; Lawson et al., 1998; Sato et al., 2002; Greenfield e Sloan, 2003; Healy et al., 

2007; Pang e Cheung, 2007; Virkler and Lednev, 2009; Laffan et al., 2011). 

O exame microscópico de células de esperma é o teste mais definitivo disponível para a detecção 

de sêmen. Embora seja um método popular, a microscopia não é capaz de apresentar resultados 

conclusivos nos casos que envolvem azoospermia. Além disso, pode ser difícil visualizar espermatozóides 

intactos em amostras de manchas, principalmente nos casos em que o sêmen adere a roupas. Também, o 

esperma pode desintegrar-se se a mancha é lavada ou entrar em contato com outro objeto. Estes aspectos 

ressaltam os problemas associados com a microscopia e enfatizam a necessidade de um método de 

identificação de sêmen independente da presença de esperma (Sato et al., 2001; Saferstein, 2004; Laffan et 

al., 2011). 

 

3.1.3. Saliva 

 

A saliva é uma das fontes de DNA mais comum em cenas de crime, e pode ser recuperada a partir 

de uma gama de objetos utilizando cotonetes umedecidos. Assim como o sangue e o sêmen, a saliva 

também pode ser localizada através de uma ALS. Manchas de saliva aparecerão branco-azuladas ao serem 

vistas sob uma luz ultravioleta, embora isso não irá distinguí-la de outra mancha de fluido corporal 

(Gaensslen, 1983; Sweet e Hildebrand, 1999; Abaz et al., 2002; Virkler and Lednev, 2009; Hedman et al., 

2011). 
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A técnica mais popular e amplamente aceita para detectar saliva é baseada na atividade da amilase. 

O teste de amilase tem sido usado como um teste presuntivo por mais de três décadas. Duas formas 

diferentes de amilase são encontradas no corpo humano. A amilase presente na saliva, leite materno e 

transpiração é codificada pelo locus AMY1 no cromossomo 1, enquanto que a amilase encontrada no 

pâncreas, sêmen e secreções vaginais é codificada pelo locus AMY2. Embora a AMY1 seja mais encontrada 

na saliva do que em qualquer outro fluido, sua presença pode fornecer apenas informações presuntivas, 

uma vez que não é exclusiva da saliva. Para detectar a presença da amilase, é realizado o teste de amido-

iodo. Este teste é baseado no fato de que o amido aparece azul quando na presença de iodo, e a amilase 

salivar irá quebrar o amido e então causar uma mudança de cor. No entanto, outras proteínas, tais como 

albumina e gama-globulina no sangue e sêmen, também quebram iodo, apresentando um resultado falso 

positivo (Sensabaugh, 1982; Greenfield e Sloan, 2003; Virkler and Lednev, 2009; Hedman et al., 2011). 

 

3.1.4. Desvantagens do uso dos atuais testes presuntivos e de confirmação  

 

Amostras encontradas em cenas de crime são muitas vezes limitadas nas suas dimensões e 

qualidade, e tem havido uma tendência de ignorar o passo de identificação de fluido para proceder 

diretamente à análise de DNA (Franscione et al., 2012). Um dos principais problemas com estes testes é a 

destruição da amostra. A razão mais importante para esses testes serem não-destrutivos é a preservação 

da prova de DNA. Outra desvantagem da maioria destes métodos atuais é que eles são concebidos para 

detectar um fluido corporal específico, de modo que o investigador tem de decidir qual teste para executar 

com base no fluido que é mais provável estar presente. Existe uma necessidade de um teste de 

confirmação universal que pode ser aplicado a uma mancha desconhecida que será capaz de identificar 

qualquer dos fluidos corporais que possam estar presentes (Virkler and Lednev, 2009). 

Além disso, os conjuntos de testes presuntivos e de confirmação baseiam-se em ensaios 

enzimáticos ou imunológicos (bem como a visualização para a identificação de esperma), e dependem, 

assim, da estabilidade das moléculas alvo para detecção da atividade ou presença de uma proteína que é 

específica para os tecidos do interesse. Assim, métodos baseados em proteínas sofrem de diversas 

limitações, já que as proteínas tendem a ser menos estáveis do que o DNA. Da mesma forma, estes ensaios 

exigem a presença da proteína intacta e pode não funcionar em amostras degradadas ou ambientalmente 

danificadas. A baixa especificidade é outra limitação associada a tais testes presuntivos e de confirmação, 

devido à reação cruzada com outras espécies moleculares ou tecidos (Zubakov et al., 2008; Haas et al., 

2009; Frumkin et al., 2011).  

A maioria dos kits comerciais fornece resultados não quantitativos, apenas indicando a presença ou 

ausência do material testado na amostra. Dessa forma, os ensaios podem sofrer de resultados subjetivos, 

além de serem incapazes de quantificar as contribuições a partir de múltiplas fontes de tecidos. Outra 

 
13 

 



 

consequência de um ensaio não quantitativo é que não há confiança estatística associada com qualquer 

resultado, positivo ou negativo. Mais importante ainda é o fato de que a maioria dos ensaios baseados em 

proteínas consome amostra, que por sua vez reduz a quantidade disponível de amostras de DNA (Frumkin 

et al., 2011). 

