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RESUMO

CORREA, HSD. Cemento dentario como fonte de DNA na identificacdo humana
forense. 2015. 45f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Odontoldgicas Integradas)
Programa de PoOs Graduacéo, Universidade de Cuiaba — UNIC, Cuiaba.

Quando nédo é possivel estabelecer a inequivoca identidade de um corpo humano
encontrado, métodos cientificos de identificacio humana sdo empregados.
Geralmente inicia-se pela analise papiloscépica. Caso esta ndo seja possivel,
realiza-se a andlise por odontologia-legal. Se as andlises anteriores ndo forem
suficientes para estabelecer a identidade, realiza-se a andlise de DNA, por ser este
um exame mais caro e demorado. O objetivo deste estudo foi estabelecer um
protocolo alternativo de extracdo de DNA, a partir de dentes, que possui 0 cemento
como alvo, visando contribuir na resolugdo de casos de identificagdo humana
forense. Neste estudo foi realizada a analise genética de 20 (vinte) dentes coletados
de 20 (vinte) corpos humanos nao identificados a partir da amostragem de uma
regido especifica do dente (centimetro final do apice radicular) ap6és a
desmineralizacdo do espécime. Esta amostra foi utilizada na extracdo de DNA
através do método organico seguido de concentracdo e purificacdo em membrana
microcon, foi realizada a amplificacdo de microssatélites (STRs) autossémicos por
PCR utilizando-se de kits comerciais e foi feita a andlise de fragmentos de DNA por
eletroforese capilar. Apos as analises realizadas, foram obtidos perfis genéticos
completos para 95% dos individuos (19 de 20), enquanto 5% apresentou perfil
genético incompleto (1 de 20). Os resultados obtidos no presente estudo mostram
gue o protocolo alternativo ora apresentado é capaz de extrair DNA em quantidade e
qualidade suficientes para a producdo de um perfil genético em casos de
identificagdo humana forense com uma taxa de sucesso de 95% para perfis

genéticos completos.

Palavras-chave: ciéncias forenses; dentes; cemento; extragdo de DNA;
identificacdo humana.
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ABSTRACT

CORREA, HSD. Tooth cementum as a DNA source in forensic human
identification. 2015. 45f. Dissertation (Master of Integrated Dental Sciences)
Graduate Program, University of Cuiaba - UNIC, Cuiaba.

When it is not possible to establish the positive identity of an encountered human
body, scientific methods for human identification are employed. Fingerprint analysis
is usually the first choice. In case this analysis is not possible, forensic odontology
analyses are made. If the before mentioned analyses are not enough for positive
identification, DNA analysis is carried out, since it is more expensive and takes
longer. The objective of this study was to validate an alternative protocol for DNA
extraction from teeth that has cementum as a target, looking to contribute to the
resolution of forensic human identification cases. In this study, 20 (twenty) teeth from
20 (twenty) unidentified human bodies were analyzed through the sampling of a
specific region of the tooth (final centimeter of the root apex) after the
demineralization of the specimen. This sample was used for DNA extraction through
the organic method followed by concentration and purification on microcon
membranes. Autosomal microsatellite (STR) amplification was accomplished by PCR
with the use of comercial kits and DNA fragment analysis was performed by capillary
electrophoresis. After the analyses were performed, full genetic profiles were
obtained from 95% of the individuals (19 out of 20), while 5% showed an incomplete
genetic profile (1 out of 20). The results obtained in the present study show that the
alternative protocol here presented is capable of extracting DNA in sufficient quantity
and quality for the production of a genetic profile in forensic human identification

cases at a success rate of 95% for full genetic profiles.

Key words: forensic sciences; teeth; cementum; DNA extraction; human
identification.
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1 INTRODUCAO

Quando corpos humanos sao encontrados sem vida, a causa da morte pode
ser natural, acidental, proposital (suicidio) ou devido a acdes de outras pessoas
(homicidio). Em uma pequena proporcao desses casos, a identidade do individuo
pode ser desconhecida (APPS et al., p. 8).

A identificagcdo forense de vitimas € essencial por razdes humanitarias, bem
como em investigacdes civis e criminais. A identificacdo de um cadaver pode ser
baseada em analises odontologicas, impressdes digitais e/ou analise do DNA
(RAIMANN et al., 2012). De acordo com a INTERPOL, os métodos primarios e mais
confidveis de identificacdo humana sdo: analise de cristas de friccdo (como
impressoes digitais), odontologia legal comparativa e andlise de DNA (INTERPOL, p.
18).

No entanto, a identificacdo humana pode ser dificil quando o cadaver é
antigo, se encontra completamente destruido, em putrefacdo, esqueletizacao,
carbonizacdo ou vitima de afogamento. Nestes casos, os elementos usados na
analise datiloscopica e odontologica podem se modificar devido a degradacéo,
limitando as possibilidades de um resultado conclusivo. Tendo em vista esse
cenario, especialistas forenses se voltam a analise do DNA (RAIMANN et al., 2012).

A recuperacdo de DNA a partir de tecido muscular € mais simples e
conveniente do que a de ossos (PHENGON et al.,, 2008). Entretanto, em casos
forenses de identificacdo humana, frequentemente os Unicos tecidos viaveis para
analise de DNA sao os tecidos mineralizados: 0ssos e dentes, tendo em vista que 0s
tecidos moles se decompdem muito mais rapidamente (HIGGINS et al., 2013).

Ossos e dentes, embora semelhantes na aparéncia, possuem morfologia e
bioquimica completamente diferentes (DOBBERSTEIN et al., 2008). No entanto, os
protocolos de extracdo de DNA forense a partir dessas amostras € o mesmo. Este
protocolo envolve dois passos principais: pulverizacdo da amostra de dente ou 0SS0
em nitrogénio liquido e desmineralizacdo em solugdo contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (ROMEIKA & YAN, 2013).

Nesse sentido, € necessario o estabelecimento de protocolos de extracdo de
DNA especificos para dentes ou para o tecido dentario mais rico em DNA ao invés
de espelhar os protocolos para tecido ésseo. Busca-se, com isso, minimizar o

processamento de tecidos muito mineralizados e pobres em DNA (esmalte e

2



dentina) e a coextracdo de substancias inibidoras da reacdo de PCR (reacdo em
cadeia da polimerase), como célcio e colageno (HIGGINS & AUSTIN, 2013;
HIGGINS et al., 2013).

O objetivo do presente estudo foi realizar analises genéticas em dentes
coletados de cadaveres humanos néo identificados com o intuito de se validar uma
metodologia alternativa de extracdo de DNA, especifica para dentes, baseada na

desmineralizacdo de todo o espécime.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 IDENTIFICACAO HUMANA

O fim do conflito na antiga lugoslavia entre 1992 e 1995 foi marcado pela
estimativa de 40 mil individuos desaparecidos. Para buscar uma solugdo ao
problema dos individuos desaparecidos, a Comissao Internacional de Pessoas
Desaparecidas (ICMP) foi criada em 1996 logo apés a reunido do G-7 em Lyon, na
Franca (MILOS et al., 2007). No mesmo sentido, nos Estados Unidos h& milhares de
remanescentes esqueletizados néo identificados integrando casos pendentes de
pessoas desaparecidas (NELSON & MELTON, 2007).

A identificacdo de remanescentes humanos pode ter importantes ramificacfes
éticas, legais, sociais e politicas. Quando a morte se deve a atos de guerra,
opressao politica ou homicidio, a identificacdo de vitimas pode tanto estabelecer a
culpabilidade dos responsaveis e fornecer aos sobreviventes, informacdes a respeito
de seus familiares (GINTHER et al., 1992).

Devido a dindmica social das sociedades modernas, sempre ha familias
procurando por pessoas desaparecidas. Além disso, ndo € raro o recebimento de
cadaveres ndo identificados e remanescentes humanos nos Institutos de Medicina
Legal IWAMURA et al., 2004).

A necessidade de identificacdo humana se da por varios motivos. Alguns séao
relacionados ao direito civil, como: a necessidade de emissado da declaracdo de
Obito, o direito familiar a sucessdo dos bens, o direito de propositura de acdes
judiciais por danos sofridos, além do direito ao recebimento de beneficios (pensoes,
peculios etc...). Com a morte, extinguem-se o poder familiar, o vinculo conjugal, os
contratos personalissimos, o usufruto entre outros (JOBIM, 2006, p. 106-107).

Os motivos socioldgicos para se proceder a identificacdo de um individuo sao:
o inquestionavel direito a identidade, comum a todos os seres humanos, mesmo
apos a morte, conforme a Declaracdo universal dos Direitos do Homem (JOBIM,
2006, p. 107).

Na esfera criminal, a necessidade de identificacdo humana vem do auxilio as
investigagcOes criminais. Aquele que investiga precisa primeiro responder quem € a

vitima para depois responder quem € o autor (JOBIM, 2006, p. 106).



