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RESUMO

Alguns fatores relacionados ao estado e lugares que dentes humanos se encontram,
nos que diz respeito a estes enquanto amostras com finalidade forense, ainda constituem
desafio ao que tange o uso dos mesmos como material para obten¢do de perfis genéticos de
DNA. Este estudo visou comparar a extracdo de DNA feita a partir de dentes humanos com
a extragdo por meios de amostras de sangue fixadas em papel FTA® utilizadas como grupo
controle, de maneira a comparar os alelos mapeados e definir se os dentes constituem
nestas circunstincias, fonte vidvel de amostras para obtencdo de perfis genéticos,
comparando os protocolos. Dezoito participantes foram abordados e, aceitaram participar
da pesquisa por meio de TCLE’s, doaram voluntariamente amostras de sangue e 0s
elementos dentdrios terceiros molares superiores direitos, estes indicados para exodontia
por outros profissionais. Verificou-se que os dentes humanos constituiram fontes vidveis de
acordo com a andlise estatistica realizada (Teste de Poisson), onde p<0,0001, entretanto
quando comparado com o protocolo de extracdo de material genético através do sangue,
deixa de ser vidvel devido ao nimero de passos necessarios para a obtenc¢ao dos resultados.
Ainda, 78,125% dos alelos possiveis de serem mapeados, o foram com sucesso.

Palavras-Chave: Odontologia Legal; Genética Forense; Dente Serotino.
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ABSTRACT

Several factors related to how and where human teeth are found in forensic cases
still a challenge to obtain genetic DNA profiles, as using theses elements as source for
genetic material. This study aimed to compare the DNA extraction done through blood
stains in FTA® paper cards, used as control group, and compare the mapped alleles from
these to ones extracted from human teeth samples, as the simplicity of theses protocols
when in comparison. Eighteen participants were convinced to join this study. Blood
samples and superior right third molars (element 18) were donated. As result, teeth
provided good sources of biologic sampling to obtain genetic profiles when analyzed by
Poisson statistic analysis (p<0,0001), however, when compared to genetic material
extraction protocol by blood, teeth analysis is no longer viable due to extensive laboratorial
steps in order to gain the same results. Also 78,125% of the possible locci to be mapped

and amplified were indeed.

Key Words: Forensic Dentistry; Forensic Genetics; Molar, Third.
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1 INTRODUCAO

Devido ao crescimento em importancia da andlise forense de DNA na solucdo de
crimes violentos, um grande interesse se desenvolveu neste ramo da ciéncia, além da
constante mudanca na tecnologia empregue para esta finalidade. A andlise de DNA
incorpora técnicas e principios de muitos campos do conhecimento, tais como biologia
molecular, bioquimica, genética e estatistica (Kobilinsky, 2008).

A evidéncia em DNA tem se tornado uma técnica forense padrio para a
investigacdo e a resolucdo de um grande espectro de crimes que variam de crimes a
propriedades privadas a crimes de natureza mais grave como estupros € assassinatos
fazendo com que o tempo de resolucdo de um crime, em média, reduzir de 89 a 45 dias
entre indentificacdo e acusdo de um suspeito (Bond et al., 2008).

A disciplina de Odontologia Forense apenas foi incorporada na grade académica
dos cursos de Odontologia no Brasil em 1931, através do decreto 19.852/31. Desde entdo,
essa especialidade tem mostrado crescimento continuo e importante maturidades cientifica
e profissional. A antropologia forense, que ¢ uma das atribuicdes da odontologia forense, €
um dos melhores exemplos deste desenvolvimento, passando de estdgios como a simples
observagdo até os recentes e sofisticados testes de laboratério, incluindo trabalhos de
genética forense (Silva et al., 2007).

O dente humano € composto de esmalte, dentina, cemento e polpa. O esmalte € um
tecido altamente mineralizado, consistindo em 96% de mineral e 4% de material organico e
dgua. O conteddo inorganico do esmalte é um cristalino de fosfato de célcio e
hidroxiapatita, também encontrada no osso, cartilagem calcificada, dentina e cemento. Ja a
dentina € a por¢do de tecido duro do complexo dentina-polpa que constitui a maior parte do
dente. A dentina madura é composta quimicamente, por peso, aproximadamente de 70%
material inorganico, 20% de material organico e 10% de 4dgua (adsorvida na superficie do
mineral ou nos intersticios entre 0s cristais). Seu componente inorganico consiste,
principalmente, em hidroxiapatita, e a fase organica em colageno tipo I (Ten Cate, 2001).

Pelo fato de o esmalte dentdrio ser a substdncia mais dura do corpo humano, nio é

surpresa que os dentes e estruturas dentais freqiientemente resistem a eventos post mortem



que provocam a destruicdo de outros tecidos. Incinera¢ao, mutilacdo, decomposicao, todos
podem sujeitar o corpo a mudangas que tornam a identificacdo de um cadaver dificil, ou
mesmo impossivel. Contudo, em quaisquer casos cujos registros dentdrios ante mortem
possam ser recuperados, comparacdo de eventos dentdrios pode superar estes obstaculos.
De fato, identificacdo pessoal através dos dentes ¢ um dos métodos mais confidveis em
identificacdo humana e, como tal, é o alicerce de referéncia da pratica forense da
odontologia na maioria das jurisdi¢cdes (Willems, 2000).

A habilidade de recuperar seqiiéncias de DNA e dados de STR’s de ossos e dentes
expostos por algum tempo a uma variedade de condi¢cdes ambientais se tornou uma
ferramenta valiosa para a identificacdo de individuos desaparecidos e ossadas ndo
identificadas. Devido a baixos niveis de DNA enddgeno, danos ambientais, bacterianos tal
como a presenca de inibidores oriundos do ambiente em questdo, co-extraem DNA de
specimens degradados, portanto consistindo de um desafio ainda maior (Loreille et al.,
2007).

A maior parte dos kits para andlise de STR’s, constituem em sua base, os 13 loci
preconizados pelo FBI e utilizados no CODIS (Combined DNA Index System, Sistema
Combinado de Indexacdo de DNA), sendo que variagdes sao feitas mediante a empresa que
os fabrica na expectativa de criar kits multiplex tnicos a serem comercializados. Como
exemplos de locci que podem ser utilizados em complemento aos 13 inseridos no CODIS,
sdo os que foram estudados por Hill et al. (2008), que sdo os seguintes: DIGATA113E02,
DI1S1627, DIS1677, D2S441, D2S1776, D3S3053, D3S4529, D4S2364, D4S2408,
D5S2500, D6S474, D6S1017, D8S1115, D9S1122, D9S2157, D10S1248, D10S1435,
D11S4463, D12ATA63A05, D14S1434, D17S974, D17S1301, D18S853, D20S482,
D20S1082 e D22S1045.

Oz et al. (2008) relataram a importancia ainda de se ter adicionado a quaisquer Kkits
STR comerciais o marcador para o cromossomo Y, de maneira a evitar identificacdes
equivocadas em casos de desastres em massa e ataques terroristas, visto que estes autores
relataram que € crescente o ndmero que falhas relatadas em relagdo a amplificacdo do alelo

da amelogenina.



Algumas ferramentas vém sendo desenvolvidas ao longo do tempo de maneira a
melhorar a quantidade e a qualidade do DNA a ser extraido de remanescentes
arqueoldgicos, onde dentes e ossos humanos, sdo a tnica fonte de material biolégico a ser
extraido com finalidade forense, como o kit Invitrogen Charge Switch® que tem a
finalidade de purificar amostras advindas de esqueletos humanos em pouco estado de
preservacdo de maneira rapida e eficiente (Barbaro et al., 2008).

Durante as duas ultimas décadas, uma nova metodologia foi incorporada e chamada
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) técnica
desenvolvida pelo Dr. Kary Mullins em 1983 que, literamente, permite a amplificacio de
quantidades mindsculas de DNA a concentracdes aceitdveis para andlise diagnéstica

(Slavkin, 1997).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Historico

Ja em 9000 A.C., mesmo sem compreender alguns conceitos, que seriam
descobertos mais tarde, o homem selecionou as melhores sementes para o plantio e
escolheu os animais mais vigorosos para a reprodugdo. Os primeiros filésofos da
humanidade j& falavam de alguns fendmenos genéticos (sem saber a suas causas) € com 0
desenvolver da sociedade pessoas de todas as dreas como médicos, matemdticos, fisicos,
padres e filésofos, também contribuiram com idéias para o entendimento da
hereditariedade.

Gregor Johan Mendel, um monge Augustiniano, na cidade Tcheca hoje conhecida
por Brno, em 1866 através da anélise dos cruzamentos entre ervilhas, deduziu a presenca de
fatores hereditdrios que eram propagados de forma estdvel de geracdo a geracdo, sendo
responsaveis pela formacao de caracteristicas individuais.

Pesquisas focalizando a transmissdo da hereditariedade, mesmo que ainda ndo
definidos quanto a sua natureza em 1869 ganharam forca com o bioquimico sui¢co Friedrich
Miescher, que relatou a presenga de uma proteina que ele chamou de “nucleina”, em
bandagens com pus, sendo esta extraida de glébulos brancos.