A identificação de fluidos corporais e tecidos biológicos deixados no local do crime por meio de 

marcadores genéticos tornou-se uma área de interesse de pesquisa no campo da genética forense (Gomes 

et al., 2011). Uma abordagem alternativa para os ensaios a base de proteína é a análise de espécies de 

mRNA tecido específicos. Cada tipo de tecido é composto por células que têm uma transcriptoma único, 

apresentando um perfil único de mRNA. As moléculas de mRNA estão presentes em quantidades 

diferentes, dependendo da espécie particular de mRNA e do tipo de célula. Assim, é possível identificar o 

fluido biológico com base no tipo e na quantidade de mRNAs determinados em uma amostra recuperada 

da cena do crime (Juusola e Ballantyne, 2005). Os autores Juusola e Ballantyne publicaram duas pesquisas 

(2005 e 2007) relatando o desenvolvimento de ensaios multiplex para a identificação de sangue, saliva, 

sêmen, secreção vaginal e sangue menstrual. Esses ensaios eram baseados na metodologia de PCR em 

tempo real, e cada ensaio detectou transcritos de dois genes específicos de cada fluido corporal. Mais 

recentemente, Hanson e Ballantyne (2014) desenvolveram ensaios single e multiplex, baseados na 

metodologia  High Resolution Melt (HRM), para a identificação de fluidos biológicos relevantes na área 

forense. Os biomarcadores são baseados em diferentes genes, incluindo:  IL19 (secreções vaginais), IL1F7 

(pele), ALAS2 (sangue), MMP10 (sangue menstrual), HTN3 (saliva) e TGM4 (sêmen). Xu e colaboradores 

(2014) desenvolveram uma nova pesquisa com objetivos de avaliar a eficácia dos marcadores de mRNA 

para a identificação de tecidos humanos e desenvolver um sistema multiplex de mRNA altamente sensível e 

específico. Dez fluidos biológicos mais comumente encontrados em casos forenses foram utilizados na 

avaliação do perfil de mRNA para identificação de fluidos corporais. Por fim, com base no estudo de 

avaliação, foi desenvolvido um ensaio multiplex para detectar sangue circulatório, saliva, sêmen, sangue 

menstrual, secreção vaginal, secreção nasal, mucosa oral, e amostras de suor e urina. 

No entanto, os ensaios baseados em RNA ainda sofrem do fato de que o RNA é menos estável que 

o DNA por causa das RNAses presentes, e requerem consumo adicional de amostras, a menos que o RNA 

seja co-extraído com o DNA (Haas et al., 2009; Frumkin et al., 2011). 

Um ensaio de identificação do tecido mais desejável é um que não tenha necessariamente que 

consumir amostra adicional, que possa ser mais diretamente relacionado com a quantidade e persistência 

de DNA, e que tenha limites semelhantes de detecção. Uma vez que o DNA é mais fácil de manusear do 

que o RNA e é utilizado para a identificação individual, um método de identificação de fluido utilizando o 

DNA por si só seria benéfico para tratamento de casos forense (Frumkin et al., 2011; Lee et al., 2012). 
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3.2. Análise genética (sequências de DNA) 

 

As tecnologias de análise molecular da variabilidade do DNA permitem determinar pontos de 

referência nos cromossomos, denominados marcadores moleculares (Borba, 2009). Dentre os marcadores 

forenses estão os STRs (Short Tandem Repeats), que são sequências curtas repetidas em tandem num 

padrão de dois a seis nucleotídeos. O uso desses marcadores STRs nas análises forenses tornou-se 

prevalente para determinação de perfis genéticos, sendo atualmente os marcadores que auxiliam na 

formação do centro de identificação Combined DNA Index System (CODIS) do Federal Bureau Investigation 

(FBI) dos Estados Unidos da América (Butler, 2005). 

Esses marcadores são fragmentos específicos de DNA, herdados geneticamente, que permitem a 

identificação individual e a diferenciação entre os sujeitos (Yamane, 2009). Seu poder de discriminação é 

tão elevado, que variedades tão proximamente relacionadas podem ser diferenciadas (Shaw et al, 2009). 

Dessa maneira, tais marcadores podem ser utilizados para as mais diversas aplicações, como a identificação 

humana em casos forenses, sejam eles cívis ou criminais. 

Entretanto, apesar da sua eficácia na geração de perfis genéticos e na identificação de indivíduos, 

esses marcadores não são capazes de distinguir os diferentes tipos de fluidos presentes em uma cena de 

crime. Dessa forma, a identificação de novos marcadores genéticos para análise de amostras biológicas é 

de grande importância e utilidade para o meio forense. 

 

3.3. Origem embrionária dos tecidos e diferenciação celular (metilação de DNA) 

 

A arquitetura corporal dos animais, incluindo os seres humanos, é elaborada durante o 

desenvolvimento embrionário. Um aspecto da embriogênese é a padronização e diversificação do destino 

das células ao longo dos eixos embrionários (Solnica-Krezel e Sepich, 2012). A formação de padrão é o 

processo pelo qual um padrão espacial e temporal de atividades celulares é organizado dentro do embrião. 

Um dos estágios na formação do padrão em embriões de animais é o posicionamento de células em 

diferentes camadas germinativas, a ectoderme, a mesoderme e a endoderme (Wolpert et al., 2008). 

Cada uma das três camadas germinativas dá origem a tecidos e órgãos específicos. As células de 

cada folheto germinativo se dividem, migram, se agregam e diferenciam em padrões bastante precisos ao 

formarem os vários sistemas de órgãos (organogênese) (Moore e Persaud, 2008). 

A ectoderme dá origem ao sistema nervoso central (encéfalo e medula espinhal), ao sistema 

nervoso periférico, ao epitélio sensorial do olho, da orelha e do nariz, à epiderme e anexos (pelos e unhas), 

às glândulas mamárias, às glândulas salivares, às glândulas subcutâneas e ao esmalte dos dentes 

(Fitzgerald, 1980; Moore e Persaud, 2008). 
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A mesoderme dá origem ao tecido conjuntivo, cartilagem, osso, músculos estriados e lisos, coração, 

vasos sanguíneos e linfáticos, rins, ovários e testículos, ductos genitais, membranas serosas que revestem 

as cavidades do corpo (pericárdica, pleural e peritoneal), baço e córtex das adrenais (suprarrenal) (Moore e 

Persaud, 2008). 