A andlise de remanescentes humanos pode ser muito informativa no
estabelecimento da identidade. Historicamente, remanescentes humanos eram
comparados a registros odontolégicos ou radiografias. H4 algumas décadas atras,
guando um corpo era encontrado em um determinado nivel de decomposicdo em
que as estruturas faciais estavam destruidas, os remanescentes se encontravam
muito fragmentados, registros antemortem ndo existiam ou ndo eram informativos
(por exemplo: ndo existiam impressdes digitais, registros odontolégicos ndo eram
informativos ou comparacbes radiologicas eram indteis), provavelmente a
confirmacéo da identidade ndo era possivel (GINTHER et al., 1992; HOCHMEISTER
et al., 1991).

Vérias técnicas forenses sdo usadas hoje em dia para se identificar um
cadaver humano, dependendo das circunstancias e estado dos remanescentes
encontrados. Dos métodos de identificacdo mais comuns, a comparacao de digitais
e de arcadas dentarias de corpos humanos depende obrigatoriamente de registros
prévios, anteriores a morte (antemortem), que possam ser comparados com 0S
achados no corpo (dados postmortem). Uma das vantagens dos exames de DNA é
gue estes ndo dependem de dados antemortem oriundos da vitima (ALONSO et al.,
2001).

2.2 ODONTOLOGIA FORENSE

A odontologia forense pode ser definida como o ramo especializado da
odontologia que aplica seu conhecimento a resolucdo de casos criminais. As
principais areas da odontologia forense séo: determinacdo do sexo e estimativa da
idade de um individuo, queiloscopia e palatoscopia, analise de marcas de mordidas
e identificagdo humana (RAI & KAUR, 2013, p.1).

Tradicionalmente, na odontologia forense aplicada a identificacdo humana,
sdo feitas comparacBes entre registros odontol6gicos postmortem e antemortem
(presenca de preenchimentos, tratamentos endodonticos, coroas ou pontes, estudos
radiolégicos para verificar os achados clinicos, a presenca de mal oclusdes ou
fraturas dentarias, entre outros) para determinar se 0s registros correspondem ao

mesmo individuo. Estas técnicas sdo menos utilizadas hoje em dia devido ao



aumento da eficiéncia e disponibilidade de técnicas de biologia molecular (ATA-ALI
& ATA-ALI, 2014).

A identificacdo odontolégica pode ocorrer de duas formas principais. Primeiro,
0 exame realizado mais frequentemente é a identificacdo comparativa, utilizada para
estabelecer que os remanescentes de um corpo humano e a pessoa representada
por registros odontoldgicos antemortem sdo o0 mesmo individuo (PRETTY & SWEET,
2001). Segundo, nos casos em que registros antemortem ndo estdo disponiveis e
nao existem pistas relacionadas a possivel identidade, o odonto-legista completa um
perfil odontoldgico sugerindo caracteristicas do individuo capazes de afunilar as
pesquisas dos registros antemortem (SWEET & DIZINNO, 1996 In PRETTY &
SWEET, 2001).

2.3 ANALISE DE DNA

A andlise odontolégica forense é uma abordagem necesséria para a
identificacdo individual em situacfes como remanescentes esqueletizados, corpos
carbonizados ou vitimas de desastres em massa. Uma vez que o tecido duro do
dente fisicamente protege a polpa, que € um tecido de alta densidade celular, os
dentes fornecem uma fonte de DNA adequada ao propésito de identificacdo humana
forense. Anteriormente a tipagem genética, a identificacdo odontolégica individual
geralmente ocorria através de comparacdo da denticdo da vitima com registros
antemortem. A identificacao fisica possui a limitacdo de que 0s registros antemortem
nem sempre estdo disponiveis (GARCIA et al., 1996).

A analise genética tem sido frequentemente empregada pela comunidade
forense, com sucesso, ha quase 30 anos, sendo o padrdo ouro em identificacédo
humana. Este tipo de analise auxilia na identificacdo de individuos e tem se tornado
uma ferramenta indispensavel na investigacao criminal, identificacdo de vitimas de
desastres em massa e testes de paternidade (IP et al., 2014; THOMPSON et al.,
2012 In CAPUTO et al., 2013).

A andlise do DNA usando a técnica de PCR é uma ferramenta que permite a
identificacdo de pessoas desaparecidas, o que ndo era possivel antes de 1980.
Desde entéo, o advento de tecnologias cada vez mais sofisticadas permitiu a analise
de poucas copias de DNA nuclear e DNA mitocondrial (EDSON et al., 2004).



De um modo em geral, 0os passos envolvidos na rotina de um laboratorio de
DNA forense podem ser separados em pré-laboratério, laboratério e pos-laboratério.
A fase pré-laboratério envolve a avaliagdo do caso. A fase de laboratério inclui a
extracdo de DNA, quantificacdo de DNA, amplificacdo do DNA, eletroforese capilar e
tipagem genética. A interpretacdo dos resultados, inser¢cdo de perfis genéticos em
bancos informatizados e a elaboracéo do laudo pericial sdo consideradas etapas
pos-laboratério (ROMEIKA & YAN, 2013).

2.4 FUNDAMENTOS DA ANALISE DE DNA
2.4.1 O DNA

O DNA gendmico € encontrado no nucleo de cada célula do corpo humano
(exceto globulos vermelhos do sangue entre outros) e representa a principal fonte de
DNA na maioria das aplicacbes forenses. Além do DNA gendmico, as células
contém DNA mitocondrial (mtDNA). A principal vantagem do mtDNA é que existem
muitas cépias dele em cada célula, devido ao grande numero de mitocéndrias
presentes na maioria das células. Dessa forma, em casos em que o DNA genémico
encontra-se muito degradado, o mtDNA pode estar presente em quantidade
suficiente. A desvantagem é que o mtDNA possui padrao de heranca materno, da
mae para todos seus filhos e filhas. Isso significa que, com excecédo de mutagdes, as
sequéncias de mtDNA analisadas serdo idénticas entre irmaos e seus familiares
maternos (PRETTY & SWEET, 2001).

mtDNA é uma ferramenta poderosa em casos de pessoas desaparecidas
devido a sua persisténcia em material esqueletizado por séculos, talvez milénios.
Uma Uunica amostra de referéncia materna € tudo o que € necessario para
comparacao com remanescentes esqueletizados. Os familiares maternos elegiveis
podem ser préximos ou distantes na arvore familiar do individuo desaparecido
(NELSON & MELTON, 2007).

2.4.2 MARCADORES GENETICOS

O acido desoxirribonucleico (DNA) é um codigo quimico encontrado em todas
as células do corpo de um individuo. Embora aproximadamente 99,9% desta
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sequéncia de cddigos seja idéntica para todos os seres humanos, 0s cientistas
forenses estdo apenas interessados em estudar o 0,1% restante do codigo genético
gue € unico de cada individuo. O método atual de escolha para analise de DNA
forense é a andlise de marcadores chamados de short tandem repeats (STRs). Este
método possui inUmeras vantagens, no entanto, ndo funciona bem com amostras
em que o DNA se encontra muito degradado (ROMEIKA & YAN, 2013).

Um marcador STR possui pequenas sequéncias (2 a 6 pares de bases) que
se repetem, uma ao lado da outra, varias vezes. O tamanho total de um marcador
STR gira em torno de 100 a 400 pares de bases (BUTLER, 2005).

2.5 ANALISE GENETICA EM AMOSTRAS POS-MORTE

ApoOs a morte, tem inicio uma complexa série de processos bioquimicos e
patoldgicos que resultam em uma consideravel alteracdo da estrutura e composi¢cao
do corpo humano (ZHOU & BYARD, 2011). A degradacdo do DNA em amostras
bioldgicas se inicia rapidamente apds a morte com a fragmentacdo do DNA causada
por atividade de nucleases enddgenas e ataque hidrolitico (ALAEDDINJ et al., 2010
in NAZIR et al., 2011). Conforme a autdlise progride, todas as organelas celulares e
DNA nuclear se degradam em suas partes constituintes menores (BOY et al., 2003).

Baixa umidade, baixa temperatura e auséncia de microorganismos favorecem
a preservacdo do DNA. Condicbes ambientais favoraveis como essas podem
desacelerar os danos quimicos e fisicos, permitindo a deteccdo e analises de todos
os tipos de DNA apés milhares de anos (IWAMURA et al., 2004).

No entanto, a identificacdo genética pode ser complicada devido a longos
intervalos de tempo entre o momento da morte e a realizacdo dos exames. A
decomposicdo ou destruicdo dos tecidos moles pode fazer com que reste apenas
0sso0s e dentes para analise (GINTHER et al., 1992).

Enquanto estudos mostram que o DNA persiste em remanescentes antigos, a
analise genética de o0ssos e dentes arqueolégicos é mais viavel que a de
remanescentes de tecido mole, ja que os tecidos duros sdo muito mais abundantes
e geralmente melhor preservados (HAGELBERG & CLEGG, 1991).