Em 1893, o mesmo Friedrich Miescher afirmou que “A hereditariedade garante, de
geracdo a geracdo, uma continuidade de forma num nivel ainda mais profundo que o da
molécula quimica...”.

Bateson em 1905 foi o primeiro a definir a genética como a ciéncia da
hereditariedade e da variacdo, em conformidade com o radical gene (do grego gennan), que
denota origem ou agente gerador (Calabrez, 1991 in Silva, 1997).

Barry & Watson (2001) relataram que fins da década de 40, muitas eram as
especulacdes acerca do mecanismo de transmissibilidade de caracteres hereditdrios e que,
inicialmente, acreditava-se que na verdade eram as proteinas as responsdveis por tal
mecanismo, pelo fato de serem em 20 suas subunidades essenciais (aminodcidos), o que
daria uma grande variabilidade de combinagdes, ditas necessarias devida a complexidade

dos caracteres a serem perpetuados entre geracgoes.



Tendo esclarecido que o DNA, encontrado em célula eucariontes no nucleo
protegido pela carioteca, em 1953, Watson & Crick relataram o que acreditavam ser a
estrutura da molécula de DNA, esta em dupla hélice, sendo estabilizada pelas ligagcdes
nucleotidicas entre as voltas da hélice e ainda pelas pontes de hidrogénio formadas pelas
bases nitrogenadas, modelo este confirmado e atribuindo a estes autores o prémio nobel de
medicina em 1962.

Data de 1956, pelos autores Tjio & Levan, um dos primeiros relatos de estudo dos
cromossomos de maneira a elucidar como sua estrutura estd relacionada com a heranca, ou
seja, da transmissibilidade dos caracteres hereditarios, onde estes autores chegaram ao
nimero de cromossomos humanos normais igual a 46, através de técnicas de andlise
cromossdmica (Nussbaum et al., 2002).

Watson & Crick ainda sugeriram uma maneira de como era feita a transmissao dos
caracteres hereditarios, através do mecanismo de duplicacdo semi conservativa, ou seja,
que, ao desnaturar a molécula de DNA, cada fita da hélice serviria de arcabouco para a
sintese da fita complementar, teoria confirmada nos experimentos com nitrogénio marcado
radioativamente (Meselson & Stalh, 1958) e apds o isolamento e purificagdo da DNA
polimerase, enzima responsavel pelo processo de duplicacao (Kornberg et al., 1958).

A anélise de DNA foi desenvolvida a 36 anos onde certas regides de minissatélites
seriam as responsaveis pela “impressao digital” do DNA (Jeffreys et al., 1985). Este estudo
dava luz a procedimentos forenses como a individualidade humana, exclusdes de
paternidade e identificac@o de casos criminais, substituindo técnicas de andlises soroldgicas
de polimorfismos de proteinas e grupos sanguineos, estes os marcadores genéticos de
elei¢do até entdo (Jobim et al., 2006).

Data também de 1985 o primeiro estudo envolvendo a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), hoje o mais utilizado método de amplificacdo de amostras da DNA nos
mais variados tecidos (Lewis, 2004).

Em 1988, o FBI comeca a utilizar o DNA como fonte para trabalhar seus casos nao
solucionados; em 1991 (Lewis, 2004), é publicado o primeiro artigo relacionado aos locci

STR.



A partir deste momento, em 1995 a Forensic Special Section no Reino Unido,
comeca a construir sua base de dados de DNA, o mesmo acontecendo com o FBI em 1998,
ao lancar o CODIS (Combined DNA Index System) (Lewis, 2004). Em junho de 2000,
entra em operagdo o Banco de Dados Nacional de DNA do Canada que, até entdo, ja
processou mais de 120.000 amostras bioldgicas dentre elas: sangue, saliva e cabelos,
aplicados em cartdo amostra de papel FTA® da Whatman (Fitzco Inc., Spring Park, MN;
21) (Frégeau et al., 2008).

A alguns anos, a midia tem dado mais atencdo ao assunto, podendo citar a
decodificagdo do genoma humano, bem como o uso destas informagdes em termos de
terapéutica médica. Junto com estes avancos em técnicas de biologia molecular, novos
questionamentos surgem em outras dreas das ciéncias bioldgicas, como a drea forense, mais
especificamente o referente ao processo de identificacio humana, gerando socialmente
expectativas em torno destes procedimentos (Oliveira, 2001).

Recentemente, podemos citar sua utilidade na identificacdo das vitimas do ataque ao
World Trade Center em 11 de setembro de 2001, onde, o laboratério Myriad Genetics Inc,
realizou testes com vdrios tipos de amostras (laminas de barbear, pentes, escovas de dentes)

de pessoas supostamente desaparecidas durante o atentado (Lewis, 2004).

2.2 Aspectos Biomoleculares do DNA

Comprovado o modelo de Watson & Crick (1953), a molécula de 4cido
desoxirribonucleico (DNA) € composta de quatro nucleotideos basicos (Adenina, Timina,
Citosina e Guanina) ligados entre si através de ligacdo de pontes de hidrogénio,
estabilizados por ligagdes fosfodiéster entre as voltas da dupla hélice formada pelas
seqiiéncias de nucleotideos que se arranjam em forma de fita. Cada nucleotideo é composto
por um grupo fosfato, uma base nitrogenada e um agucar (Pentose; Desoxirribose). As
ligacdes fosfodiéster sdo feitas na extremidade 5° da cadeia, proporcionada pelo carbono 5

no anel da pentose com o grupo fosfato do nucleotideo seguinte do giro da hélice.
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Figura 1 — Nucleotideos de DNA pareados por pontes de hidrogénio. Fonte: (Wikipedia, 2007).

Cada giro corresponde a uma distancia de 3,4 nm (nandmetros) equivalentes a 10

pares de base, com uma amplitude de 2 nm (Alberts et al., 2005) (Figura 2).
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Figura 2 — Dupla hélice de DNA mostrando as ligagdes fosfodiéster entre os nucleotideos da hélice, amplitude
e diametro da molécula. Fonte: (Wikipedia, 2007).

Ainda, a molécula de DNA ndo se encontra livre no ndcleo da células e sim,
associadas a um grupo de proteinas conhecidas como histonas, de maneira a se compactar

para diminuir o espaco ocupado dentro das mesmas. A associacdo € feita por octameros de



histonas (1 par de H2A, H2B, H3 e H4) associagdo esta conhecida por cromatina, enroladas
em helicoide e estabilizadas por uma subunidade da histona H1, formando uma estrutura
conhecida por nucleossomo, com Inm de comprimento. Esta estrutura compacta-se ainda
mais em um nivel onde serd estabilizada por um arcabouco proteico, formando a estrutura
conhecida por fibra de 30 nm. Esta espiraliza-se, de maneira a chegar a uma espessura de
700nm, sendo este o nivel de compactacao final, pois trata-se da mesma espessura de um
cromossomo (Alberts et al., 2005).

A maior parte do DNA de uma célula ndo € codificante (junk DNA; DNA lixo).
Estas por¢des de DNA sdo conhecidas como introns e sdao removidas antes do processo de
tradu¢do pelo mecanismo de splicing (rompimento), restando assim apenas as regioes
codificantes (éxons) de maneira que estes dividem-se em cddons (trincas de nucleotideos
que dardo origem a um aminodcido de determidada proteina), sendo os cédons em sua
seqiiéncia, os responsaveis pela transmissao através das proteinas, da sintese de qualquer
que seja a informagao necessaria naquele momento pela célula (Alberts et al., 2005).

As bases para a utilizagdo dos testes de identificacdo da individualidade humana
pelo estudo do DNA, encontram-se na diversidade ou polimorfismo de diversos locos de
minissatélites, microssatélites ou HLA (antigenos leucocitarios humanos). Cada um de nds
apresenta uma cromdtide materna e uma paterna, e a segregacdo dessas estruturas
repetitivas segue a lei de Mendel, em que um alelo € de origem materna e o outro de origem
paterna para cada loco (Jobim et al., 2006).

Os exames de DNA apresentam vantagens quando utilizados, em relacdo a
quaisquer outras técnicas de investigacdo seja in vivo, ou post mortem (Calabrez, 1991
citado em Silva, 1997; Jobim et al., 2006): Alto poder discriminatério (Inclusio);
Possibilidade de ser obtido de qualquer material biolégico; Maior resisténcia a agressoes
ambientais (dificilmente desnatura); Andlise especifica quando misturado a outras
substancias; Permite estudos evolutivos (DNA mitocondrial).

As regides de pequenas seqiiéncias repetidas em tandem (STR) que sdo utilizadas
para a realizacdo deste tipo de exame, o sdo devido ao fato de possuirem caracteristicas
unicas que variam de individuo para individuo em suas seqiiéncias de nucleotideos

encontradas em tandem (STR’s) em determinadas regides (loci) no genoma humano. Esta



caracteristica de unicidade € conhecida por polimorfismo, sendo que, quanto mais
polimérfico for um loci, menos comum este € em determinado grupo de individuos, sendo
mais especifico ainda quando utilizado seja em pesquisa de paternidade, seja em anélises
forenses, fator determinante para a confiabilidade no exame realizado (Alberts et al., 2005).