A endoderme dá origem ao revestimento epitelial dos tratos gastrintestinal e respiratório, ao 

parênquima das tonsilas, às glândulas tireóide e paratireoides, timo, fígado e pâncreas, ao revestimento 

epitelial da bexiga urinária e à maior parte da uretra, e ao revestimento epitelial da cavidade do tímpano, 

do antro timpânico e da tuba faringotimpânica ou auditiva (Moore e Persaud, 2008). 

Durante as etapas restantes da formação de padrão, as células dessas camadas germinativas 

adquirem diferentes identidades, de modo que surgem padrões espaciais organizados de diferenciação 

celular. Nos estágios do padrão de formação, as diferenças entre as células consistem de diferenças 

químicas, causadas por mudanças nas atividades de diferentes genes. A expressão gênica no interior das 

células é traduzida em desenvolvimento embrionário, e os genes controlam o desenvolvimento 

principalmente determinando quais proteínas serão produzidas, em que células o são e quando (Wolpert et 

al., 2008). 

A metilação do DNA é um mecanismo epigenético que desempenha um papel importante na 

regulação da expressão gênica e do desenvolvimento. A metilação do DNA em dinucletídeos CpG em 

mamíferos desempenha papéis importantes numa variedade de processos biológicos durante a 

embriogênese e em tecidos adultos, tais como expressão gênica tecido-específico, diferenciação celular, 

imprinting genômico e inativação do cromossomo X (Kim et al., 2004; Bell et al., 2012). Em um estágio 

posterior do desenvolvimento, quando cada grupo de células já está especificado, observam-se padrões de 

metilação distintos e expressão gênica específica de cada tecido (Wolpert et al., 2008). 

 

3.4. Marcadores de metilação de DNA para análise de fluidos corporais 

 

As amostras celulares oriundas de diferentes fluidos corporais encontrados na cena do crime 

fornecem informações cruciais para vincular evidências e o crime. O DNA obtido a partir de fluidos 

corporais, tais como sangue, saliva e sêmen, pode ser usado para identificar o doador do material biológico, 

e a determinação do tipo e origem do material biológico pode ajudar a reconstruir cenas de crime. No 

entanto, muitos dos métodos atuais de identificação de fluidos corporais utilizam testes químicos 

presuntivos e destrutivos para identificar certos componentes em cada fluido, além de haver consumo de 

amostra, quando em muitos casos forenses a amostra disponível para análise é escassa. Portanto, um 

método de confirmação que permita a identificação da fonte de celular, como o teste de metilação de DNA, 

seria um instrumento valioso na reconstrução cenas de crime e identificação de suspeito e/ou vítima. 
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Em duas pesquisas publicadas anteriormente, foram descritos um conjunto de marcadores 

epigenéticos, ZC3H12D, BCAS4 e cg-06379435, capazes de produzir padrões únicos e específicos de 

metilação de DNA que podem ser utilizados para identificar sêmen, saliva e sangue, respectivamente.  

Os marcadores ZC3H12D e BCAS4 foram descritos por Madi et al. (2012) e ambos tem como alvo 

cinco sítios CpG na sequência a ser analisada. Estes lócus foram selecionados com base na literatura e os 

dados obtidos experimentalmente mostraram que o lócus BCAS4 é hipermetilado em amostras de saliva 

quando comparadas a outras amostras de fluidos biológicos. Já o loci ZC3H12D mostrou-se hipometilado 

em amostras de sêmen quando comparadas a outras amostras de fluidos biológicos. 

O marcador cg-06379435 foi descrito por Park et al. (2014) e tem como alvo apenas um sítio CpG 

na sequência a ser analisada. Inicialmente, usando dados do metiloma de 16 amostras de sangue, saliva, 

sêmen e secreções vaginais, foram selecionadas 2986 regiões hipermetiladas ou hipometiladas que eram 

específicas para cada tipo de fluido corporal. Depois, foram selecionados oito sítios CpG considerados como 

marcadores de metilação de DNA com relevância forense. Dentre estes oito, está incluído o marcador cg-

06379435, o qual se mostrou como hipermetilado em amostras de sangue quando comparadas a outras 

amostras de fluidos biológicos. 

Ambas as pesquisas demonstraram a aplicabilidade desses marcadores epigenéticos como um 

ensaio para a identificação de fluidos corporais. No entanto, para assegurar a eficácia desses marcadores, 

estudos de validação precisam ser realizados para determinar as condições e limitações desta nova 

ferramenta para análise forense. 
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OBJETIVOS 

 

 

Objetivo Geral 

 

Estudar loci genômicos com diferentes padrões de metilação de DNA para estimar a idade humana 

e para identificar diferentes fluidos biológicos encontrados em locais de crime. 

 

 

Objetivos Específicos 

 

I. Selecionar, com base na literatura, loci genômicos que são diferencialmente metilados com o 

aumento da idade. 

II. Identificar sítios CpGs dentro dos loci genômicos selecionados e analisar sua aplicação como 

marcadores epigenéticos de predição de idade. 