Ha mais de duas décadas atras, sangue e tecido mole eram as fontes
primérias de DNA para identificagdo genética (GINTHER et al., 1992). Porém, o DNA



pode se degradar rapidamente no sangue e tecido mole de cadaveres, mesmo em
periodos postmortem curtos. O 0sso, por outro lado, é um tecido mais estavel e, por
vezes, a unica evidéncia fisica remanescente de um corpo humano.
(HOCHMEISTER et al., 1991).

Apenas certas areas de remanescentes esqueletizados pré-histéricos podem
ser utilizados com sucesso na extragdo de DNA. Os 0ssos consistem de tecido
esponjoso e tecido compacto. O tecido 6ésseo compacto é constituido de uma
estrutura densa que quando preservada sob condicbes favoraveis contém
substancias organicas suficientes das quais pode-se extrair o DNA (SCHOLZ &
PUSCH, 1997).

Nas areas da pesquisa antropoldgica e forense, é possivel a obtencao de
DNA a partir de qualquer tecido. No entanto, os dentes oferecem uma boa fonte de
DNA para a identificagdo de remanescentes esqueletizados. Estas amostras
biolégicas sao escolhidas devido a sua alta resisténcia a acao externa de agentes
fisicos e quimicos, motivo pelo qual sdo mais bem preservados em relacdo a outros
tecidos. Os tecidos duros da denticdo humana sdo capazes de resistir a degradacéo
e decomposicdo, mesmo muito tempo apos a perda dos outros tecidos (GUPTA et
al., 2014; GARCIA et al., 1996).

Devido a resisténcia dos tecidos duros dos dentes as a¢des ambientais como
incineracdo, imersdo, trauma ou decomposicdo, o tecido pulpar é uma fonte
excelente de DNA, importante para identificacdo humana através de marcadores
genéticos polimorficos (POTSCH et al.,, 1992; ATA-ALI & ATA-ALI, 2014). No
entanto, a polpa dentéria, sendo um tecido conjuntivo altamente vascularizado, é a
primeira parte do dente a ser degradada (CORTE-REAL et al., 2012).

2.6 OS DIFERENTES TECIDOS DENTARIOS COMO FONTE DNA

Os dentes sdo uma fonte excepcional de DNA, por vezes a Unica fonte viavel.
Em um dente, o DNA existe tanto em células que compdem a polpa dentaria
(fibroblastos, macréfagos, linfécitos entre outros) como naquelas presentes no
cemento e na dentina (cementoblastos e odontoblastos). Este dltimo conjunto de

células é envolto por uma matriz mineralizada, que constitui um elemento protetivo
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contra qualquer degradacdo ambiental, favorecendo uma melhor preservacdo do
DNA (HERVELLA et al., 2015).

Até mesmo dentes historicos, como espécimes de museu, podem ser uma
boa fonte de DNA mesmo ap0s serem autoclavados e armazenados a temperatura
ambiente (WANDELER et al., 2003).

Através da recente histéria da genética forense, faz-se uma revisédo acerca do
conhecimento cientifico no que diz respeito a utilizacdo dos diferentes tecidos
dentarios como fontes de DNA na identificacdo humana.

WOODWARD et al. (1994) comecavam a assumir, em seu estudo, que a
polpa/interior do dente seria a regido mais rica em DNA preservado. O autor sugere
gue dentes ndo possuem os inibidores comumente presentes no tecido mole.

SIVAGAMI et al. (2000) dizem que no tecido mineralizado do dente o DNA
esta presente apenas em quantidades muito pequenas e que 0s métodos para
recuperar este DNA néo foram eficientes ou de bom custo-beneficio.

Em 2001, ALONSO et al. comecam a inferir que a qualidade do DNA extraido
de dentes é geralmente superior do que o de 0sso0s.

Em um estudo muito interessante, GAYTMENN & SWEET (2003)
seccionaram transversalmente 250 dentes em 4 pedacos (apice da coroa, corpo da
coroa, corpo da raiz e pice da raiz) com o intuito de se identificar a regido que
possuia mais DNA preservado. Os autores concluiram que ha DNA em quantidade e
qualidade suficientes no corpo da raiz, apice da raiz e corpo da coroa para a
identificagdo humana. No entanto, os dentes utilizados no estudo foram extraidos de
voluntarios e congelados, ndo sdo amostras forenses, bem como néo era objetivo do
estudo informar qual tecido dentario contribuiu como fonte de DNA.

Em seu estudo, HERNANDEZ et al. (2003) concluem que, jA& que a
quantidade de DNA de dentes integros e fraturados € a mesma, a dentina é a maior
fonte de DNA e néo a polpa, em dentes antigos, ndo havendo meng¢ao ao cemento.

Em 2003, MALAVER & YUNIS seccionaram e pulpectomizaram dentes de
corpos nao identificados para processar a polpa, a dentina e 0 cemento
separadamente. Os autores afirmam que até entdo, o cemento ndo havia sido
testado como fonte de DNA. A polpa deu os sinais mais fortes de quantificacdo de
DNA, e os sinais da dentina e cemento foram similares. Os pesquisadores acreditam
gue as células do ligamento periodontal que permaneceram aderidas ao cemento

foram responsaveis pela quantidade similar de DNA a dentina. Os mesmos dizem
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também que odontoblastos e cementoblastos presos a matriz mineralizada estao
protegidos e se tornam fontes de DNA preservado. Apenas DNA mitocondrial foi
analisado.

WILLIAMS et al. (2004) estudaram o efeito da exposicdo de dentes deciduos
a incineracao de 100 a 500°C por 15 minutos no DNA das amostras. Diz que a polpa
do dente contém uma rica fonte de DNA possivel de analise genética, mas que a
mesma pode representar a Unica fonte de DNA util ao cientista forense.

SAMPIETRO et al. (2006) analisaram dentes do periodo neolitico que ainda
se encontravam incrustados no 0sso alveolar de corpos nao identificados. Apenas a
raiz dos dentes foi pulverizada e foi obtida sequéncia completa para a regido HVR1
do DNA mitocondrial em 15 amostras. Em outras 6 amostras foi obtido sequéncia
parcial e em 2 amostras néao foi obtida sequéncia.

Num estudo feito por CORTE-REAL et al. (2008) foi analisado o sucesso na
extracdo de DNA a partir de dentes submetidos a tratamento endoddntico em que o
tecido da polpa e a camada interna da dentina foram removidos e substituidos por
termoplastico e cemento. Os dentes foram seccionados longitudinalmente com disco
de diamante, o preenchimento endodontico foi removido e o tecido duro restante
pulverizado em moinho criogénico.

No estudo acima, das dez amostras analisadas, oito produziram perfil STR
completo e as outras duas, perfil de DNA mitocondrial. Todas foram compativeis
com as amostras de referéncia dos doadores. Os autores dizem que inicialmente se
pensava que apenas a polpa pudesse ser utilizada como fonte de DNA em dentes, e
esperavam obter apenas perfil de DNA mitocondrial neste estudo. O autor atribui 0s
perfis genéticos autossdmicos obtidos ao deslocamento dos odontoblastos na
dentina para o interior dos tubulos dentinarios devido as fortes pressées hidraulicas
durante o processo de tratamento endoddntico. Ndo ha mengéo ao cemento.

Em um pertinente artigo de revisdo, HIGGINS & AUSTIN (2013) recomendam
a amostragem de dentes molares, pré-molares e incisivos, nesta ordem, para
utilizacdo em identificacdo humana por analise genética. Os autores consideram que
guanto mais canais radiculares presentes no dente, mais DNA € obtido (3, 2 ou 1
canal). Os pesquisadores dizem ser necessario o estabelecimento de protocolos
especificos para cada tecido dentério, ou para o(s) tecido(s) mais ricos em DNA.

Em um recente estudo, HIGGINS et al. (2013) analisaram molares extraidos

de voluntarios, ndo expostos a condicbes tafondmicas. O cemento foi amostrado
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seletivamente com uso de bisturi, através de raspagem do dente néo
desmineralizado, e foi obtido perfil genético nuclear completo para todas as
amostras. Os autores dizem que os tecidos mineralizados do dente ndo haviam sido,
de nenhuma forma, alvo de amostragem seletiva para obtencdo de DNA nuclear em
estudos anteriores.

ATA-ALI & ATA-ALI (2014) afirmam que, em muitos casos, 0 dente pode ter
sido obturado endodonticamente ou pode nao ter tecido pulpar. O dente também
pode ter sido contaminado por microrganismos ou por DNA ndo humano. Nesses
casos a dentina e o cemento séo usados na extragéo de DNA.

HERVELLA et al. (2015) dizem que cementoblastos e odontoblastos presos a
matriz mineral sdo uma melhor fonte de DNA preservado que células no tecido mole

da polpa.

2.6.1 ESMALTE

O esmalte do dente é o tecido mais duro do corpo humano, e os dentes
permanecem por um longo periodo apos a morte. A matriz externa mineral do
esmalte dentério é particularmente resistente & degradacdo ambiental (GINTHER et
al., 1992; MURAKAMI et al., 2000).