Os STR’s proporcionam algumas vantagens em relagdo a outras técnicas: Estao
presentes em todo o genoma; Permitem amplificar simultaneamente vérios loci (Kits
Multiplex); Permitem o manuseio de amostras com mistura; Permitem a amplificacdo de
amostras com menos de 1ng de DNA (Jobim et al., 2006).

Watson & Crick (1953) reportaram em artigo publicado pela revista Nature, o
mecanismo de estabilidade estrutural e comportamento da molécula de DNA com um
modelo de laboratério, sugerindo ainda o funcionamento do mecanismo de
transmissibilidade dos caracteres hereditdrios pelo modelo da duplicagdo semi conservativa.

Kornberg et al. (1958) realizaram experimentos de extracao e purificacdo da enzima
DNA polimerase, esta responsdvel pela sintese de DNA quando em fase de duplicagio,
ratificando o sugerido por Watson & Crick (1953) da duplicacdo semi conservativa da
molécula de DNA.

Meselson & Stahl (1958) confirmaram através de experimentos de bases
nitrogenadas marcadas com nitrogé€nio radioativo, a teoria da duplicacdo semiconservativa
da molécula de DNA, proposta por Watson e Crick (1953).

Jeffreys et al. (1985) realizaram experimentos de polimorfismos de DNA,
constatando que seriam regides hipervaridveis as quais chamou de "minisatélites" as
reponsdveis pela diversidade da expressao génica em cada individuo.

Calabrez (1991) citado em Silva (1997) relatou em sua tese de mestrado, vantagens
de se lancar mdo da técnica de STR associada ao PCR, quando comparada ao VNTR
concluindo utilizar no STR, quantidades menores na amostra a ser analisada, quando
comparada ao VNTR.

Walsh et al. (1991) relataram sucesso no uso da resina Chelex® 100 como
instrumento para extracdo de material nuclear em amostras bioldgicas com a técnica de

amplificacdo baseada na reacdo em cadeia da polimerase (PCR).



Hanaoka er al. (1995) citado em Silva (2007) realizaram obten¢do de material
genético para amplificacdo por PCR de diferentes tecidos dentais e concluiram que a polpa
dentdria é o tecido que produz melhor sinal de amplificagdo por esta técnica, e, dentina e
cemento produzem sinais semelhantes.

Galvao (1996) relatou em seu livro sobre estudos médico legais a importancia da
presenca do profissional odontolegista no quadro de IML’s no Brasil, ressaltando o trabalho
conjunto deste profissional com médicos legistas de maneira a solucionar casos onde as
experiéncias de ambos sejam postas a prova em conjunto.

Slavkin (1997) realizou um levantamento nas ferramentas que podem ser utilizadas
em Odontologia Legal com o intuito de atingir um objetivo nesse aspecto, principalmente a
identificacdo. Fez um breve relato de algumas dessas ferramentas como a identificacio pela
arcada dentdria mediante comparacao com registros ante mortem e exames de DNA.

Wilson (1997) realizou uma revis@o de como funcionam fatores de inibicdo e de
facilitacdo no processo de amplificacdo de 4cidos nucleicos, enfatizando a técnica de reagdo
em cadeia da polimerase (PCR).

Henke et al..(1999) relizaram estudos de comparacdo de 24 sistemas diferentes de
marcacdo para verificacdo de polimorfismo em testes de paternidade, constatando que
nenhum deles é completamente exato, sendo o que apresentou melhores resultados foi a
andlise de minissatélites.

Hsu et al. (1999) obtiveram sucesso na identificacdo de 183 das 202 (90,6%)
vitimas fatais do acidente com o Taoyuan airbus em 1998 utilizando andlise comparativa de
16 locci de familiares e de fragmentos das vitimas do acidente.

Vu et al. (1999) publicaram artigo sobre efeitos do volume da amostra, temperatura
de armazenamento, conservantes € tempo na tipagem e extracdo de DNA para genotipagem
dos locci DQA1 e PM usando amostras de urina e amplificacdo baseada em PCR. Os
autores concluiram que o volume da amostra viabiliza o exame em fun¢ao de proporcionar
maior quantidade de material, a temperatura de armazenamento deve ser abaixo dos -20C,
pois amostras a temperatura ambiente tendem a se deteriorar, alguns conservantes inibem
amplificacdo e quanto mais tempo se leva para trabalhar uma amostra, mais invidvel esta

tende a ser.
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Grattapaglia et al. (2000) relataram vantagens em se utilizar baterias de 16 ou mais
loccus STR como nimero adequado a serem analisados via PCR em exames de paternidade
de maneira a minimizar falsas inclusdes e interferéncias de mutacdes, concluindo que este
nimero (16 locci) € o ideal, estatisticamente falando, para realizacdo de tais exames.

Meyer et al. (2000) relataram com sucesso a extragao de perfis genéticos de DNA
de amostras arqueoldgicas, sendo as utilizadas tanto 0ssos, quanto dentes humanos.

Willems (2000) relatou em seu livro baseado no encontro de procedimentos da
International Oral Forensic Odonto Stomatology, aspectos relacionados a evidéncias de
DNA quando a fonte de mateial bioldgico é o dente, tal como extracdo e uma breve revisao
de literatura em biologia molecular.

Oliveira (2001) relatou em sua tese de doutorado sucesso na andlise da freqii€ncia
alélica dos l6cus DYS390, DYS391 e DYS393 em individuos brasileiros, tanto no que diz
respeito ao polimorfismo destes 16cus, quanto na utilizacao destes, visto que s@o pertencetes
ao cromossomo Y, na sua utilizacdo em andlises de dimorfismo sexual.

Ten Cate (2001) relatou em seu livro aspectos relacionados a histologia bucal, ais
como desenvolvimento, estrutura e funcdo, onde descreve em natureza percentual, a
composi¢ao quimica basica de dentes humanos.

Nussbaum et al. (2002) relataram em livro publicado os varios aspectos de genética
enquanto ciéncia médica, onde realizaram um breve historico da evolug@o dos conceitos em
hereditariedade, passando desde Mendel até Watson & Crick e citando ainda a
determinacdo de quantos cromossomos autossdmicos possui o ser humano, pesquisa
realizada por Tjio e Levan.

Gaytmenn & Sweet (2003) realizaram estudo de comparagdo quantitativa de DNA
oriundo de diferentes regides de dentes humanos, sendo que foi consideradas as seguintes
regides: dpice da coroa, corpo da coroa, corpo radicular e 4pice radicular. Como resultado
obtiveram que o dpice coronal ndo proporcionou quantidade minima necessdria para a
realizacdo de um exame de DNA, e o corpo radicular foi a regido que proviu maior
quantidade de material genético.

Malaver & Yunis (2003) avaliaram os sinais proporcionados por diferentes tecidos

de origem dentéria, de corpos enterrados em 1995 e exumados em 2000. 20 dentes no total,
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sendo que a polpa dentdria foi o tecido que proporcionou maior sinal de amplificagdo,
seguida de sinais semelhantes entre dentina e cemento.

Wade & Trozzi (2003) publicaram livro contendo o protocolo de coleta,
armazenamento e transporte de amostras bioldgicas recolhidas, abordando as vérias origens
de material genético para andlise, protocolos estes utilizados pelo Federal Bureau of
Investigation (FBI), a policia federal norte americana.

Lewis (2004) relatou em livro publicado, vdrios aspectos da biologia molecular
aplicados a determinacdo de doencgas de fundamentacdo genética, fazendo comentdrios
pertinentes acerca da aplicabilidade deste campo a area forense.

Moreira (2004) realizou um estudo em sua dissertacio de mestrado, sobre a
padronizacdo de prontudrios de identificacio humana utilizados por peritos Odonto-
Legistas em IML’s no Brasil e constatou através de comunicacdo pessoal com estes
Institutos, que dos 26 estados da unido e seu Distrito Federal, apenas 14 capitais de estado
possuem o profissional Odonto-Legista no seus quadros de funciondrios.

Remualdo (2004) avaliou em tese apresentada a Universidade de Sao Paulo para a
obtencdo do titulo de mestre em Odontologia Legal e Deontologia, trés métodos de
extracdo de DNA provenientes de polpa dentdria quando estes dentes sdo submetidos a
variacdes de temperatura, concluindo que o melhor dos trés métodos utilizados € o
preconizado por Rivero et at (2002), dentre os utilizados para comparacao.

Alberts et al. (2005) relataram em seu livro os fundamentos para conhecimento da
biologia celular, necessarios para a compreensao do funcionamento biolégico da célula, ndo
sO referente a molécula de DNA, como também em relagdo ao ciclo de divisdo celular e
todos os requisitos basicos visando a manuten¢do da homeostase.

O Conselho Federal de Odontologia em 2005, promulgou a resolucdo 63 que
constitui da atribuicdo de procedimentos odontolégicos a serem realizados por cada uma
das especialidades durante o exercicio da profissao de cirurgido-dentista.

Campos (2006) relatou em tese de mestrado as lesdes mais frequentes encontradas
em criangas agredidas na grande Vitéria-ES, suas principais causas, ressaltando o grau de
severidade de acordo com o cédigo penal. Este autor ressalta ainda em seu trabalho a

importancia da presenca do Odontolegista no quadro de funciondrios de Institutos Médico-
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Legais na Brasil, pelo fato de algumas lesdes nas regides de face e intrabucais, passarem
despercebidas por médicos legistas nao habituados/habilitados a realizar este tipo de exame.