III. Validar marcadores de metilação de DNA para identificação de fluidos biológicos. 
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CAPÍTULO 2 - Evaluation of DNA methylation markers and their potential to predict human aging 

 

 
Silva DSBS, Antunes J, Balamurugan K, Duncan G, Alho CS, McCord B. Evaluation of DNA methylation 

markers and their potential to predict human aging. Electrophoresis (2015) doi: 10.1002/elps.201500137.  
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CAPÍTULO 3 - Developmental validation studies of epigenetic DNA methylation markers for the detection 

of blood, semen and saliva samples 

 

(Manuscrito submetido ao periódico “Forensic Science International: Genetics”) 

 

 

Deborah S.B.S. Silva1,2, Joana Antunes1, Kuppareddi Balamurugan3; George Duncan4, Clarice S. Alho2, Bruce 

McCord1 

 

1Department of Chemistry and Biochemistry, Florida International University, Miami, FL, USA 
2 Faculty of Biosciences, Laboratory of Human and Molecular Genetics, PUCRS, Porto Alegre, Brazil 
3School of Criminal Justice, University of Southern Mississippi, Hattiesburg, MS, USA 
4DNA Laboratory, Broward County Sheriff’s Office, Fort Lauderdale, FL, USA 

 

Abstract 
 
Determining the type and origin of body fluids in a forensic investigation can provide important assistance 

in reconstructing crime scenes. A set of epigenetic markers, ZC3H12D, BCAS4, and cg-06379435 have been 

developed to produce unique and specific patterns of DNA methylation that can be used to identify blood, 

semen and saliva.  To ensure the efficacy of these markers, developmental validation studies were 

performed to determine the conditions and limitations of this new tool for forensic analysis. DNA was 

extracted from human samples and was bisulfite modified using commercial bisulfite kits. Specific primers 

were used to amplify the region of interest and the methylation profile of the CpG sites were determined 

by pyrosequencing.  The percent methylation values at each CpG site were determined in multiple samples 

and averaged for each tissue type. The versatility of these new markers is presented by showing the results 

of validation studies on sensitivity, human specificity, stability and mixture resolution. When testing the 

markers using different organisms, we did obtain positive results for certain primate samples, however all 

other tested species were negative. The lowest concentration consistently detected varied from 0.1 to 

10ng, depending on the locus, indicating the importance of primer design and sequence in the assay.  The 

method also proved to be effective when inhibitors were present in the samples or when samples were 

degraded by heat.  Simulated case-type samples were also tested. In the case of mixtures of different cell 

types, the overall methylation values varied in a consistent and predictable manner when multiple cell 

types are present in the same sample. Overall, the validation studies demonstrate the robustness and 

effectiveness of this new tool for body fluid identification. 

 

Key words: DNA methylation; body fluid; pyrosequencing; developmental validation
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1. Introduction 

Body fluids recovered from crime scenes are considered among the most important types of 

evidence in forensic cases. They contain DNA evidence that may identify a suspect or victim and exonerate 

an innocent person. Moreover, determining the type and origin of a biological material can help 

reconstruct crime scenes [1-3]. Identifying body fluids can be a critical factor in criminal investigations as 

the presence of skin cells may indicate innocent transfers of DNA while blood or other body fluids can 

indicate that a criminal act has taken place. However, many times it can be difficult to identify a forensic 

stain due to its similarities with other fluids or substances. Additionally, when trace levels of body fluids are 

present, visualization may be impossible and  serological tests can fail to produce a result [1].  

Recent efforts in researching new assays to identify body fluids have focused on epigenetic DNA 

based markers. While RNA and protein markers may be used for body fluid identification, DNA methylation 

presents the ideal source since it provides quantitative results, is less prone to variations in expression, and 

has greater long term stability. In addition, as the extracted DNA target is already present in the laboratory, 

only minor sample processing is needed.  This is important, since in many cases the forensic sample 

available for analysis is limited.  

DNA methylation is an epigenetic modification that is involved in transcriptional regulation. A 

typical mammalian genome has approximately 3 billion base pairs, with a G/C content of about 40%. 

Methylated cytosines typically occur as CpG dinucleotides and the presence of a methyl group at the C-5 

position of the molecule tends to reduce gene expression. The CpG dinucleotides distribution is uneven, 

with several short DNA elements having a much higher density of CpG dinucleotides than other regions of 

the genome, forming so-called CpG islands. Most of these islands are located near transcription start sites. 

The methylated form, 5- methylcytosine (5-methyl C) correlates with cytosine in the same way that 

thymine correlates with uracil, with no effect on the base pairing [4-7]. Although much is still to be 

understood about the mechanisms by which methylation affects gene expression, it is known that 

methylation is important in cell differentiation and genomic loci are differentially methylated between 

tissues. Because of this, different methylation patterns between tissues and cells can provide the basis of 

an assay for body fluid identification. 

The most common body fluids found at crime scenes are blood, semen and saliva. A set of 

epigenetic markers have been developed, ZC3H12D, BCAS4, and cg-06379435, which produce unique and 

specific patterns of DNA methylation that can be used to identify these body fluid types [8-9].  The process 

involves bisulfite modification, followed by PCR, and pyrosequencing. The results permit quantitative 

determination of methylation patterns at each loci for each body fluid type.  The data demonstrate the 

applicability of epigenetic markers as an assay for trace body fluid identification. However, to ensure the 
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efficiency of these epigenetic markers, developmental validation studies need to be performed to 

determine the conditions and limitations of this new tool for forensic analysis.   

 

2. Materials and Methods 

2.1. Sample collection 

Biological samples (semen, blood and saliva) were obtained from volunteer donors. Buccal cells 

were collected using cotton swabs. Blood was obtained by finger pricking and blood cells were collected 

using cotton swabs. Male volunteers were given a specimen jar and requested to donate a semen sample. 