O esmalte do dente tem origem ectodérmica e € o tecido mais mineralizado
do corpo humano. Sua composicdo € de 96% do peso composto de material
inorganico e 4%, material organico e agua. Além disso, € uma estrutura acelular,
avascular e sem nervos (CORTE-REAL et al.,, 2006; GUTIERREZ-SALAZAR &
REYES-GASGA, 2003).

2.6.2 DENTINA

O dente, essencialmente a dentina, € uma fonte de muito valor para a
identificacdo de um individuo em casos forenses. Os odontoblastos maduros estéo
alinhados formando uma Unica camada de células colunares, com processos
odontoblasticos direcionados ao exterior (dentina) e o corpo celular de frente ao
interior (polpa). Os processos odontoblasticos na dentina sdo parcialmente

preservados das agressdes do ambiente (CORTE-REAL et al., 2006).
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A dentina pode ser usada como excelente fonte de DNA mitocondrial em
casos forenses onde corpos em decomposicdo, esqueletizados ou dentes isolados
precisam ser identificados, sendo que na dentina 0 componente inorganico (mineral)
chega a 70% do peso do tecido (GUTIERREZ-SALAZAR & REYES-GASGA, 2003;
PFEIFFER et al., 1998).

2.6.3 POLPA

O esmalte dentario envolve uma polpa interior macia com células ricas em
DNA. Os tecidos dentarios duros que envolvem a camara pulpar conferem um
relativo isolamento a polpa e parecem protege-la fisicamente, bem como ao seu
DNA da degradacao biolégica. A hidroxiapatita, componente significativo do dente,
se liga e estabiliza quimicamente o DNA. No ambiente Unico da camara pulpar, o
DNA parece extremamente estavel em relagdo ao DNA em outros componentes
celulares (GINTHER et al., 1992; PFEIFFER et al., 1999).

A polpa dentaria consiste de um tecido que contém nervos, vasos sanguineos
e vasos linfaticos. As células da polpa possuem formato estrelado irregular e nucleo
em localizagc&o variavel (POTSCH et al., 1992). Por outro lado, a polpa do dente se
decompde rapidamente mesmo sendo protegida por tecidos duros (SCHWARTZ et
al., 1991 In PFEIFFER et al., 1998).

2.6.4 CEMENTO

A composicdo do cemento é parecida com a do 0sso: aproximadamente 50%
hidroxiapatita e 50% proteinas colageno e proteinas ndo colageno. Muito pouco se
sabe sobre as células responsaveis pela formacédo do cemento, os cementoblastos.
Até recentemente, o cemento permaneceu um tecido pobremente descrito a nivel
celular e molecular. Ao contrario da dentina e do esmalte, onde existem diferencas
claras nas proteinas presentes nestes tecidos e os fatores que regulam suas
funcdes quando comparadas com 0SS0, 0 cemento parece conter fatores em comum
com aqueles associados com 0ssos a ser, do ponto de vista do desenvolvimento,

controlado por fatores similares (SAYGIN et al., 2000).
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Microscopia Optica e eletronica permitiram que o cemento fosse classificado
em cinco diferentes subtipos baseados na presenca (celular) ou auséncia (acelular)
de células e a fonte de fibras de colageno (extrinsica ou intrinsica). Todos estes
subtipos sdo bem diferentes dos 0ssos, uma vez que 0 cemento N0 pPossui hervos,
vasos sanguineos e exibe pouco ou nenhum remodelamento. Mesmo com essas
diferencas, o cemento é muito semelhante ao osso. Por exemplo, as doencas que
afetam as propriedades dos 0ssos, geralmente alteram as propriedades do cemento
também (SAYGIN et al., 2000).

Na maioria dos dentes, o cemento acelular, que € praticamente desprovido de
células, se localiza em direcdo a superficie externa do dente. O cemento celular, que
contém uma densa massa de cementdécitos, geralmente se direciona ao interior do
dente. A espessura do cemento varia de regido para regido de um mesmo dente, e
entre dentes diferentes de um mesmo individuo. A proporgéo entre cemento celular
e acelular nos dentes de um individuo é praticamente constante, como se cada
pessoa tivesse um padrdo individual de estrutura do cemento (NAKAGAKI et al.,
1988).

Segundo STEIN & CORCORAN (1990), h& dois tipos de cemento: celular e
acelular, sendo que a raiz do terco apical do dente é frequentemente celular. De
acordo com a pesquisa realizada por estes mesmos autores, a distancia média
observada da abertura do forame apical até a juncdo cementodentinaria foi de 0,724
mm; a espessura média observada do cemento foi de 0,492 mm. Os autores

acreditam que a espessura do cemento aumente com a idade do individuo.

2.7 EXTRACAO DO DNA

Quando os tecidos do corpo se encontram apodrecidos, a estrutura do
esmalte, dentina e complexo pulpar persistem. No entanto, € necessario extrair o
DNA dos tecidos calcificados (PRETTY & SWEET, 2001).

A maioria dos métodos de extracdo de DNA sdo criados para amostras
contendo tecido fresco, células intactas e DNA de alto peso molecular (ROHLAND &
HOFREITER, 2007a). A pesquisa com DNA antigo compartilha um problema em
comum com a pesquisa forense: a quantidade de DNA enddgeno disponivel nas

amostras € geralmente limitada. Portanto, técnicas de extragdo que recuperam o
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méaximo de DNA possivel de uma amostra sédo cruciais (ROHLAND & HOFREITER,
2007b).

Investigadores recentemente tém se concentrado no dente humano como
fonte potencial de DNA para estudos forenses uma vez que a cavidade pulpar e seu
conteudo celular estdo protegidos da invaséo bacteriana e decomposicéo pelo tecido
duro que envolve o dente (BOY et al., 2003).

Amostras biolégicas sdo compostas de varias outras substancias e nao
apenas de DNA. Para se realizar uma analise genética, deve-se extrair apenas o
DNA da amostra, descartando todo o resto (proteinas e demais componentes
celulares). A presenca de proteinas, entre outras substancias, pode impedir que o
DNA seja analisado (BUTLER, 2005).

2.7.1 EXTRACAO ORGANICA

A extracdo organica, ou extracao por fenol/cloroformio € o método mais antigo
de extracdo de DNA. Este método de extracdo é considerado o mais eficiente para
extracdo de DNA de alto peso molecular. Para a realizacdo deste método, varias
substancias sdo adicionadas a uma soluc¢do tampdao e a amostra € incubada a 56 °C
por varias horas. Algumas dessas substancias sdo: o detergente SDS e a enzima
proteinase K, que irdo romper as membranas celular e nuclear, liberando todo o
conteudo celular no meio aguoso, bem como quebrar/digerir as proteinas (BUTLER,
2005).

Apbs a etapa anterior de digestdo, é adicionada uma solu¢édo contendo fenol
e cloroférmio as amostras, que, por diferencas quimicas, ndo se misturam a solucéo
tampéao, formando duas fases: a fase aquosa (contendo o DNA) e a fase orgéanica
(contendo fenol, cloroférmio e demais impurezas organicas). Alguns protocolos
envolvem a passagem da fase aquosa por uma membrana para filtrar/purificar o
DNA, enquanto outros envolvem a precipitacdo do DNA contido na fase aquosa
através da adicéo de alcool (BUTLER, 2005).
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2.7.2 EXTRACAO COM RESINA CHELEX

Chelex 100 é uma resina quelante que possui alta afinidade por ions
metalicos polivalentes. A resina Chelex é composta de copolimeros de estireno
divinilbenzeno contendo ions iminodiacetato pareados, que agem como Qrupos
quelantes (WALSH et al., 1991).

A presenca da resina Chelex durante a fervura previne a degradacdo do DNA
ao quelar ions metélicos que podem agir como catalisadores na degradacdo do DNA
em altas temperaturas em solucdes de baixa forca idnica (SINGER-SAM et al., 1989
In WALSH et al., 1991).

Os protocolos adaptados para amostras forenses envolvem a fervura de
suspendes de células em uma suspensédo de Chelex a 5%, seguido de amplificacéo
de uma fracdo do sobrenadante por PCR. O pH alcalino das suspensdes de Chelex
(pH 10-11) e a exposicao a temperaturas de 100 °C resultam em lise das
membranas celulares e desnaturacdo do DNA. O método de Chelex nao é
compativel com analise por RFLP (WALSH et al., 1991).

2.7.3 EXTRACAO DO DNA NOS TECIDOS MINERALIZADOS

A taxa de degradacdo de remanescentes humanos varia bastante com o0s
diferentes insultos ambientais (clima, estacdo, microambiente bacteriano e animais).
Apds um periodo relativamente curto, tecidos moles podem ser perdidos devido a
acdo de bactérias e atividade animal, enquanto tecidos 6sseos sd0 muito mais
estaveis. O DNA contido nos 0ssos € mais estavel que o DNA nos tecidos moles, e é
encontrado nos ostedcitos, que secretaram 0sso ao redor de si mesmos se tornando
mais ou menos isolados (HOCHMEISTER et al., 1991).