Jobim et al. (2006) realizaram em livro publicado, um breve histérico da evolugao
das pesquisas de transmissibilidade de caracteres hereditdrios, mencionando vérias técnicas
que se costumavam utilizar em pesquisa de identificacdo humana, como o sistema ABO, os
VNTR, chegando até os dias de hoje onde, em sua maioria, estas pesquisas sao realizadas
por andlise das STR’s via amplificacdo por PCR.

Kontanis & Reed (2006) relizaram estudos com os efeitos dcido tanico (composto
oligomérico com grupamento fenol livre) como inibidor de amplificagdo em amostras de
DNA analizadas por PCR real time e relataram que este a partir de concentracdo igual ou
maior que 1,4ng/25uL, inibem totalmente a amplificacdo por se ligarem covalentemente a
Tag DNA Polimerase inativa.

Lo & Chan (2006) relataram em artigo publicado a Methods Molecular Biology, o
funcionamento da Reacdo em Cadeia da Polimerase enquanto procedimento de
amplificacdo gendmica e algumas peculiaridades do processo em si, juntamente com uma
breve revisao de literatura.

Malyusz et al. (2006) relataram aumento na quantidade de DNA extraido de dentes
quando estes foram tratados com Enzyrim (Arte Copia, Zurich, Switzerland), que é uma
mistura de enzimas normalmente utilizadas para macerag¢do. Relatam ainda como vantagens
estas enzimas serem baratas, faceis de utilizar, ndo téxicas e de facil descarte.

Loreille et al. (2007) relataram com sucesso a utilizacdo de um protocolo
diferenciado que lanca mdo de total desmineralizacdo de amostras de dentes e 0ssos para
extracdo e amplificacdo de amostras de DNA e mapeamento dos STR’s.

Projic” et al. (2007) relataram sucesso no uso do Kit AmpF1STR® Identifiler
(Applied Biosystems) em estudo de genética de populacdes realizado em uma populacdo na
Croacia.

Silva et al. (2007) em livro editado, relacionaram varios fatores histéricos e
cientificos ao que diz respeito a pesquisas de finalidade forense, como eram feitas, e como
sdo feitas nos dias de hoje, enfatizando a pesquisa de STR’s autossdmicos associada a

reacdo em cadeia da polimerase.
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Barbaro et al. (2008) realizaram com sucesso a validac¢do do kit Invitrogen Charge
Switch® que tem a finalidade de purificar amostras de DNA de ossos e dentes humanos
com finalidade forense.

Bond et al. (2008) analisaram sob varios aspectos o valor de amostras de DNA
recuperadas de cenas de crime, e o impacto positivo que esta técnica trouxe ao processo de
investigacdo de crimes de uma maneira geral.

Frégeau et al. (2008) relataram o uso com sucesso de duas bases de trabalhos
robéticas (TECAN Genesis RSP 150/8 e Freedom EVO liquid handling) com pontas nao
descartaveis, onde a rotina de limpeza das pontas robéticas (pré programédvel) auxiliou
bastante de maneira a reduzir contaminacdes furtuitas advindas do processamentos manual
de amostras de DNA com finalidade forense.

Hill et al. (2008) compararam 26 novos marcadores STR com os 13 utilizados pelo
CODIS, constatando que aqueles produzem de 50 a 150 pares de base a partir dos produtos
de PCR por promover a aproximagao das seqiiéncias de primer ao maximo das regides de
repeticdo identificadas. Feita a andlise, estes autores afirmam que estes 26 novos
marcadores provaram-se de grande utilidade, e devem ser utilizados como complemento
dos 13 locci utilizados pelo FBI no CODIS para quaisquer eventuais tipos de pericia.

Kobilinsky (2008) revisou o capitulo do livro Molecular Forensics de R. Rapley,
relacionado a pratica forense dentro da genética, atribuicdes dos especialistas e sua
importancia no contexto social.

Oz et al. (2008) defenderam com trés casos a importdncia da inclusdao de
marcadores para STR’s no cromossomo Y, de maneira que, em casos de desastres em
massa e ataques terroristas, por exemplo, ndo venham a ter identificacdes equivocadas, em
se tratanto do género de caddveres ndo identificados, relatando ainda estes autores a falha
crescente em nimero de casos relatados na amplificacdo do alelo da amelogenina.

Park et al. (2008) desenvolveram um protocolo de amplificacdo direta de locci STR
de DNA por PCR a partir de sangue, manchas de sangue em papel FTA® e saliva, sendo
que obteve amplificacdes de qualidade com amostras de sangue e manchas de sangue, e as
amostras em saliva forneceram amplificagdes pobres, utilizando o kit AmpFISTR

Identifiler (Applied Biosystems).
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PROPOSICAO

O presente estudo teve por objetivos verificar:

a)

b)

a viabilidade de dentes humanos enquanto amostra como fonte de
material bioldgico para obtencdo de perfis genéticos de DNA visto que
empiricamente, pequenas quantidades de DNA sdo relativamente bem
preservadas em fdsseis, mumias enterradas, e varios remanescentes de
tecidos humanos de origem dentdria e dssea.

Comparar a outros protocolos, tendo como grupo controle amostras de
sangue advindas dos mesmos individuos aos quais os dentes pertencem
em uma populacao brasileira.

Ressaltar a importancia do papel do Odontolegista em IML’s no Brasil
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4 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi aprovada no Comité de Etica Nacional em Pesquisa (CONEP), e
no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia da Universidade de
Campinas sob o n° 37/2008 (Certificado em Anexo).

O grupo de estudo foi constituido de 18 elementos dentdrios, terceiros molares
superiores direitos (elemento 18) integros extraidos por indicagdo de outros profissionais
Cirurgides-Dentistas, por diversos motivos, mais comumente indica¢do ortodontica. Cada
elemento dentdrio € oriundo de um individuo, o mesmo o sendo para as amostras de sangue
coletadas em gazes estéreis e gotejadas em papel FTA® da Whatmann Biosciences.

Dos 18 participantes 9 eram do sexo masculino e 9 eram do sexo feminino.

Os pacientes foram abordados na clinica do Curso de Especializacao em Cirugia e
Traumatologia Buco Maxilo Faciais da EAP-APCD de Piracicaba, no periodo de 20 de
junho a 08 de agosto de 2008, com autorizagdo do Coordenador deste curso, CD Paulo
Afonso de Oliveira Junior (Autorizacdo em Anexo), onde todos os pacientes assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) tal e qual realizaram a doag¢ao formal
do elemento dentdrio envolvido, como no termo de doagdo de dente sugerido pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) desta Faculdade (Anexo 2, embutido no TCLE). A idade dos
pacientes variou de 16 a 37 anos de idade (Média = 21,6).

Ap6s a exodontia dos elementos dentdrios, estes foram de imediato limpos fisica e
quimicamente com gases e dlcool 70% respectivamente. Foram entdo acondicionados em
envelopes de papel Kraft e conservados a -20°C conforme especificado por Gaytmenn &
Sweet em 2003, de maneira a preservar os mesmos. As amostras de sangue apds gotejadas
nos cartoes de papel FTA® sofreram o mesmo tratamento de congelamento at€ 0 momento
de serem trabalhadas em laboratério conforme estipulado por Remualdo em 2004, pois
amostras guardadas a temperatura ambiente tendem a se deteriorar, perdendo portanto sua

viabilidade enquanto material de andlise (Vu et al., 1999).

16



4.1 Coleta

Foram selecionados como objeto de estudo, em se tratando dos elementos dentérios,
os molares sem restauragdes, por terem a camara pulpar mais ampla e, portanto, mais
material disponivel para estudo. Posteriormente, realizada a limpeza, foram acondicionados
em envelopes de papel kraft com os cantos vedados e transportados em valise térmica. O
fato de terem sido escolhidos terceiros molares superiores direitos foi tunica e
exclusivamente por razdes de padronizagdo, ndo comprometendo posteriores estudos

andlogos a este, no caso da escolha de outros elementos dentérios.

4.2 Armazenagem

As amostras de sangue, as gases foram embebidas em sangue no momento
transoperatdrio e gotejadas em papel FTA®, este com a propriedade de manter a molécula
de DNA mais estdvel para posterior andlise, armazenadas em envelope de papel kraft limpo
acondicionadas até o momento da andlise em refrigerador a -20°C (Gaytmenn & Sweet,
2003). Os dentes foram limpos em dcool 70% e acondicionados também em envelopes de

papel kraft, submetidos a mesma temperatura.

43 Transporte

Em seguida, o material foi levado ao Laboratério de DNA criminal da Policia Civil
do Espirito Santo (Vitéria-ES), onde foi submetido ao processo de extracao, amplificacdo e

leitura.

4.4 Extracdo de Material para Andlise
Dentes Humanos
Protocolo de Extracdo de Material Bioldgico de Dentes em Anexo (Rivero et al., 2002)

Os elementos dentdrios, depois de limpos, foram submetidos a congelamento com

nitrogénio liquido e pulverizados em um moinho criogénico, em seguida 0,25g do dente
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pulverizado € colocado em um tubo de eppendorf, adicionado de 1mL de dgua ultrapura
bidestilada e centrifugado. Em seguida a 1000 RPM por 5 minutos. Despreza-se o
sobrenadante lavando entdo o corpo de fundo com 1000uL de solu¢ao PBS, centrifugando
novamente, agora a 2000 RPM por 5 minutos.