All participants signed informed consent statements prior to sample collection. All samples were collected 

after obtaining appropriate Institutional Review Board approvals from Florida International University (IRB-

13-0555), The University of Southern Mississippi (protocol #12010303) and Pontifícia Universidade Católica 

do Rio Grande do Sul (CONEP #723.619/ CEP #845.747). 

 

2.2. DNA extraction and modification 

DNA extraction was performed using the BioRobot® EZ1 automated purification workstation 

(Qiagen, CA) and the EZ1® DNA Investigator kit according to manufacturer’s protocol. DNA was recovered 

in a final volume of 50 µl and quantified using the PicoGreen® method (Life Technologies, CA) [10]. 

Because standard PCR amplification does not preserve DNA methylation sites, genomic DNA 

extracts were treated with sodium bisulfite in order to convert unmethylated cytosines to uracil using the 

EpiTect® Fast DNA Bisulfite Kit (Qiagen Inc, CA). For all tests conducted in this research, the standard 

manufacturer’s protocol for the conversion of 1-500 ng DNA in a maximum volume of 40 µl was used. The 

converted uracils are then replaced by thymine during the PCR amplification process. The bisulfite modified 

DNA was amplified by site specific PCR primers designed to amplify the bisulfite modified target regions [8].  

 

2.3. Markers 

As previously described [8-9], a set of epigenetic markers, ZC3H12D, BCAS4, and cg-06379435 have 

been developed to produce unique and specific patterns of DNA methylation that can be used to identify 

semen, saliva and blood, respectively.   

Markers ZC3H12D and BCAS4 were described by Madi et al [8] and both targeted 5 CpG sites in the 

sequence to be analyzed. Marker cg-06379435 was described by Park et al [9] and targeted only one CpG 

site. We have investigated this locus and added 4 additional CpG sites in this targeted region. 

BCAS4 and cg-06379435 PyroMark® CpG assays were custom designed in house using the 

Pyromark® assay design software (Qiagen). A predesigned ZC3H12D PyroMark® CpG assay was available 

from the Qiagen GeneGlobe Web Portal (Table 1). The reverse primers were biotin labeled allowing for the 

production of biotinylated PCR products necessary for the pyrosequencing reaction [8]. 

 
27 

 



 

 

Table 1. Panel of markers used in this study.  

Marker PCR and sequencing primers Amplicon 
size (bp) 

CpG sites to be analyzed in the nucleotide 
dispensation order (underlined) 

BCAS4 Forward primer-  
AGTGGGTGAGGTTGTGAAATGT 
Reverse primer- 
CCCATCCTACTAAAACATCTAATT 
Seq. primer-  
AGTTTTTTGGTGAAGTTTAT 

158 TATCGTATCGAGAGAGATCGAGATCGTATAT
CGTATAGATCGTCGAT 

cg-
06379435a 

Forward primer-  
AGTAGAGGTGGGGGTTAATAATT  
Reverse primer-  
ACCACACAACAAAACAACTATCTC  
Seq. primer-  
GTTAGGAAAGAAAAATGTAATTTA 

262 TCGGGATAATCGGTGGAATTTTAGGCGTGGG
ACGGTTGTCGGA  

ZC3H12D Proprietaryb 181 TCGTCGAGTATCGTCGTCG 
a TargetID is a unique ID in the Illumina Human Methylation 450K bead array; 4th CpG site in the sequence 
provided is the target in Park et al [9]. 
b Primer sequences are proprietary (Qiagen Inc.) and  not available. 
 

 

2.4. PCR and pyrosequencing reactions 

Singleplex PCR reactions were performed using the PyroMark® PCR Kit (Qiagen) in a GeneAmp® PCR 

System 9700 (Applied Biosystems, Foster City, CA). For all samples, 1.2 µl of modified DNA template was 

added to the PCR mixture in a total reaction volume of 15 µl. The complete PCR protocol outlined by the 

manufacturer was followed [8]. 

Pyrosequencing was performed following completion of the PCR reactions using a Pyromark® Q24 

pyrosequencer (Qiagen) following the protocols recommended by the manufacturer. Once the 

pyrosequencing was complete, the percent methylation was calculated automatically by the Pyromark® 

Q24 software and was displayed as a pyrogram [8].  

 

2.5. Validation studies 

We tested 15 samples of each cell type (blood, saliva and semen) to be used as controls. The 

pyrosequencing data generated for each marker was analyzed and compared to some samples in the 

validation studies performed to ensure they do not differ statistically. 

 

Species specificity 

Species specificity studies were performed with non-human DNA samples of dog, cat, mouse, 

chicken, cow, horse, pig, mouse, chimpanzee, orangutan, gorilla and a microbial pool (Escherichia coli, 
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Staphylococcus aureus, Enterococcus faecali and Pseudomonas aeruginosa). A human blood sample was 

used as positive control. 

 

Sensitivity studies 

According to the SWGDAM guidelines, it is important to evaluate the limits of DNA quantities to be 

used in the reaction in order to obtain reliable results. Madi et al [8] processed a saliva sample five separate 

times and, for each replicate, the concentration of DNA subjected to bisulfite modification was varied (385, 

100, 50, 10 and 5ng). The samples were amplified with the ZC3H12D PyroMark® CpG Assay. All replicates 

showed no significant differences in the methylation levels observed at each CpG site. Park et al [9] tested 

marker cg-06379435 and were able to obtain successful pyrosequencing results when using 500 to 10ng of 

premodified DNA. However, in the case of working with forensic samples, it is important to test the assay 

for its sensitivity limits and try to use the lowest amount of DNA as possible while maintaining the reliability 

in the results.  For this validation study we therefore decided to test the following concentrations: 10, 5 and 

1ng. Three distinct samples for each body fluid were processed for each DNA amount tested. 