Todos os tecidos calcificados de organismos vertebrados contém proteinas na
matriz extracelular, geralmente uma rede de suporte constituida de colageno, que
organizam ions de calcio e ions fosfato em uma fase mineral estruturada. A
similaridade dos tecidos calcificados baseados em colageno € consistente com o
papel geral destes compostos biolégicos de fornecer suporte estrutural rigido e
protecdo para os tecidos moles (NANCI, 1999).

O isolamento de DNA a partir de ossos humanos frescos e, especialmente,

exumados, geralmente requer condi¢gdes individualizadas durante o processo de
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isolamento. Os mesmos fatores que favorecem a protecédo do DNA por centenas de
anos, tornam a obtencao deste DNA um procedimento complexo e complicado. Em
primeiro lugar, o 0sso é um tecido conjuntivo duro com alto contetdo de calcio.
Segundo, apés a morte, durante a degradacao das proteinas e da mineralizacéo, o
DNA se liga a hidroxiapatita e forma um composto conhecido como bioapatita. Por
esses motivos, a descalcificacdo € geralmente aceita como uma etapa necessaria
para a efetiva extracdo do DNA, sendo o EDTA o agente descalcificante mais
amplamente utilizado (ZOLEDZIEWSKA et al., 2002).

Uma vez que os ostedcitos estdo no interior de uma matriz calcificada, o
acesso ao DNA dos ostedcitos durante o processo de extracdo pode ser dificil. Para
aumentar a obtencdo de DNA, busca-se remover ions de calcio durante o processo
de extracdo (HOCHMEISTER et al., 1991).

Com a desmineralizagédo das amostras de 0ssos e dentes, a matriz composta
de hidroxiapatita é dissolvida, permitindo que as células sejam digeridas. Apds a
digestdo, o DNA pode ser extraido usando-se da técnica de extracdo organica
(ROMEIKA & YAN, 2013).

A maioria dos protocolos para extracdo de DNA para o0ssos e dentes sao
baseados na incubacdo da amostra pulverizada em tampé&o de extracdo contendo
EDTA. O EDTA tanto desmineraliza o osso (dependendo da sua concentragdo no
tampéo e o volume de tampao utilizado) quanto inativa DNAses ao quelar cations
bivalentes como magnésio e célcio (LOREILLE et al., 2007).

Ossos exumados contém apenas quantidades minimas de DNA geralmente
bastante degradado, sendo que alguns agentes descalcificantes podem favorecer
uma degradacédo ainda maior do DNA (ZOLEDZIEWSKA et al., 2002).

2.7.3 A DESMINERALIZACAO DA AMOSTRA COMO PRE-TRATAMENTO PARA
A EXTRACAO DO DNA

A descalcificacdo como pré-tratamento da amostra de 0sso pode ser til para
a limpeza preliminar da superficie da amostra (ZOLEDZIEWSKA et al., 2002). As
variaveis descritas na literatura como capazes de acelerar o processo de
descalcificacdo séo: temperatura, agitacdo, vacuo e corrente elétrica. A escolha do
agente descalcificante também influencia na velocidade de descalcificacédo
(VERDENIUS & ALMA, 1958).
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KIVIRANTA et al. (1980) relataram que a velocidade da desmineralizacao
aumentou levemente com o aumento da temperatura, pH mais acido ou mais
alcalino e volume de solucdo descalcificante. A espessura das amostras de 0Ssos e
a concentracdo de agente descalcificante afetaram a velocidade de
desmineralizagcdo de forma mais intensa. A agitacdo ou o volume de solugéao
desmineralizante ndo afetaram a velocidade de descalcificagdo, exceto quando o
volume era muito pequeno. Os agentes descalcificantes acidicos exerceram um
efeito descalcificante mais intenso que o EDTA.

A vantagem do EDTA é provavelmente devido a seu modo de acédo: funciona
em pH neutro, agindo como um agente quelante tetradentado. Um mol de EDTA se
liga a um mol de calcio, formando um complexo considerado estavel. O alvo do
EDTA s&o os cristais de hidroxiapatita. Acidos minerais e organicos, fracos e fortes,
bem como tampdes acidicos, sdo agentes descalcificantes eficientes. Quanto mais
forte o acido, maior seu poder desmineralizante. Agentes quelantes, como o EDTA,
removem o célcio do osso de maneira mais lenta. Por outro lado, desmineralizantes
acidicos causam distor¢cdo das fibras de colageno e problemas com coloracdes
histoldgicas. Por ndo apresentar essas desvantagens, e por preservar a integridade
estrutural do tecido, o EDTA se tornou amplamente utilizado, principalmente com
proposito de pesquisa (KIVIRANTA et al., 1980).

Um composto comum usado para descalcificacdo, o EDTA ndo degrada os
tecidos e possibilita a obtencdo de excelentes micrografias eletrénicas de
transmissdo mesmo apoés longos periodos de imersdo. Solugbes acidas fortes, como
acido nitrico, diminuem o tempo de descalcificacdo mas causam danos aos tecidos
gque podem ser observados até mesmo por microscopia optica (MADDEN &
HENSON, 1997).

E necessario amolecer o tecido 6sseo através da remocéo dos minerais. Isso
€ alcancado pelo tratamento com substancias que reagem com calcio: acidos para
formar sais de calcio solaveis ou agentes quelantes para sequestrar ions de calcio
(ALERS et al., 1999).

Usar agentes quelantes para descalcificacdo, como EDTA, pode driblar os
problemas encontrados na desmineralizagdo com &acidos fortes. A descalcificacao
com EDTA tem pouco ou nenhum efeito sobre os tecidos, atuando apenas nos
minerais. ApOs a descalcificacdo com EDTA, as amostras podem ser submetidas a

analise por PCR, uma vez que este processo preserva tanto o DNA quanto o0 mRNA
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e sitios antigénicos. Tratamento prolongado com acidos fortes aparentemente causa
hidrélise do DNA, o que ndo ocorre com o uso de EDTA porque este Ultimo processo
ocorre a pH préximo de neutro. A utilizacdo de EDTA como agente descalcificante
de forma rotineira tem a desvantagem de necessitar de um longo tempo de
incubacdo. No entanto, diferentes métodos de utilizacdo do EDTA (com forno
microondas entre outros) podem reduzir de forma consideravel o tempo de
descalcificacdo (ALERS et al., 1999).

SHIBATA et al. (2000) recomendam o uso de solucdo de Morse (10% citrato
de sédio e 22,5% &cido férmico) como solucédo descalcificante de rotina por causa
de seu minimo tempo de incubacgéo e boa preservacdo de morfologia do tecido e
integridade de RNA. Solucdes baseadas em EDTA necessitam de um longo periodo
de tempo para a completa descalcificacdo. Deve-se otimizar as condi¢cbes de
descalcificacao por causa de seu efeito degradante.

A descalcificacdo de rotina utilizando &acido formico a 5% pode preservar o
DNA de forma satisfatoria para alguns tipos de estudos moleculares como FISH e
CGH. No entanto, a descalcificacdo com EDTA parece ter melhores chances na
recuperacdo de DNA a partir de amostras de ossos (BROWN et al., 2002).

SINGH et al. (2013) diz que sao limitados os estudos que tentaram avaliar
sistematicamente o efeito de agentes descalcificantes na integridade de acidos
nucleicos. O estudo avaliou o efeito de varios agentes descalcificantes na
guantidade e qualidade dos &cidos nucleicos recuperados de bidpsias de 0sso.
Agentes descalcificantes contendo EDTA (acido etilenodiaminotetracético) e acido
férmico, sozinhos ou em combinacdo, apresentaram maior preservacdo de DNA e
RNA (&cido ribonucleico) em quantidade e integridade. Os pesquisadores estimam
gue estes agentes descalcificantes preservem por volta de 64 vezes mais DNA e

RNA do que os agentes descalcificantes mais fortes.

2.8 AMPLIFICACAO DO DNA

Antes do estabelecimento da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), a analise genética envolvia clonagem do DNA, sendo que as dificuldades
técnicas de se clonar o DNA a partir de restos de organismos antigos foram
superadas apés o desenvolvimento da PCR (SAIKI et al., 1985 In HAGELBERG &
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CLEGG, 1991). A tecnologia atual envolve a amplificacdo do DNA através da reacao
em cadeia da polimerase (PCR) com o intuito de geracdo de um perfil genético (IP et
al., 2014). A PCR é um método através do qual se amplifica pequenas quantidades
de sequéncias-alvo relativamente pequenas de DNA usando oligonucleotideos
(primers) de sequéncia especifica e DNA polimerase termoestavel (Tag polimerase).
A PCR néo requer DNA de alto peso molecular para que ocorra a amplificacéo,
sendo que apenas a sequéncia-alvo precisa estar intacta. Dessa forma, a PCR
consegue amplificar DNA parcialmente degradado e/ou desnaturado. A PCR tem
grande potencial para beneficiar a analise de amostras de casos forenses em que a
quantidade e peso molecular do DNA pode ser menor do que o preconizado para
analise através de outros métodos (WALSH et al., 1991).