Desprezou-se novamente o sobranadante, repetindo a lavagem com PBS e a
centrifugacao a 2000 rotagdes por minuto (RPM) por 5 minutos.

Logo em seguida, o corpo de fundo deve ser submetido a digestdo enzimética pela
Proteinase K, adicionando de 200 a 400 uL de tampao de lise estéril (composi¢do em
protocolo anexo) e proteinase K na concetragdo final de 500pg/mL.

Estes tubos deverdo ser mantidos em banho maria de 3 a 5 dias na temperatura de
55°C até a completa dissolu¢@o do corpo de fundo, devendo os tubos, em intervalos de 24
horas, terem adicionados de 10 a 30 uL de proteinase K (concentracdo 250ug/mL) e
invertidos pelo menos uma vez ao dia.

Ao final desta etapa, o tubo deverd estar praticamente transparente, procedendo-se
entdo a inativacdo da proteinase K (tubos a 95° C por 10 minutos em banho seco ou banho
maria).

Assim, promoveu-se entdo a extracdo de DNA ao adicionar 200uL. de acetato de
amoOnia 4M no tubo contendo o lisado para a precipitagdo da proteina. Homogeniza-se
vigorosamente o tubo por 20 segundos, incubando em seguida em gelo durante 5 minutos.
Ap6s este passo, centrifugou-se o tubo a 11063 RPM durante 3 minutos.

A proteina serd o precipitado no fundo do tubo, assim, o DNA que encontra-se no
sobrenadante € transferido para outro tubo de eppendorf. Para precipitar o DNA, adiciona-
se 600uL de isopropanol 100%, centrifugando ap6és homogeniza¢do a 16000 g durante 5
minutos. Despreza-se o sobrenadante e lava-se o DNA contido no corpo de fundo com
etanol 70% a temperatura ambiente, dissolvendo entdo o DNA em 30 a 50uL de tampao de
diluicao TE (composi¢do em protocolo anexo) a 4°C.

A solucdo de EDTA, promove a descalcificacdo da amostra, considerando que o
célcio € inibidor de amplificacdo de STR’s (Loreille et al., 2007) de amostras pela técnica

do PCR, tal como polissacarideos, proteinas, lipidios e sais (Park et al., 2008). No caso do
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célcio, Loreille e al. (2007) relatam ainda que muitas vezes é necessario acondicionar as
amostras oriundas de ossos e dentes em dcido etilenodiaminotetracético (EDTA) por este
promover tanto descalcificacdo, quanto inativacdo de DNAses através de acdo quelante em
cétions bivalentes como o magnésio e o célcio, ambos os fatores responsdveis por inibi¢ao

de amplificagdo por PCR.

Protocolo de Extracdo de Material Bioldgico de Sangue em Anexo (Walsh ef al., 1991)

Sangue

As gotas de sangue submetidas ao papel FTA® sdo recortadas do mesmo, colocadas
em ImL de dgua ultrapura para dilui¢do da amostra durante 30 minutos. Os tubos s@o entdo
vortexados para homogeneizar a mesma. Procede-se uma centrifugacdo a 14.000 RPM por
3 minutos. Retira-se o sobrenadante, deixando apenas no eppendorf o equivalente a SOuL.

Neste momento sdo adicionados 170uL da resina Chelex® 100 que, ao ser
acondicionada em banho maria (56° C) por 30 minutos, tem a propriedade de promover a
lise das membranas celulares liberando o nucleo das células de defesa (linfécitos e
polimorfonucleares) (Walsh et al., 1991). Procede-se novamente vortexacdo dos tubos de
maneira a homogeneizar a amostra, com posterior fervura durante 8 minutos para a lise da
carioteca e liberacdo do material nuclear. Leva-se entdo a amostra a centrifuga, para que
células lisadas e as cariotecas precipitem, deixando o material nuclear no sobrenadante por
serem mais leves, apés uma ultima etapa de centrifugacdo a 14.000 RPM durante 3
minutos. Congela-se a amostra para amplificagdes posteriores; caso for amplificar no
mesmo momento, centrifugar por apenas 1 minuto.

O sobrenadante entdo € submetido a técnica de amplificacdo da reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) para visualizagdo do seqiienciamento das STR’s.
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Validacdo do Método

As amostras de sangue coletadas foram utilizadas como grupo controle, devido ao
fato de serem consideradas amostras biologicas que classicamente proporcionam a
realizacdo de exames com a seguranca da obtencao de resultados satisfatérios. Assim, tanto
o fato de se conseguir realizar o exame de DNA a partir de dentes humanos, quanto as
diferencas de protocolo e fatores de o porque deste elemento ndo ser utilizado em pratica
rotineira em IML’s no Brasil, serdo considerados na compara¢do com o padrao protocolo

de extracdo de material bioldgico a partir de sangue.

4.5 Amplificagdo

A amplificagdo pela técnica da PCR que consiste na amplificacido de seqiiéncias de
DNA extraido, utilizando pares de nucleotideos conhecidos como iniciadores de reacio
(primers), sendo estes de pequenas extensdo e complementares a ambas as fitas do DNA a
ser amplificado. No comeco da reacio o DNA ¢é desnaturado com o aumento da
temperatura (considerando que este encontra-se em meio estavel-solucdo tampao); ressalta-
se ainda que esta solucdo contém TagDNA polimerase (advinda do bacilo Termophilus
aquaticus, capaz de suportar mudancas de temperatura sem comprometer sua estrutura, por
viver junto a geisers) € dNTPs livres (Oliveira, 2001).

A reacdo comeca ao elevar-se a temperatura a 90°C de maneira a promover a
desnaturagdo da cadeia de DNA (seperacao das duas fitas na hélice), também conhecida por
melting através da quebra das pontes de hidrogénio entre as fitas, que é o que mantém os
nucleotideos unidos uns aos outros (Jobim et al., 2006; Lo & Chan, 2006).

Posteriormente, procede-se um rdpido resfriamento de maneira a promover a
reunido das fitas (annealing), sendo que, a tendéncia seria de as fitas se juntarem
novamente por complemetariedade dos pares de base, entretanto estas juntam-se aos
primers, por estes estarem em grande quantidade na solugdo.

Assim, os dNTPs em alta concentracdo, juntamente com o funcionamento da DNA

polimerase, apds certo aumento na temperatura, promoverdo a composi¢do da nova
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seqiiéncia a ser replicada através da catalizagcdo, incorporando o nucleotideo necessario na
posic¢ao terminal do primer, com posterior alongamento da fita, processo este conhecido por
polimerizacdo ou extensdo (Jobim, Costa e da Silva 2006; Lo & Chan, 2006).

Cada vez que esta seqiiéncia de eventos acontece, diz-se de o fim de um ciclo,
sendo o produto final de varios ciclos, a amplificacdo da amostra desejada. O produto de
um ciclo de amplificag¢do serve como molde (template) para outro ciclo (Oliveira, 2001).

Ap6s virios ciclos de amplificagdo, a amostra encontra-se pronta para anélise, onde
a quantidade de seqiiéncias repetidas em tandem em cada um dos locci pode ser lida em
uma corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida, ou agarose, devido as caracteristicas
das malhas do gel em questdo, considerando a polaridade negativa da molécula de DNA, ou
ainda ser lido em seqiienciador automdtico, por capilaridade, utilizando comumente a

formamida como veiculo na leitura.

4.6 Leitura
Kit e Locci Utilizados para Andlise

Optou-se pela utilizagdo do kit AmpFISTR® Identifiler (Applied Biosystems),
amplamente utilizado na literatura mundial, por sua conhecida eficicia (Projic” et al., 2007;
Hill et al., 2008) que contém os seguintes locci com regides de microssatélite para anélise:
D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, vWA, TPOX, D18S51, FGA, D8S1179, D21S11,
D7S820, CSF1PO, D5S818 (que sdao os 13 locci preconizados pelo FBI (Policia Federal
Norte Americana — Tabela 1), adicionados dos locci D2S1338, D19S433 exclusivos do kit
Identifiler associados, ainda, ao alelo da Amelogenina (utilizado para identificacdo de

género) (Projic’et al., 2007).
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Tabela 1- Relacdo dos 13 locci STR utilizados pelo FBI, juntamente com a sua descri¢cdo em termos do STR,
posi¢do cromossOmica e estimativas de poder de exclusdo esperado (PE,) e observado (PE,,) na populagdo

brasileira (Fonte: Grattapaglia et al.., 2000).