 

Stability studies and case-type samples 

Forensic samples are often exposed to environmental and chemical insults, and may contain 

impurities which can act as PCR inhibitors. In this study, we simulated casework samples to evaluate the 

robustness and stability of the markers. 

To assess the effect of the inhibitors on PCR, we tested 2 different solutions: hematin (100 mM in 

0.1 N sodium hydroxide) and humic acid (1 mg/mL in water). From these stock solutions, we prepared 

subsequent dilutions in water in a final concentration of 0.08 mM (hematin) and 0.24 mg/mL (humic acid) 

[11]. Aliquots of 2µl of the inhibitors were added before or after bisultife conversion. For this study, we 

tested three distinct samples for each body fluid. 

To test the stability of the markers under degraded conditions, samples with genomic DNA extracts 

were heated in deionized water at 95°C for 10, 15, 20, and 25 min to simulate natural DNA fragmentation 

[11]. For this study, we tested three distinct samples for each body fluid. 

Also, DNA from the following simulated case-type samples was extracted and evaluated for all 

tested markers: 

i) 200µl of blood in 100% cotton fabric; 

ii) 200µl of semen in 100% cotton fabric; 

iii) Saliva swab of lid of a coffee drink. 
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Mixture studies 

 DNA mixtures were prepared in order to determine if there are differences in methylation values 

when multiple cell types are present in the same sample. DNA from blood, saliva and semen were tested in 

different ratios of mixtures: 

i) Blood + Saliva: ratios of 75% blood: 25% saliva – 50% blood: 50% saliva – 25% blood: 75% saliva 

ii) Blood + Semen: ratios of 75% blood: 25% semen – 50% blood: 50% semen – 25% blood: 75% semen 

iii) Saliva + Semen: ratios of 75% saliva: 25% semen – 50% saliva: 50% semen – 25% saliva: 75% semen 

iv) Blood + Saliva + Semen: ratios of 75% blood: 12.5% saliva: 12.5% semen – 50% blood: 25% saliva: 

25% semen – 75% saliva: 12.5% blood: 12.5% semen – 50% saliva: 25% blood: 25% semen – 75% 

semen: 12.5% blood: 12.5% saliva – 50% semen: 25% blood: 25% saliva 

Also, the sequencing of each sample by itself was included as a positive control. 

 

Reproducibility 

This study was performed by testing 24 samples (saliva n=8, blood n=8, semen n=8). The 

pyrosequencing data generated by our laboratory (Florida International University) and an independent 

laboratory (University of Southern Mississippi) was analyzed and compared to assess the reliability and the 

production of concordant results between different laboratories [12]. 

 

2.6. Data analysis 

The CpG sites were examined and, for each marker, the methylation values were averaged and 

listed for each cell type along with standard deviations. Using one-way ANOVA followed by Tukey's post 

hoc test., the methylation values were compared across CpG sites of each marker between controls and 

other samples to determine if they differed significantly. A t test was used to compare results obtained by 

the two different laboratories in the reproducibility study. A p-value of <0.05 was assumed as significant for 

all tests conducted. 

 

3. Results and Discussion 

 

3.1. Control samples 

A set of 15 samples of each cell type (blood, saliva and semen) were analyzed and methylation 

profiles of each loci were obtained to be used as controls. Table 2 presents the pyrosequencing data 

generated for each marker. 
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Table 2. Methylation profiles of the three markers investigated in this study. 

Marker Body fluid CpG (Mean % Methylation ± SD) 

ZC3H12D 

 CpG 1 CpG 2 CpG 3 CpG 4 CpG 5 

Semen 5.4±4.0 5.3±3.9 6.7±4.3 6.3±4.0 5.1±3.7 

Blood 94.0±1.6 94.1±2.7 100.0±0.0 97±7.9 85.9±3.5 

Saliva 81.5±4.1 78.0±4.5 98.8±2.1 79.2±4.9 82.3±3.4 

cg-06379435 

 CpG 1 CpG 2 CpG 3 CpG 4 CpG 5 

Semen 3.4±1.7 2.4±1.8 2.7±1.1 1.8±1.3 3.13±1.2 

Blood 23.8±7.8 21.8±6.7 33.2±7.4 30.4±8.2 49.1±12.2 

Saliva 8.7±7.0 2.6±1.4 6.0±3.9 3.5±2.6 7.7±4.7 

BCAS4 

 CpG1 CpG4 CpG5 CpG6 CpG7 

Semen 3.9±1.6 2.5±1.1 3.0±1.1 5.6±1.6 2.3±0.9 

Blood 6.1±1.4 3.2±2.8 2.7±1.3 6.4±1.9 2.4±1.6 

Saliva 63.6±7.1 27.5±5.6 16.3±4.5 44.5±6.7 11.5±2.7 

 

 

3.2. Species specificity 

Several non-human DNA samples were tested to assess the specificity of the markers. Non-human 

primate samples presented amplification of the targeted regions but not all showed pyrosequencing 

results. For marker cg-0679435, an error occurred as the surrounding reference sequence was not 

recognized in all primate samples tested. Also, the orangutan sample did not sequence for marker 

ZC3H12D. All other primate samples presented pyrograms similar to those obtained when testing a human 

sample. These results are expected since there is a close evolutionary relationship between these animals 

and humans [12]. In contrast, the other species used in this validation study, which are more evolutionarily 

distant to humans, failed to show peaks and presented a pyrogram similar to the negative control. The 

specificity results obtained here are sufficient to enable the application of these markers in forensic 

caseworks.  