Para que a PCR produza resultados confiaveis, o segmento de DNA de
interesse tem que estar bem preservado (SALAMON et al., 2005). Uma Unica cépia
intacta de uma sequéncia alvo do DNA é o suficiente para a reacdo de PCR,
fazendo desta técnica uma ferramenta ideal para as ciéncias forenses e para os
estudos com DNA antigo, uma vez que ela pode ser utilizada em amostras
biolégicas contendo DNA degradado ou em muito pouca quantidade (HAGELBERG
& CLEGG, 1991).

A identificagdo genética geralmente analisa variagbes em regides altamente
polimorficas do DNA nuclear (GINTHER et al., 1992). O alvo da PCR séo regides do
DNA chamadas short tandem repeats (STRs), com tamanhos de 100 a 480 pares de
bases. Essas regifes estdo bem distribuidas por todo o genoma humano, séo
altamente polimérficas e capazes de gerar um perfil genético mesmo partindo de
guantidades muito pequenas de material biologico (IP et al., 2014).

A polpa do dente é um tecido altamente util na analise genética com propadsito
de identificacdo. Polimorfismos genéticos amplificados por PCR podem ser
analisados a partir da polpa de dentes sujeitos a condi¢cdes ambientais adversas. O
tamanho do fragmento amplificado € crucial. Portanto, marcadores STR possuem

vantagens sobre outros marcadores como AMP-FLPs e SLPs (GARCIA et al., 1996).
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2.9 DESAFIOS NA ANALISE DE DNA FORENSE

Ossos e dentes sdo normalmente a evidéncia fisica de presenca humana ou
animal que duram por mais tempo em sitios arqueoldgicos, e também séo as fontes
de amostras mais amplamente usadas para estudos com DNA antigo (aDNA)
(GILBERT et al., 2005). A andlise genética de remanescentes humanos
esqueletizados nem sempre € bem sucedida e geralmente apenas 0s casos em que
se obtém sucesso séo relatados (PFEIFFER et al., 1999).

Alguns fatores reduzem o poder dos testes de DNA. Em cadaveres, o DNA se
degrada muito rapidamente, até mesmo em pouco tempo apds a morte. A
degradacdo de tecidos moles é particularmente evidente ap0s pequenos intervalos
de tempo, uma consequéncia do rapido crescimento de bactérias, natural em
cadaveres em decomposicdo, especialmente naqueles expostos a temperaturas
altas em paises tropicais como o Brasil IWAMURA et al., 2004).

DNA de alto peso molecular, aquele que pode ser analisado, esta presente
em pouca quantidade nas amostras pos-morte, devido a degradacdo do material
genético. Fatores exdgenos como microrganismos, humidade e muitos compostos
organicos aos quais os corpos foram expostos também reduzem a quantidade de
DNA informativo disponivel (IWAMURA et al., 2004).

Os remanescentes humanos podem ser encontrados imediatamente ou
muitos anos depois da morte, sendo que a quantidade de restos humanos
encontrados varia de corpos inteiros a apenas alguns fragmentos. Dessa forma,
alguns casos podem ser extremamente dificeis de serem resolvidos (APPS et al., p.
9).

No mesmo sentido, as amostras biolégicas em casos forenses se encontram
em estado de decomposicdo, o que traz uma série de impedimentos as tentativas de
andlises dos cientistas forenses. A andlise de amostras comprometidas, como
aguelas expostas a condicdes ambientais severas, remanescentes esqueletizados
de pessoas desaparecidas ou remanescentes humanos oriundos de desastres em
massa podem resultar em perfis genéticos parciais ou auséncia de perfil genético (IP
et al., 2014).

Os diferentes contextos ambientais a que remanescentes humanos sao
submetidos varia bastante e a qualidade e quantidade de DNA obtida a partir de
cada amostra reflete as diferentes exposi¢coes a fatores externos como: temperatura,
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radiacdo ultravioleta, humidade, exposicdo a animais, insetos e microorganismos,
diferentes tipos de solo, imersdo completa ou parcial em agua, contato com fogo
entre outros (MILOS, et al., 2007).

DNA nuclear pode se degradar rapidamente, deixando apenas poucos
nameros de copias de DNA molde degenerado para amplificacdo de microssatélites.
Além disso, a degradacdo pode reduzir significativamente o nimero de amostras
apropriadas para analise genética (WANDELER et al., 2003).

Andlise genética de ossos pode ser considerada imprevisivel mesmo com a
otimizag&o dos métodos (VON WURMB-SCHWARK et al., 2003).

O DNA moderno contaminante compete com o DNA enddgeno, da amostra,
na reacdo de PCR podendo gerar resultados falso positivos e/ou aberrantes (KEMP
& SMITH, 2005).

Devido aos baixos niveis de DNA endogeno, dano ao DNA por acbes
ambientais, bacterianas e pds-morte, bem como a presenca em potencial de
inibidores presentes no ambiente que sdo extraidos junto com o DNA, a recuperagao
de informacdes a partir do DNA de espécimes degradados ainda pode representar
um grande desafio (LOREILLE et al., 2007).

2.10 PROTOCOLOS PARA EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE DENTES

Em 1990 foi publicado o primeiro artigo descrevendo um protocolo para a
extracdo de DNA a partir de dentes e 0ssos antigos (150 a 5500 anos). Até entéo, so
se realizava extragdo de DNA de tecido mole mumificado. O protocolo descrito
envolvia a pulverizacdo da amostra usando nitrogénio liquido, extracdo organica e
concentracdo em membrana Microcon® (HANNI et al., 1990).

Desde entédo, os protocolos forenses de extracdo de DNA a partir de tecidos
mineralizados envolvem, basicamente, a pulverizacdo da amostra com a
subsequente digestao do pé obtido, ndo havendo protocolo especifico para dentes.
No que diz respeito ao processamento de dentes, todo o espécime é pulverizado,
tornando este tipo de amostra muito mais pratico do que ossos (HERVELLA et al.,
2015).

Em 1994, WOODWARD et al. publicaram protocolo de extracdo de DNA

antigo a partir de tecido mole e dente usando resina Chelex®.
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SIVAGAMI et al. (2000) descreveram uma técnica para extracdo de DNA de
dentes que envolve ultrassonicacdo do p6 de dentes previamente seccionados
longitudinalmente e pulpectomizados e diz que até o momento os métodos para se
recuperar DNA do tecido mineralizado dos dentes ndo eram eficientes ou de bom
custo-beneficio.

ALONSO et al. (2001) realizaram extracdo de DNA de dentes e 0ssos de 8 a
50 anos de idade. As amostras de dentes foram trituradas em freezer mill ou
marteladas entre placas de aco para o processo de pulverizacdo. Foi feita extracédo
organica e concentracdo em membrana Microcon®.

HERNANDEZ et al. (2003) confirmam que a extracdo de DNA de dentes
usando placas de aco € barata e eficiente.

Em um artigo de revisdo da literatura, HIGGINS & AUSTIN (2013) disseram
ser necessario o estabelecimento de protocolos especificos para cada tecido
dentario, ou para o(s) tecido(s) mais ricos em DNA, ao invés de espelhar os
protocolos especificos para tecido ésseo.

No mesmo ano foi publicado um protocolo especifico para ser utilizado em
amostras de dentes, (HIGGINS et al., 2013) sendo que os autores afirmaram que até
o momento nenhum estudo havia explorado em nenhuma profundidade a
amostragem seletiva de tecidos dentarios mineralizados com o intuito de extracao de
DNA nuclear. A extracdo de DNA realizada neste estudo consistiu em raspagem do
cemento radicular com o uso de laminas de bisturi descartaveis obtendo-se um pé.

Por fim, HERVELLA et al. (2015) avaliaram, recentemente, métodos nao
destrutivos para recuperacdo de DNA de dentes (perfuracdo oclusal, perfuracao
cervical e corte cervical) com o intuito de acessar a cavidade pulpar, ao invés do
mais utilizado método de pulverizacdo. Os autores constataram que através de um
corte cervical p6de-se obter maior quantidade de DNA. O problema com este

método é que eles requerem instrumentos e pratica especificos.
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3 METODOLOGIA

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), CAAE
n°® 40749414.4.0000.5165, através do Parecer n° 955.335.

Todas as etapas da pesquisa aconteceram no Laboratério de DNA Forense
da POLITEC, em Cuiab4a, Mato Grosso, Brasil. A POLITEC — Pericia Oficial e
Identificacdo Técnica, € o0 Unico 6rgdo publico estadual responsavel por pericias
oficiais criminais.

O Laboratorio de DNA Forense de Mato Grosso possui salas distintas para
preparo de amostras, extragdo de amostras de referéncia, extracdo de amostras
questionadas, pré-PCR, PCR e p6s-PCR entre outras.