Locci Descri¢io do Locci/Cromossomo PE.s, PEps
D21S11 STR de tetranucleotideo TCTA-TCTG/ 0,702 0,681
21
FGA “Human alpha fibrinogen gene”’; STR de 0,741 0,683
tetranucleotideo CTTT/ 4
CSF1PO “Human c-fms proto-oncogene for CSF- 0,508 0,470
17; STR de tetranucleotideo AGAT/ 5
D13S317 STR de tetranucleotideo AGAT/ 13 0,626 0,579
D16S539 STR de tetranucleotideo AGAT/ 16 0,614 0,537
D18S51 STR de tetranucleotideo AGAA/ 18 0,766 0,715
D3S1358 STR de tetranucleotideo TCTA/ 3 0,589 0,529
D5S818 STR de tetranucleotideo AGAT/ 5 0,511 0,459
D7S820 STR de tetranucleotideo AGAT/ 7 0,622 0,568
D8S1179 STR de tetranucleotideo TCTA-TCTG/ 8 0,653 0,588
THO1 “Human tyrosine hydroxylase gene”; 0,613 0,524
STR de tetranucleotideo AATG/ 11
TPOX “Human tyroid peroxidase gene”; STR 0,477 0,405

de tetranucleotideo AATG/ 2

vWA “Human von Willebrand factor gene”; 0,634 0,576
STR de tetranucleotideo AGAT/ 12

22



5 RESULTADOS

Foram processadas 18 amostras de materias oriundos de dentes humanos extraidos
in vivo.

O dente mostrou-se mais resistente que o 0sso a acdo do nitrogénio liquido sendo
necessdrio duplicar o tempo e as etapas de pulverizacio (o que consumiu conseqiientemente
maior quantidade de nitrogénio liquido).

Todas as amplificagdes feitas (uma para cada amostra) foram submetidas a
eletroforese por capilaridade, tendo a formamida 5% como veiculo, em sequenciador
automaético por duas vezes, tendo sido utilizada o padrdo de leitura de 50 em escala para

melhor visualizacdo e validacdo dos alelos.
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Tabela 2 - Quantidade de locci amplificados em cada amostra, tendo como fonte de material genético, dentes

humanos.
Amostras Numero de marcadores amplificados
(material dentario pulverizado)
Amostra 1 11 e amelogenina
Amostra 2 11 e amelogenina
Amostra 3 12 e amelogenina
Amostra 4 12 e amelogenina
Amostra 5 11 e amelogenina
Amostra 6 11 e amelogenina
Amostra 7 11 e amelogenina
Amostra 8 12 e amelogenina
Amostra 9 11 e amelogenina
Amostra 10 12 e amelogenina
Amostra 11 11 e amelogenina
Amostra 12 12 e amelogenina
Amostra 13 11 e amelogenina
Amostra 14 12 e amelogenina
Amostra 15 12 e amelogenina
Amostra 16 11 e amelogenina
Amostra 17 12 e amelogenina
Amostra 18 12 e amelogenina

O resultado obtido foi que, dos 288 locci possiveis de serem amplificados na
amostra (n=18 multiplicados por 16 locci em cada amostra), 225 foram amplificados e
marcados com sucesso, perfazendo um total de 78,125% de locci marcados dentre os
possiveis de o serem, muito possivelmente em funcdo da agdo inibidora em amplificacao
exercida pelo cdlcio contido nas amostras dentarias.

A andlise estatistica foi realizada através do teste de Poisson, onde a finalidade deste
teste € comparar um valor obtido com um valor considerado ideal. Realizada a andlise,
obteve-se p<0,0001 o que significa que o resultado obtido foi significativamente menor que

o esperado, visto o valor de p=1 encontrado no grupo de amostras de sangue, ja que todos
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os 288 alelos foram mapeados neste grupo. Assim, o uso dos elementos dentérios
isoladamente ndo fica comprometido quando analisados estatisticamente, visto que as
amostras apresentaram regularidade na distribui¢do do nimero de alelos mapeados, ainda
estando de acordo com os 13 locci utilizados pelo FBI em pericias criminais, de acordo

com o postulado por Wade & Trozzi (2003).
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6 DISCUSSAO

A legislacdo pétria no que concerne a legitimidade da execucdo de exames de DNA
realizados por cirurgides dentistas especialistas em odontologia legal (Odontolegistas) é
clara, considerando o afirmado pela lei 5.081/66 cominada com a resolu¢ao 63/05 do
Conselho Federal de Odontologia (CFO) ao que segue citado:

— Lei 5.081/66, art 6: I. Praticar todos os atos pertinentes a odontologia,
decorrentes de conhecimentos adquiridos em curso regular ou em cursos de pés-graduagao;
IV. Proceder a pericia criminal odontolegal em foro civil, criminal, trabalhista e em sede
administrativa; IX. Utilizar, no exercicio da funcdo de perito-odontélogo, em casos de
necropsia, as vias de acesso do pescogo e da cabeca.

— Resolugdo 63/05; das atribui¢cdes do especialista em Odontologia Legal e
Deontologia compete: a) Identificacdo humana; b) Pericia em foro, civil, criminal e
trabalhista; j) Pericias em vestigios correlatos, inclusive de manchas ou liquidos oriundos
da cavidade oral ou nela presentes.

Em casos extremos onde corpos carbonizados sdo encontrados em cenas de crimes,
acidentes, ou ainda quando ossadas sdo o Unico material a ser aproveitado de maneira a
identificar a vitima comparadas a possiveis pessoas desaparecidas, os Unicos materiais a
serem coletados pelos peritos sdo, no caso, dentes € 0Ssos.

A mais provavel razdo deste tipo de exames ndo ser feito a partir de amostras
bioldgicas oriundas de dentes humanos, explica-se pela auséncia, ainda, da figura do perito
odontolegista, estatutdriamente, no quadro de funciondrios dos Institutos Médico-Legais
(IMLs) no Brasil. Por isso, os dentes humanos ndo serem a escolha natural na prética
rotineira destas instituigdes e sim na devida ordem conforme a disponibilidade: saliva,
sangue, tecidos, 0ssos, dentes.

Considerando pois, os dentes como fontes vidveis de obtenc@o de material biol6gico
para andlise de perfis genéticos de DNA, mesmo se tratando até mesmo de amostras
arqueoldgicas (Meyer et al., 2000) e amostras de caddvers enterrados até 5 anos (Malaver
& Yunis, 2003), sugere fortemente a presenca do profissional odontolegista nestas

institui¢des, podendo entdo, este tipo de amostra bioldgica comecar a ser adotada em
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pratica com mais freqii€éncia nos servicos médico-legais, incluido o odontolegista no quadro
de funciondrios, este com mais experiéncia para lidar com tais elementos.

Moreira (2004) reportou que dos 26 estados e o Distrito Federal no Brasil, apenas
14 responderam positivamente ao questionamento da existéncia ou ndo do profissional
Odontolegista no IML daquela capital de estado, o que denota ainda a auséncia deste
profissional no quadro de funciondrios destas instituicoes.

Campos (2006) ja relatou a importancia da inclusao deste profissional em IML’s no
Brasil, no que diz respeito a exames de corpo de delito em criangas que, por vezes, médicos
legistas deixam passar algumas lesdes em regido de cabeca, pescoco e cavidade bucal,
despercebidas, o que reforca a necessidade de um perito odontolegista no quadro de
funciondrios destas institui¢oes.

Galvao (1996) relatou a importancia de médicos legistas e odontolegistas
trabalharem em cooperagdo nos IML’s, ressaltando o trabalho conjunto destes profissionais,
ao reportar que um IML que ndo possua um odontolegista em seu quadro de funciondrios €
um IML claudicante, ou seja, deficiente.

As amostras foram conservadas a temperatura inferior a -20°C, considerado o
adequado, até o momento da anélise, de acordo com Vu et al. (1999).

No objeto deste estudo, foram selecionados apenas os terceiros molares direitos
superiores, de maneira a padronizar o estudo, sendo que andlises realizadas de maneiras
andlogas com outros dentes que ndo estes, em teoria também obteriam sucesso, nao
comprometendo a mesma em funcdo da escolha do elemento dentério.

Malaver & Yunis (2003) avaliaram diferentes tecidos de origem dentdria como
fonte para andlise forense em 20 dentes humanos obtidos de corpos ndo identificados
enterrados em 1995 e exumados em 2000, proporcionando 45 amostras de DNA (5 de
polpa, 20 de dentina e 20 de cemento). A polpa foi o tecido que produziu maior sinal de
amplificacdo por PCR, enquanto que dentina e cemento produziram sinais mais fracos e
semelhantes entre si. Como a utilizacdo de dentes humanos, quaisquer que fossem as suas
partes, constituiria este como fonte vidvel de obtencdo de material genético, esperavam-se
resultados semelhantes, visto que os dentes foram extraidos in vivo e armazenados como

mandam protocolos internacionais, até o momento do processamento da amostra.
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Considerando que os dentes foram pulverizados inteiros, todas as suas partes (esmalte,
dentina, cemento e polpa) ajudariam a produzir sinais significativos no momento da leitura
das STR’s.

Ja& Gaytmenn & Sweet (2003) realizaram estudo andlogo, entretanto nao
comparando sinais oriundos de tecidos dentdrios e sim sinais de amplificacio mediante a
regido do dente analisada, onde a comparacdo foi feita entre o dpice da coroa, corpo da
coroa, corpo da raiz e dpice da raiz, constatando que ha quantidade suficiente de DNA em
todas as regides analisadas, exceto no dpice da coroa, € que a regido que proporcionou
melhor quantidade de DNA foi o corpo radicular.