 

3.3. Sensitivity studies 

The sensitivity was assessed to determine the minimum concentration of DNA with which accurate 

and reliable results could be obtained. For both markers BCAS4 and cg-06379435, we were able to obtain 

successful pyrosequencing results when using 10ng of premodified DNA. When the samples were amplified 

with the ZC3H12D PyroMark® CpG Assay, we obtained good results using 1ng of premodified DNA. We then 
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decided to lower the amount of input DNA to 0.1ng and still were able to maintain the quality in the 

methylation profiles obtained (Table 3). All low template samples were compared with the control samples 

and no significant differences were found.  

 

Table 3. Methylation profiles of the three investigated loci when using low amounts of premodified DNA. 

Marker Samples CpG (Mean % Methylation + SD) 

ZC3H12D  

(semen marker)  CpG 1 CpG 2 CpG 3 CpG 4 CpG 5 

 Semen control samplesa 5.4+4.0 5.3+3.9 6.7+4.3 6.3+4.0 5.1+3.7 

 Semen samples (DNA input=0.1ng) 4.7+4.0 4.7+3.8 4.3+3.5 3.7+2.1 3.0+4.4 

cg-06379435   CpG 1 CpG 2 CpG 3 CpG 4 CpG 5 

(blood marker) Blood control samplesa 23.8+7.8 21.8+6.7 33.2+7.4 30.4+8.2 49.1+12.2 

  Blood samples (DNA input=10ng) 23+8.7 22.3+10.1 26.3+8.3 23+9.5 36.3+7.5 

BCAS4  CpG1 CpG4 CpG5 CpG6 CpG7 

(saliva marker) Saliva control samplesa 63.6+7.1 27.5+5.6 16.3+4.5 44.5+6.7 11.5+2.7 

  Saliva samples (DNA input=10ng) 65.7+6.0 29.3+4.9 16.0+1.0 44.0+9.5 10.3+6.5 
aDNA input of control samples ranged from 100 to 500ng. 

 

For most of the tested samples, the amplification with the markers BCAS4 and cg-06379435 was a 

success, and we were able to see bands with the correct size on a 2% agarose gel. However, after 

performing pyrosequencing, the percent methylation of samples with DNA inputs lower than 10 ng differed 

from the values presented by the control samples. When working with bisulfite-treated DNA, this so-called 

PCR-bias is often observed in the amplification step. When using low concentrations of DNA, a more 

efficient amplification can occur with unmethylated alleles when compared to those which are methylated. 

Alternatively, in some cases, an inverse bias can occur with a deviation toward the methylated alleles [13]. 

With regard to the samples amplified with the ZC3H12D marker, it was possible to keep the consistency in 

the results even when using low DNA templates. According to Moskalev et al [12] the primer design of 

some markers may lead to a more unbiased amplification of bisulfite-treated DNA. However we cannot 

prove this assumption for the ZC3H12D PyroMark® CpG assay, since its sequence is proprietary and not 

provided by the manufacturer of the assay (Qiagen, CA). 

 

3.4. Stability study and case-type samples 

When dealing with forensic casework samples, it is common to encounter degraded and 

contaminated samples. Therefore, we have investigated the effects of PCR inhibitors on the methylation 

levels. The final inhibitors concentrations tested were: hematin (0.08 mM) and humic acid (0.24 mg/mL). 
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We could observe that when these inhibitors were added prior to bisulfite modification, all samples were 

amplified and there was no significant difference between the methylation values of the control and the 

other tested samples (Figure 1). However, when inhibitors were added after bisulfite modification, the 

amplification process failed and the pyrosequencing results were similar to those obtained when testing a 

no template control (water). According to the data provided by the manufacturer (Qiagen, CA), the bisulfite 

modification kit provides complete bisulfite conversion as well as cleanup of the modified DNA for 

subsequent methylation analysis. The cleanup step is likely the reason that PCR inhibitors had no 

discernable effect on the PCR amplification that followed bisulfite modification. 
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Figure 1. Mean methylation levels of samples in which PCR inhibitors were added before bisulfite 

modification. There were no significance differences between the control and the tested samples. A) 

Marker ZC3H12D: saliva samples. B) Marker ZC3H12D: blood samples. C) Marker ZC3H12D: semen samples. 

D) Marker cg-06379435: saliva samples. E) Marker cg-06379435: blood samples. F) Marker cg-06379435: 

semen samples. G) Marker BCAS4: saliva samples. H) Marker BCAS4: blood samples. I) Marker BCAS4: 

semen samples. 

 

When testing the stability of the markers under degraded conditions, we noticed that all primers 

were still able to amplify the target sequence. There were no significant differences in the methylation 

values for the degraded samples versus intact DNA (positive control) (Figure 2). 

 

 

Figure 2. Mean methylation levels of samples degraded by heat with different time points. There were no 

significance differences between the control and the degraded samples. A) Marker ZC3H12D: saliva 

samples. B) Marker ZC3H12D: blood samples. C) Marker ZC3H12D: semen samples. D) Marker cg-06379435: 
 

34 
 



 

saliva samples. E) Marker cg-06379435: blood samples. F) Marker cg-06379435: semen samples. G) Marker 

BCAS4: saliva samples. H) Marker BCAS4: blood samples. I) Marker BCAS4: semen samples. 

 

Also, all three simulated case-type samples were successfully modified, amplified and 

pyrosequenced. Table 4 presents the pyrosequencing data obtained for each tested sample.   

 

Table 4. Methylation levels of simulated case-type samples. 