Foi feita uma forca tarefa para a realizacdo de 20 casos de rotina de
identificacdo humana recebidos pelo Laboratério de DNA Forense. Os critérios de
inclusdo dos casos integrantes deste estudo foram: 0s casos a serem analisados
seriam 0s mais antigos a contar da data de recebimento no laboratério; e os casos
deveriam possuir no minimo um dente como uma das amostras coletadas da vitima
a ser identificada. Os critérios de exclusdo foram casos que nao possuiam amostras
de possiveis familiares ou casos em que os célculos estatisticos nao foram
conclusivos (inferior a 15 mil) para a identificacdo do individuo.

As amostras de dentes encontravam-se armazenadas em freezeres verticais
convencionais no interior de lacres de plastico fechados. Acredita-se que as
amostras de dentes tenham sido coletadas por Peritos Criminais ou técnicos em

necropsia sem prévio treinamento especifico.

3.1 Andlise genética

Todas as etapas em laboratério foram realizadas com o uso de paramentagao
adequada. Primeiramente, as amostras de dentes integrantes de cada caso tiveram
seus recipientes (coletores universais descartaveis de 50 mL) devidamente
identificados. Em alguns casos as amostras de dentes encontravam-se no interior do
osso alveolar de fragmentos de mandibula ou maxila ou cranios inteiros. Nestes
casos os dentes foram extraidos pelas préprias maos do pesquisador. Na maioria
dos casos os elementos dentarios encontravam-se soltos no interior de seus lacres
fechados. Nao houve qualquer forma de pré-tratamento das amostras. As amostras
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foram individualmente colocadas no interior de seus respectivos recipientes, foi
adicionado aproximadamente 20 mL de solu¢cdo de EDTA 0,5 M, pH 8, o recipiente
foi tampado e deixado sobre a bancada a temperatura ambiente.

A solucdo de EDTA era trocada diariamente e registrada a data da troca
sobre a tampa. Apos, aproximadamente, sete dias, foi possivel realizar a excisdo do
centimetro final do apice radicular. O procedimento foi feito com o auxilio de lamina
de bisturi descartavel e estéril sobre placa de petri descartavel. Logo apés a excisao
do apice radicular, o mesmo foi fatiado e picado, com auxilio do bisturi, em
fragmentos muito pequenos. Os fragmentos foram transferidos a um tubo eppendorf
de 2 mL devidamente identificado. Foram adicionados 300 pL de Tampao de
Extracdo de Manchas (Stain Extraction Buffer — SEB contendo 10 mM de Tris-HCI,
100 mM de NaCl, 10 mM de EDTA, 2% de SDS, pH 8) e 20 uL de Proteinase K
(20mg/mL).

As amostras foram submetidas a vortex por 10 segundos e breve
centrifugacéo (spin) por 10 segundos. As amostras foram incubadas a 56°C em
banho maria overnight e apds aproximadamente 18 horas foi adicionado mais 20 pL
de Proteinase K. As amostras retornaram a incubag&o por mais 2 a 3 horas.

Apés a digestdo, mais 10 segundos de vortex seguidos por 10 segundos de
spin.

A cada amostra foi adicionado 300 pL de solugcédo de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25/24/1, viv) seguido de vortex por 10 segundos em velocidade maxima.
As amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm por 5 minutos. Posteriormente, as
fases aquosas das amostras foram submetidas a concentracdo/purificacdo em
membrana Microcon® YM-100 (Millipore Corporation), conforme recomendacées do
fabricante.

Foi, primeiramente, filtrada a fase aquosa a 489 g, até a secagem,
(aproximadamente 25 minutos) e apos, foi feita uma lavagem da membrana com 300
puL de agua ultra pura também a 489 g até a secagem (aproximadamente 25
minutos). O DNA retido na membrana foi eluido por ressuspensdo com auxilio de
pipeta e 40 pL de agua ultra pura. O DNA eluido foi transferido a um novo tubo
eppendorf de 1,5 mL e armazenado em congelador convencional (-4°C) até o inicio
da proxima etapa.

Foi realizada a amplificagdo de microssatélites autossdomicos (STRs) atraves

de reacdo de PCR utilizando-se dos kits comerciais NGM™ ou Identifiler® Plus (Life
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Technologies) e com auxilio de termociclador Veriti™ (Life Technologies) sob
parametros de amplificagdo recomendados pelo fabricante.

Quando néo foi obtido perfil autossdmico completo a partir de marcadores
STR convencionais, realizou-se a amplificacdo de miniSTRs através do kit comercial
Minifiler™ (Applied Biosystems) e termociclador Veriti™ (Life Technologies) segundo
recomendacdes do fabricante. Cada amplificacdo foi acompanhada de seus
respectivos controles positivos e negativos.

Apoés a amplificacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese capilar em
analisador genético ABI Prism 3130 (Applied Biosystems) ou 3500 (Life
Technologies) conforme recomendagdes do fabricante, e os perfis genéticos foram
interpretados com o auxilio dos programas 3130 Genetic Analyzer Avant Data
Collection Software v2.0 e GeneMapper® ID Software v3.2 e 3500 Genetic Analyzer
Avant Data Collection Software v2.0 e GeneMapper® ID-X Software V3.2,
respectivamente.

Para a comprovacdo da autenticidade do perfil obtido, para cada individuo
nao identificado, foi feita a extracdo de DNA de outra amostra do mesmo individuo,
oriunda de outro tecido (musculo ou sangue coletados durante necropsia) ou de

amostras provenientes de familiares.

28



4 RESULTADOS

29



4 RESULTADOS

Os resultados obtidos para os 20 dentes séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Quantidade de marcadores obtidos para cada amostra de dente

N°  Quantidade de Tipo de dente Observacéo _ .
Perfil genético
marcadores
01 15 de 15 Molar Completo
o 15 de 15 Molar Uma das rafl’rzaeti rzicllr:}lraesentava-se Completo
03 15 de 15 Pré-molar Completo
04 15 de 15 Molar Completo
05 15de 15 Incisivo Completo
0~ 15dels MO arado longiudnalmente Completo
07 15 de 15 Molar Completo
08 15 de 15 Incisivo Completo
09 15 de 15 Pré-molar Completo
10 15 de 15 Pré-molar Completo
11 15 de 15 Pré-molar Completo
12 15 de 15 Canino Completo
13 15 de 15 Incisivo Completo
14 9de 15 Cangﬁ;é?:rlswo Incompleto
15 15 de 15 Molar Completo
16 15 de 15 Canino Completo
17 15 de 15 Molar Completo
18 15 de 15 Canino Completo
19 15 de 15 Canino Completo
20 15 de 15 Molar Completo

A tabela acima demonstra que das 20 amostras analisadas, 19 apresentaram
perfil genético completo (95%) e 1 apresentou perfil genético incompleto (5%). Em
relacdo ao nimero de marcadores, obteve-se sucesso na amplificacdo de 98% dos
marcadores (294 de 300), uma média de 14,7 marcadores de 15 analisados.

Tendo em vista a obtencdo de um perfil parcial para a amostra n° 14, foi
realizada a amplificacdo de miniSTRs, o que nao foi o suficiente para a genotipagem
de nenhum dos marcadores ndo obtidos anteriormente devido a extensa degradacao

da amostra.
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Tabela 2 — Histérico dos casos

Ne Quantidade de L . "
Histdrico Perfil genético
marcadores
Ossada humana encontrada sobre vegetacdo em
01 15de 15 zona rural, vitima de traumatismo cranio- Completo
encefalico devido a projétil de arma de fogo
Ossada encontrada em terreno baldio em zona
02 15 de 15 urba.ma,\vmm.a} Qe traumatismo cranlo-encefal_lco Completo
devido & projétil de arma de fogo, desaparecido
em 26/12/2013
Cadaver em avangado estagio de putrefacao
03 15de 15 encontrado as margens de rodovia Completo
Ossada humana encontrada sobre vegetacdo em
04 15de 15 zona rural, vitima de traumatismo cranio- Completo
encefalico devido a projétil de arma de fogo
Ossada encontrada as margens de via publica,
05 15de 15 vitima estava desaparecida ha aproximadamente Completo
70 dias
06 15 de 15 Ossada encontrada em zona urbana Completo
07 15 de 15 Nada consta Completo
08 15 de 15 Nada consta Completo
09 15 de 15 Nada consta Completo
10 15 de 15 Nada Consta Completo
11 15 de 15 Nada consta Completo
12 15 de 15 Cadaver encontrado as margens de ro~dOV|a, em Completo
avangado estagio de putrefagéo
13 15 de 15 Nada consta Completo
14 9de 15 Cadaver encontrado em zona rural Incompleto
Cadaver encontrado em avancado estagio de
15 15 de 15 decomposicdo em zona rural, sob um pouco de Completo
terra e uma tabua
16 15 de 15 Oss,a_da encontNrada as margens d_e roijowa Completo
vitima de a¢éo do fogo (carbonizagéo)
17 15 de 15 Cadaver encontrngO em avancado estagio de Completo
decomposicdo em terreno baldio
Corpo encontrado em avangado estégio de
18 15 de 15 decpmposm;ao, tendo sido inumado por Completo
aproximadamente 5 meses e exumado para
realizacdo de exame de DNA
19 15 de 15 Vitima de amde_nte ?UtomObIhStICO com Completo
carbonizag&o do corpo
20 15 de 15 Vitima de acidente automobilistico com Completo

carbonizac¢éo do corpo
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5 DISCUSSAO

A otimizacdo da extracdo do DNA (para obter a maior quantidade de DNA
alvo na melhor qualidade possivel) € uma estratégia importante para se aumentar a
reprodutibilidade da andlise genética de marcadores STR em amostras contendo
DNA degradado (SCHMERER, 2001).