Hanaoka er al. (1995) citado em Silva et al. (2007) avaliaram extracdo de DNA de
50 dentes (polpa e tecidos mineralizados). O DNA obtido de polpas dentdrias foi de 3 a 40
g e nenhuma correlacdo foi encontrada entre periodo de armazenagem e a quantidade de
DNA. Os tecidos calcificados foram testados mediante diferentes concentragdes de solugdo
descalcificante. O tecido pulpar apresentou maior peso molecular, o que proporcionou boa
andlise por sondas multilocus. Os tecidos mineralizados mostraram resultados satisfatorios
apenas pela técnica de PCR, compatibilizando com este estudo, visto que apenas as raizes
dos elementos dentdrios foram utilizadas, desprovidas de polpa, e perfis adequados foram
obtidos das mesmas.

No quesito extracdo, Malyusz et al. (2006) relataram que ainda pode-se langar mao
do uso de um combinado de enzimas chamado Enzyrim, este que inicialmente era utilizado
para maceracdo, entretanto de eficdcia comprovada por estes autores no que diz respeito a
um aumento na quantidade de DNA extraido, quando tratados dentes com este produto.

Remualdo (2004) avaliou a amplificacio de PCR de DNA extraido de dentes
submetidos a calor (200°C, 400°C, 500°C e 600°C) durante 60 minutos, testando trés tipos
diferentes de métodos de extracdo. 50% das amostras foram amplificadas, somente as
submetidas a temperaturas mais baixas (200°C e 400°C), confirmando entdo que dentes,
quando bem armazenados e ndo sujeitos a acdo de quimicos, constituem fonte vidvel para
obtencao de perfis de DNA, protocolo que portanto, como o realizados neste estudo,

forneceu extragdo, amplificacdo e leitura aceitaveis, quando os dentes fossem submetidos a
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altas temperaturas. Nao sendo o caso deste estudo, preservados os elementos dentdrios,
estes protocolos teriam e tiveram eficicia no objetivo do mesmo.

Fatores que inibem a amplificacdo de acidos nucleicos por PCR estdo presentes
visando os DNAs de varias fontes. Os inibidores geralmente atuam em um ou mais dos trés
pontos essenciais da reacdo das seguintes maneiras: interferem com a lise celular,
necessdria para o processo de extracdo; interferem com a degragacio ou captura dos 4cidos
nucleicos; e/ou inibem a atividade da polimerase para amplificacdo da seqiiéncia alvo
(Wilson, 1997).

Alguns elementos quimicos como polissacarideos, proteinas, lipidios, sais, (Park et
al., 2008) acido tanico e outros compostos oligoméricos com grupos fenol livres (Kontanis
& Reed, 2006) agem como inibidores de amplificacdo direta por PCR.

No que relaciona a tipo de técnica utilizada, foi lancado mdo a amplificacdo por
PCR, seguida de anédlise de STR’s, entretanto Henke et al. (1999) realizaram estudos de
comparacdo entre sistemas quando utilizados em testes de paternidade, dentre eles ABO,
MNS, Rh, STR’s, etc., e constataram que nenhum destes € completamente inquestiondvel,
por diversos fatores como mutacdes, alelos silenciosos, que acabam por ndo ser
amplificados pelos métodos convencionais, sendo o que apresentou melhores resultados foi

a analise de minissatélites.
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7

Conclusoes

Findas as atividades laboratoriais, pudemos concluir que:

a)

Dentes humanos constituem sim, fontes vidveis para obtencao de perfis genéticos de
DNA, entretanto quando comparado com o protocolo de extragdo de material
genético através do sangue, deixa de ser vidvel devido ao ndmero de passos

necessarios para a obtencao dos resultados;

b) A viabilidade pode ser discutida considerando o fator protocolo de extracdo. Quando

c)

dentes sdo comparados a amostras como sangue, saliva e tecidos, verifica-se o
aumento na quantidade de passos laboratoriais visando extrair material biologico a
partir destes, além da necessidade de uma quantidade maior de reagentes para esta
finalidade, neste caso, portanto, inviabilizando o trabalho em locais onde as
condig¢des para realizacdo deste tipo de exame ndo sejam ideais, o que nio foi o caso
deste estudo, visto que o laboratério de DNA criminal da Policia Civil do Espirito
Santo, desfruta de excelentes instalacdes, instrumentos e materiais de qualidade.

O uso de dentes humanos em prética rotineira em IML’s no Brasil ndo € feito ainda
pela falta do profissional Cirurgido-Dentista nestes, devido a especialidade
Odontologia Legal e Deontologia, ainda em crescimento, estar procurando mostrar
sua relevancia frente a sociedade, o que sugere incluir o profissional Odontolegista
no quadro de funciondrios em IML’s no Brasil de maneira a somar esfor¢os em
determinados casos onde, por exemplo, em ossadas e corpos carbonizados, dentes
sejam a unica opc¢do para identificagdo do mesmo via andlise do perfil genético de
DNA, visto que o Odontolegista, em fungdo de sua formagdo académica, é o mais
indicado para tal, possuindo este profissional, conhecimentos inerentes a anatomia e

histologia dentarias.
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APENDICE 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa sobre “A Viabilidade da
Utilizacdo de Amostras Bioldgicas Obtidas de Dentes Humanos para Obtencao de Perfis
Genéticos de DNA”, que estd sendo desenvolvida pela Faculdade de Odontologia de

Piracicaba, da Universidade de Campinas.

1. Para que vocé decida em participar ou ndo da pesquisa sdo prestadas as seguintes
informacoes:

2. O pesquisador responsavel é o Prof. Dr. Eduardo Daruge Junior, Cirurgido Dentista,
Professor Titular da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade de Campinas.
3. O trabalho serd desenvolvido como parte da Dissertacdo de Mestrado de Leonardo
Soriano de Mello Santos, Cirurgidao Dentista, do Mestrado em Biologia Buco Dental com
énfase em Odontologia Legal e Deontologia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da
Universidade de Campinas.

4. O objetivo da pesquisa € analisar a viabilidade de amostras de DNA colhidas a partir de
dentes humanos quando comparada com o ja consagrado método de andlise pelo sangue,
visto que em alguns casos o dente ndo se apresenta como forma vidvel de obtencdo de
material genético, e que a nivel nacional, carecemos de uma pesquisa neste ambito.

5. Este estudo se faz importante, pois sendo o dente o 6rgao do corpo humano que resiste
as temperaturas mais elevadas, como em casos de corpos carbonizados, podermos lancar
mao deste como fonte de material genético. Além disso, o dente humano também resiste a
condi¢Oes ambientais extremas e varios agentes de natureza fisica.

6. O participante cederd voluntariamente o elemento dentdrio extraido, visto que
rotineiramente, este seria descartado; e uma amostra de sangue, que serd coletada do
alvéolo durante o procedimento cirirgico, embebendo uma gase estéril no mesmo.

7. Essa pesquisa ndo oferece riscos, porque os métodos, ou seja, as praticas sdo de uso
rotineiro.

8. Ninguém € obrigado a participar da pesquisa, assim como poderd deixar a pesquisa no
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momento que quiser, pois nao havera prejuizo pessoal por esta causa.

9. Nao haverd nenhum tipo de despesas para participacdo da pesquisa, assim como nao
haverd nenhuma forma de pagamento para participacgao.

10. Nao havera beneficio direto ao voluntdrio. O grande beneficio desta pesquisa para
todos os que participam, € possibilitar um melhor entendimento sobre a percepc¢ao do
exame em diferentes grupos sociais o que poderd trazer subsidios importantes para o
redirecionamento quanto ao manuseio do material e sua utilidade em pesquisa.

11. A participacdo na pesquisa € sigilosa, isto significa que, somente os pesquisadores
ficardo sabendo de sua participagdo. Os dados utilizados na pesquisa terdo uso exclusivo
neste trabalho, sem a identificac¢do individual do participante.

12. O termo de consentimento livre e esclarecido serd impresso em duas vias, sendo que
uma ficard com o pesquisador, devidamente assinada, e outra com o participante.

13. Em caso de ddvidas quanto aos seus direitos como voluntdrio de pesquisa entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da FOP: Av Limeira 901, FOP-Unicamp, CEP
13414-903, Piracicaba — SP. Fone/Fax 19-21065349, e-mail cep@fop.unicamp.br e
webpage www.fop.unicamp.br/cep

Muito Obrigado pela sua participagao!!
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que 1li as informacdes acima sobre a pesquisa, que me sinto
perfeitamente esclarecido(a) sobre o conteido da mesma, assim como seus riscos e
beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa

cooperando com a mesma.