Marker Samples CpG (% Methylation) 
ZC3H12D  CpG 1 CpG 2 CpG 3 CpG 4 CpG 5 
 200µl of semen in 100% cotton fabric 15 10 16 14 13 
 200ul of blood in 100% cotton fabric 93 96 100 99 85 
 Saliva swab of lid of a coffee drink 72 73 100 79 85 
cg-06379435   CpG 1 CpG 2 CpG 3 CpG 4 CpG 5 
 200µl of semen in 100% cotton fabric 10 7 9 5 15 
 200µl of blood in 100% cotton fabric 23 20 36 33 49 
  Saliva swab of lid of a coffee drink 5 6 10 7 17 
BCAS4  CpG1 CpG4 CpG5 CpG6 CpG7 
 200µl of semen in 100% cotton fabric 5 5 5 11 3 
 200µl of blood in 100% cotton fabric 6 7 6 7 6 
  Saliva swab of lid of a coffee drink 50 19 17 70 24 
 

 

3.5. Mixtures 

Determining the presence of a mixture is considered a difficult task, even in a case of human 

identification using short tandem repeats. To determine which body fluids are present in a mixture 

containing multiple tissue sources is even more arduous. In this study, we prepared different ratios of DNA 

mixtures to analyze if there were differences in the methylation values when multiple cell types are present 

in the same sample. 

For all markers, regardless of whether a mix of two or three body fluids are present (semen, blood 

and saliva) in one sample, it is possible to recognize that a mixture is present. The methylation levels for 

mixtures show intermediate percentages when compared to pure samples (Figure 3). 
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Figure 3. Mean methylation levels of different ratios of DNA mixtures. A) Marker ZC3H12D: semen + blood+ 

saliva. B) Marker ZC3H12D: semen + blood. C) Marker ZC3H12D: semen + saliva. D) Marker cg-06379435: 

blood + saliva+ semen. E) Marker cg-06379435: blood + saliva. F) Marker cg-06379435: blood + semen. G) 

Marker BCAS4: saliva + blood+ semen. H) Marker BCAS4: saliva + blood. I) Marker BCAS4: saliva + semen. 
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3.6. Reproducibility 

 This concordance study was performed in two independent laboratories by operators with different 

experience levels. No significant difference was found when we compared the methylation values for each 

CpG site obtained by both laboratories (t test, p>0.05) (Figure4). 

 

 
Figure 4. Comparison between pyrosequencing data generated by two independent laboratories: 

Laboratory 1 (Florida International University) and Laboratory 2 (University of Southern Mississippi). A) 

Methylation data of marker BCAS4 (saliva samples n=8). B) Methylation data of marker cg-06379435 (blood 

samples n=8). C) Methylation data of marker ZC3H12D (semen samples n=8). 

 

 

4. Conclusion 

Epigenetic markers have a promising application in forensic casework and the ability to identify the 

biological sample using DNA is a powerful tool. Body fluids recovered from crime scenes can provide crucial 

information for an investigation. Overall, the validation studies presented here demonstrate robustness 

and reliability of the tested markers and how important it is to know the limitations of this new assay for 

forensic analysis. Forensic markers for the identification of cell type will provide the community with new 

and improved methods to interpret the crime scene. 
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CAPÍTULO 4 – CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O campo da epigenética vem crescendo cada vez mais e as novas pesquisas mostram a sua ampla 

aplicação nas mais diversas áreas. Na ciência forense, a epigenética e o desenvolvimento de marcadores de 

metilação de DNA ganharam força e tem havido cada vez mais um grande esforço por parte dos 

pesquisadores para encontrar novos biomarcadores que sejam mais robustos e mais precisos, auxiliando 

assim no processo de investigação forense. 

A predição de idade é muito importante na área forense, seja para auxiliar na busca de 

suspeito/vítima, seja para ajudar na identificação de restos mortais em desastres em massa, ou em outros 

tipos de situações. Entretanto, até pouco tempo atrás, estimar a idade de um indivíduo dependia de 

processos invasivos, laboriosos e até mesmo pouco precisos. Com a descoberta da associação entre idade e 

padrões de metilação de DNA, foi então possível investigar e desenvolver mascadores moleculares que 

permitem uma análise mais precisa, sensível e confiável, além de facilitar no trabalho do pesquisador já 

que usa a mesma molécula de DNA atualmente empregada nos testes de identificação humana. O mesmo 

acontece com a análise de fluidos biológicos encontrados na cena de crime. Atualmente, a análise desses 

fluidos é baseada em ensaios enzimáticos, com pouca especificidade, e que muitas vezes necessitam de 

uma grande quantidade de amostra, o que na maioria dos casos não é a realidade forense. 

Os resultados aqui apresentados mostram a versatilidade dos novos marcadores epigenéticos, 

através de estudos de idade, sensibilidade, especificidade, estabilidade e de resolução de misturas. Além de 

mostrar a importância desse tipo de trabalho e a necessidade de que novos estudos continuem sendo 

feitos para que novos marcadores epigenéticos sejam desenvolvidos. Estes novos marcadores demonstram 

ter uma aplicação promissora nas análises de casos forenses. Os fluidos biológicos recuperados a partir de 

cenas de crime são considerados um dos mais importantes tipos de provas, fornecendo informações 

cruciais para conectar provas e crime. O desenvolvimento de marcadores epigenéticos para a identificação 

do tipo de célula irá proporcionar aos investigadores uma ferramente de análise mais aprimorada e 

confiável. Além disso, a capacidade de estimar a idade do doador da amostra biológica com base no DNA 

mostra-se como um método importante e de grande auxílio para a investigação forense. 

O presente estudo tráz contribuições nesta linha de investigação, asquais estimulam e 

fundamentam a inclusão de uma nova tecnologia na rotina dos laboratórios de genética forense.  
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