Através do presente estudo, buscou-se como alvo da extracdo de DNA a
regido do cemento dentario com maior densidade de células (apice radicular). Além
disso, segundo HIGGINS et al. (2013), o cemento ndo é afetado negativamente por
doencas dentarias ou idade do individuo. No mesmo sentido, ha autores que
afirmam que a estabilidade dos nucleos existentes na polpa dentaria ndo se mantém
por mais de catorze dias, uma vez que se trata de tecido mole (DUFFY et al., 1991).

Como ndo existem estudos que avaliam a presenca de células nucleadas
preservadas nos diferentes tecidos dentarios em amostras de dentes coletadas pés-
morte, realizamos um estudo histolégico piloto em 8 amostras de dentes coletados
de 8 corpos humanos nédo identificados e em apenas uma amostra foram
observados nudcleos de células preservados na polpa. As demais amostras
apresentaram polpa extensivamente necrosada e apenas remanescentes celulares,
enquanto todas apresentaram células preservadas no cemento (dados nao
publicados).

Estes resultados estdo de acordo com MENON et al. (2011) que afirmaram
que em dentes pés-morte 0 cemento apresentou bom estado de conservagdo sem
expressivas alteracdes histolégicas, enquanto a polpa apresentou células apenas
em alguns casos.

ADLER et al. (2011) acham surpreendente o fato de que pouco se sabe sobre
as quantidades relativas de DNA nos diferentes tecidos e regibes do dente. Os
autores dizem que o cemento tem sido amplamente ignorado como fonte de DNA
mesmo contendo células mineralizadas: cementoblastos e cementécitos. Além
disso, os autores acreditam que ndo sO ha variacdo na quantidade de DNA em
diferentes tecidos dentarios, mas também nas diferentes regides dos dentes. O
presente estudo mostra que é possivel a utilizacdo deste novo protocolo de forma
eficiente em todos os tipos de dentes (incisivos, caninos, pré-molares, molares
inferiores e superiores).
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A primeira vista, pode-se pensar que o0 demorado processo de
desmineralizacdo de uma amostra constitui um retrocesso tecnolégico nas técnicas
de extracdo de DNA, uma vez que € possivel pulverizar uma amostra de dente ou
0SSO0 muito mais rapidamente. No entanto, o protocolo ora apresentado pode ser
justificado pela alta taxa de eficiéncia. Além disso, ndo ha estudos que tenham
avaliado o potencial de degradacdo do DNA em amostras pos-morte de 0ssos ou
dentes proveniente do ato de pulverizacao.

Alguns protocolos alternativos de extracdo de DNA utilizam sucessivas
lavagens de solucdo de EDTA para desmineralizar o p6 de osso obtido. Apés, o0 p6
de osso desmineralizado € utilizado na extracdo de DNA. LOREILLE et al. (2007),
constatou que na situacdo acima DNA é descartado com cada troca de solucéo de
EDTA. Na pesquisa ora apresentada, ndo é possivel inferir que o processo de
desmineralizacdo promove o descarte do DNA que estava contido na amostra tendo
em vista a auséncia de estudos que avaliam a perda de DNA, da amostra para a
solucéo, decorrente do processo de desmineralizacdo em dentes inteiros.

Em um estudo similar a este, RAIMANN et al. (2012) analisaram 26 dentes de
cadaveres em decomposicdo através de 4 protocolos levemente diferentes
envolvendo pulverizacdo das amostras de dente. A taxa média de sucesso de seu
protocolo mais eficiente para cada uma das amostras foi a obtencdo de 11,2
marcadores de 15 analisados, comparados com a média de 14,7 marcadores de 15
analisados obtidos no presente estudo.

Para confirmar a eficiéncia deste protocolo, é necessario a comparacao
sistematica com outros protocolos atualmente utilizados com amostras forenses de
dentes, tendo-se em mente que autores relatam uma grande flutuacdo na
guantidade de DNA entre dentes diferentes de um mesmo individuo bem como em
dentes correspondentes de individuos distintos.

Um dos métodos de extracdo de DNA estudados foi o descrito por
HOCHMEISTER et al. (1991) e que envolvia a pulverizacdo dos dentes a um fino po,
lavagem de varios gramas deste p6 em solu¢do contendo EDTA por 4 dias com
trocas diarias e utilizacdo do po descalcificado na extracdo do DNA. O outro método
de extracdo de DNA utilizado neste estudo foi o p6é de dente obtido diretamente
através do método organico convencional (PFEIFFER et al., 1999).

Em seu estudo, PFEIFFER et al. (1999) concluiram que dentes, mesmo com

alto grau de destruicdo, sdo uma fonte lucrativa de DNA. Concluiram também, que
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fragmentos de DNA com mais de 500 pares de bases nao poderiam ser amplificados
com sucesso em materiais provenientes de corpos em decomposicdo ou
esqueletizados e antigos, bem como a etapa de descalcificacdo do p6 de dente
obtido anterior a extracdo de DNA obteve resultados inferiores ao protocolo sem
prévia descalcificacdo das amostras.

FISHER et al. (1993 In PFEIFFER et al., 1999) investigaram o efeito da prévia
descalcificacdo em amostras de 0sso e também concluiram que a descalcificacdo
nao apenas pode ser omitida no processo de extracdo de DNA como a obtencédo de
DNA era 2 vezes maior quando o mesmo protocolo sem prévia descalcificacdo era
realizado.

O primeiro artigo a relatar a analise genética a partir de 0ssos com o intuito de
identificacdo humana baseou-se em um método de descalcificacdo de 15 gramas de
fino pd de osso antes da extracdo de DNA (HOCHMEISTER et al., 1991).

No estudo feito por POTSCH et al. (1992) a quantidade total de DNA obtido a
partir de um Unico dente variou de 6 a 50 microgramas de DNA. A maior parte era
constituida de DNA degradado, e um forte borrdo de acidos nucleicos de baixo peso
molecular foi observado nos eletroferogramas. A quantidade de DNA obtido nao
dependeu do tipo de dente, idade ou sexo do doador. Nao houve influéncia
significante das condi¢cdes de armazenamento ou periodos de tempo.

WANDELER et al. (2003) acreditam que a maior quantidade de tecido na
polpa de um dente de raposa jovem, que é responsavel pelo seu crescimento,
determina a maior quantidade de DNA a partir dessas amostras.

WICKHAM et al. (2000) estudaram o sucesso na extracdo de DNA a partir de
biopsias trefinas de medula 6ssea fixadas, descalcificadas e incluidas em parafina e
puderam amplificar fragmentos de DNA com mais de 600 pares de bases. Os
pesquisadores atribuiram o sucesso da técnica ao uso de EDTA como agente
descalcificante e a eficiéncia do kit comercial de extragdo de DNA utilizado.

Quantidades similares de DNA foram obtidas usando os trés métodos
analisados no estudo de GARCIA et al. (1996): trituragdo do dente inteiro, acesso
endodontico convencional e seccao transversal do dente.

POTSCH et al. (1992) observaram que quando os alvéolos sdo afrouxados e
0 microambiente mantém o dente umido, a polpa sofre putrefacdo, mas quando o
ambiente permite que a polpa se mumifique, o DNA pode ser extraido e a qualidade

é suficiente para analise por PCR.
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Segundo GARCIA et al. (1996), resultados melhores sao esperados de corpos
inumados do que em casos experimentais devido ao fato de que o forame apical nao
esta protegido pelo ligamento periodontal e osso alveolar, facilitando a entrada de
bactérias e outros agentes.

O tecido pulpar dentario se encontra bem protegido na cavidade pulpar
contanto que o dente esteja firmemente fixado aos 0ssos alveolares. Quando os
dentes foram extraidos e armazenados a temperatura ambiente, pesquisadores
observaram uma rapida desidratacdo do tecido pulpar. Essa dessecacdo é
considerada uma explicagdo para a surpreendente boa integridade do DNA
recuperado na maioria dos casos, uma vez que 0S pProcessos necréticos ou

putrefativos sao interrompidos conforme o tecido seca (POTSCH et al., 1992).
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que o protocolo alternativo ora apresentado
para analise genética de dentes baseada em uma etapa de desmineralizacdo de
todo o espécime antes da realizacdo de extracdo de DNA, é capaz de extrair DNA
em quantidade e qualidade suficientes para a producdo de um perfil genético em
casos de identificacdo humana forense com uma taxa de sucesso de 95% para
perfis genéticos completos. Mesmo no caso de obtencédo de perfil genético parcial,

foi possivel realizar a identificagéo da vitima.
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