Piracicaba, / /

Assinatura do participante (RG ou CPF)

Fone: (19) 8181-6085 Departamento Médico Legal

Universidade Estadual de Campinas Av. Nossa Senhora da Penha, 2290 - Santa
Faculdade de Odontologia de Piracicaba Luzia - Vitéria - ES

Departamento de Odontologia Legal e CEP: 29045-402

Deontologia Telefone: (27) 3137-9016 / (27) 9982-1137

E-mail: leonardosoriano @hotmail.com
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APENDICE 2

TABELA ALELICA
SANGUE PARTICIPANTES 01 a 18

LOCCI STR’S

D3S1358

THO1

D13S317

D16S539

vWA

TPOX

D18S51

FGA

D8S1179

D21S11

D7S820

CSF1PO

D5S818

Amelogenina

D2S1338

D19S433

40




TABELA ALELICA
DENTES PARTICIPANTES 01 a 18

LOCCI STR’S
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Eu, CD Paulo Afonso de Oliveira Janior, coordenador do curso de Especializagio
em Cirurgia e Traumatologia Buco Maxilo Faciais da EAP-APCD (Escola de
Aperfeigoamento Profissional da Associagio Paulista de Cirurgides-Dentistas Regional
Piracicaba), autorizo o CD Leonardo Soriano de Mello Santos (CRO-PA 3657) a
freqiientar a clinica de especializagio do referido curso, de maneira a viabilizar a
abordagem de pacientes com indicagéo para exodontia de terceiros molares que estejam
dispostos a participar como amostra da pesquisa intutilada “A VIABILIDADE DA
UTILIZACAO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS OBTIDAS DE DENTES HUMANOS
PARA A OBTENCAO DE PERFIS GENETICOS DE DNA ” referente a dissertagio de
mestrado do profissional supracitado, sem nenhum dnus adicional a este profissional ou e

nenhum dos pacientes abordados interessados em participar.

Piracicaba, 12 de Fevereiro de 2008,

f
"‘—'/J_\ E \_____ < &
Dr. Paulo Afonso de C!live%l5

Coordenador do Curso de Especilizagio em Cirurgia e Traumatologia Buco Maxilo

Faciais (EAP-APCD-Piracicaba)
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Ul FOP-UNICAMP
&"’ 1957-2007 >
™ 4. UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

= Anas

a¥Y FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA V

uNICAMP

Deliberacio CAD n. 04/2003: O conteiido do presente documento ¢é de responsabilidade
exclusiva do subscritor do mesmo, eximindo qualquer responsabilidade da UNICAMP.

AUTORIZACAO PARA TRANSPORTE DE MATERIAL BIOLOGICO PARA FINS
DIDATICOS

AUTORIZO O DR. LEONARDO SORIANO DE MELLO SANTOS, cirurgido-
dentista, brasileiro, solteiro, aluno de mestrado da Faculdade de Odontologia de Piracicaba,
UNICAMP, portador do R.G. 2589492 SSP/PA, CPF 575.012.622-68, residente ¢
domiciliado na Rua Quinze de Novembro, n.1315 , Apto 74, na cidade de Piracicaba, SP,a
transportar dentes humanos e amostras de sangue  pertencentes ao Laboratorio de
Odontologia Legal desta Faculdade, para a finalidade especifica de andlise das amostras de
maneira a viabilizar a dissertagio de mestrado deste profissional intitulada “A Viabilidade da
Utilizagdo de Amostras Biolégicas para obtengdo de Perfis Genéticos de DNA” aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa desta Faculdade sob o Protocolo 37/2008, no Laboratério de

DNA Criminal da Policia Civil do Espirito Santo, na cidade de Vitéria, capital do estado do
Espirito Santo.

Piracicaba, 04 de Junho de 2008.

Prof

ge Jinior
Prof. Titular da Cadejra de O

¢ Ddontologia da FOP-UNICAMP

(=

\

| Fi ¢ iadic Piralicaba
Av. Linh\:' , 90~ Caixh Postal 52 CEP 13414903 Piracicaba-SP —
Fone: (19) 2106- = Fax (19) 2106-5218 ou (19) 34219144 - www. fop unicamp.br
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GOVERNO DO ESTADO DO ESPIiRITO SANTO
SECRETARIA DE ESTADO DA SEGURANCA PUBLICA
POLICIA CIVIL
SUPERINTENDENCIA DE POLICIA TECNICO CIENTIFICA
LABORATORIO DE DNA CRIMINAL

TERMO DE AUTORIZAGAO

Na condicdo de Responsavel Técnico pelo Laboratério de DNA Criminal da Policia
Civil do Espirito Santo, como forma de viabilizar a execucdo do Projeto de Pesquisa
intitulado “A VIABILIDADE DA UTILIZAGAO DE AMOSTRAS BIOLOGICAS
OBTIDAS DE DENTES HUMANOS PARA OBTENGAO DE PERFIS GENETICOS DE
DNA”, sob a responsabilidade do DR. LEONARDO SORIANO DE MELLO SANTOS
(Autor) considerando a importancia do projeto para o desenvolvimento da ciéncia e
para maior seguranca nos célculos dos indices de probabilidade de patemidade,
imprescindiveis nas analises de perfis genéticos de DNA, AUTORIZO, pelo presente
termo, ciente de que ndo havera custos financeiros para a Instituicdo Policial a
qualquer tempo e nenhum tipo de prejuizo ou comprometimento da rotina das
atividades periciais, a realizago neste Laboratério das etapas de extracéo,
amplificacéo e seqiienciamento do DNA nuclear, objeto do estudo proposto.

Vitéria, 12 de maio de 2008.

P [ ]1_9 cukl s
Dr. Luis R\é»'nagm Silveira Costa
Médico Legista — Médico do Trabalho — Especialista em Genética Forense
Doutor em Ciéncias pela FOP / Unicamp — SP

Responsavel Técnico pelo Laboratério

Luiz Renato da S. Costa
Médico Legista

Resp. Técnico Lab. DNACR PC.ES
Matr.: 198952
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ANEXO 2

Protocolo de Extracdo de DNA a partir de manchas de sangue através do uso da Resina
Chelex® 100 (Walsh, Metzeger & Higuchi, 1991).

A S AR

12.

. Pipetar ImL de 4gua estéril destilada em um tubo estéril de 1,5mL. Adicionar um

dos seguintes (conforme o caso) e agitar gentilmente: a) 3uLL de sangue; b) por¢ao
com mancha de sangue com minimo de 3mm’.

Manter a temperatura ambiente de 15 a 30 minutos; agitar ocasionalmente por
inversao ou vortexar gentilmente.

Centrifugar de 2 a 3 minutos a 10.000-15.000 rpm.

Remover com cuidado o sobrenadante (deixar no tubo cerca de 20 a 30uL) e
descartar. Se tratando de uma mancha de sangue, deixar o local onde esta se
encontra juntamente com o pellet.

Adicionar Chelex 5% a um volume final de 200uL.

Incubar a 56°C de 15 a 30 mins.

Vortexar com vigor de 5 a 10 segs.

Incubar em dgua fervente por 8 mins.

Vortexar com vigor de 5 a 10 segs.

. Centrifugar de 2 a 3 minutos a 10.000-15.000 rpm.
11.

A amostra agora encontra-se pronta para a amplificagdo por PCR. Recomenda-se
que 20uL do sobrenadante seja adicionado ao PCR mix.
Armazenar o remanescente a temperatura de 2 a 8°C ou congelar. Para reutilizar,

repetir os passos de 9 a 11.
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Protocolo de Extracdo de DNA a partir de Dentes através do método isopropanol/acetato de
amonia (Rivero et al., 2002)

1.

Transferir 0,25g do dente (triturado previamente em moinho criogénico) para um
tubo eppendorf esterilizado adicionando ImL de 4gua ultrapura;

Centrifugar 1000 rpm por 5 mins.;

Desprezar o sobrenadante e lavar o corpo de fundo com 1000uL. PBS Ix,
centrifugando-se entdo em 2000 rpm por 5 mins, e desprezar o sobrenadante;

Lavar o corpo de fundo com 1000uL de PBS 1x, centrifugando novamente em 2000
rpm por 5 mins, e desprezar novamente o sobrenadante;

Submeter o corpo de fundo a digestdo enzimdtica com proteinase K: adicionar ao
corpo de fundo 200 a 400uL de tampao de lise estéril (NaCl 1M; Tris-HCI 1M,
EDTA 0,5M, pH 8,0; SDS 10%) e proteinase K na concentragdo final de 500ug/mL.
Os tubos serdo mantidos a 55°C em banho maria por trés a cinco dias até a completa
dissoluc¢do do corpo de fundo do tecido. Sera adicionada proteinase K (10 a 30uL na
concentracdo de 250ug/mL) em intervalos de 24 horas, e os tubos serdo invertidos
pelo menos uma vez ao dia;

Apé6s a completa dissolucdo do material (a solucdo no tubo eppendorf estard
praticamente transparente) procede-se a inativagao da proteinase K, incubando-se os
tubos a 95°C durante 10 mins, no banho seco ou banho maria;

Para extracdo de DNA, adiciona-se 200uL de acetato de amdnia 4M no tubo
contendo o lisado, para a precipitacdo da proteina. O tubo serd homogeneizado por
20 segundos vigorosamente, incubando em gelo durante 5 mins, e centrifugado a
13000 g durante 3 mins. A proteina precipitada serd observada como corpo de fundo
no tubo. O sobrenadante, contendo o DNA serd transferido para outro tubo
eppendorf;

Para a precipitacao do DNA, adiciona-se 600uL de isopropanol 100%, que homogeneizado,
serd centrifugado a 16000 g durante 5 mins. O sobrenadante serd entdo desprezado e o
corpo de fundo de DNA obtido serd lavado com etanol 70% a temperatura ambiente e o

corpo de fundo de DNA ser4 dissolvido em 30 a 50pL de tampao de dilui¢do TE (Tris-HCI
10mM, pH 7,4 e EDTA 1mM, pH 8,0) e mantido a 4°C.
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