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A DETERMINACAO DO SEXO ATRAVES DA
CROMATINA SEXUAL DA POLPA DENTARIA
E SUA IMPORTANCIA PERICIAL

) Autor: SERGIO DUZ
Orientadora: Profa. Dra. GLAUCIA MARIA BOVI AMBROSANO

RESUMO

Desde 1949, quando BARR ¢ BERTRAM descobriram
incidentalmente, ao examinarem os neurdnios de gatos, que havia um
granulo heteropicnético, cujos estudos posteriores levaram a descoberta de
que o cromocentro era peculiar ao niicleo neural das fémeas, varios estudos
foram desenvolvidos para investigar a presenca da cromatina sexual em
outros animais € no homem.

Esta descoberta tem sido de inegével importéncia para a clinica
¢ a pratica médica. Assim considerada, sua contribuigdo & Odontologia
Legal nfio poderia ser menosprezada, visto que a identificagdo sexual € um
topico relevante para essa Ciéncia.

O escopo da presente pesquisa foi o de procurar determinar,
através de exames histologicos da polpa dentiria em dentes integros e
higidos, de pacientes jovens com idade entre 10 e 30 anos de idade, a

existéncia de uma diferenciaciio quantitativa e qualitativa significante de
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cromatina sexual em pessoas de ambos os sexos, de tal modo que fosse
possivel determinar o sexo pelo exame desse material.

As pessoas das quais foram colhidas as polpas dentdrias eram
clinicamente saudaveis e, aparentemente, sem qualquer evidéncia para
desvio sexual.

Assim, foram examinadas 50 polpas dentdrias de pessoas do
sexo masculino e 50 polpas dentdrias oriundas de pessoas do sexo feminino,
retiradas de pré-molares e terceiros molares que, por indicagdo ortoddntica,
foram submetidos a extracdo.

Os cortes histologicos dessas polpas dentdrias, depois de
fixados, foram corados pela hematoxilina férrica de HENDENHAIN. Um
nimero de 100 células foi contado em cada preparo, determinando-se a
presenga de fibroblastos que continham ou nfio a presenga de cromatina
sexual.

Os resultados encontrados permitiram concluir que € possivel
a determinacfo do sexo em seres humanos, através da frequéncia da
incidéncia da cromatina sexual pelo exame microscépico de fibroblastos da
polpa dentdria, tornando-se mais um dado pericial a ser adicionado aos

procedimentos de identificacdo do individuo.
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ABSTRACT
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SEX DETERMINATION THROUGH SEX
CHROMATIN IN TEETH PULP CELLS AND YOUR
PERICIAL IMPORTANCE

’ Author: SERGIO DUZ
Adviser: Profa. DRA. GLAUCIA MARIA BOVI AMBROSANO

ABSTRACT

In 1949, BARR and BERTRAM accidentally discovered the
presence of heteropycnotic granules in neurones of cats. Further studies
revealed that chromocenter was peculiar to the neural nucleus of females.
Since then, several studies were made to investigate the presence of sex
chromatin in other animals and in human beings.

Such findings have been of utmost importance to medical
practice. The contribution of such investigations to Forensic Odontology
should not be underestimated, given the relevance of sex identification to
this Science.

The present study had the scope of determining the existence
of significant qualitative and quantitative differentiation in the sex
chromatin in a sample of white male and female subjects. The ultimate

objective was to determine sex through analysis of that material.
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Histological tests were performed in the dental pulp of 50 male subjects and
50 female subjects, of ages between 10 and 30. The subjects in this sample
were in good medical condition, without any visible sign of sexual
abnormality. The teeth from which the pulp was extracted were in perfect
condition. The pulp was extracted from premolars and third molars
removed after orthodontic evaluation.

Histological samples of the pulps, after fixation, were stained
with HERDENHAIN’S ferric hematoxylin. One hundred cells were counted
in each slide. In these cells the presence or absence of sex chromatin in
fibroblasts was determined.

Results allow the conclusion that human sex determination is
possible when the incidence of sex chromatin in fibroblasts of dental pulp is

analyzed in the microscope.

Key words: Sex identification, Sex chromatin, dental pulp
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INTRODUCAQO

Quando GLEITER, citado por BARR, (1966),
demonstrou em 1937, a propriedade de heteropicnose dos
cromossomos X, em células somdticas de insetos, descortinava-se
um novo € vasto campo de pesquisa que s6 adquiriu sua verdadeira
posicdo de destaque quando BARR, em 1949, realizou estudos com
neurdnios de gatos, que o levaram a descobrir a cromatina sexual.

Tal descoberta viria satisfazer nfo somente uma antiga
curiosidade sobre o diagndstico pré-natal mas, também, oferecer
solucdo a diversos problemas de identifica¢do sexual.

BESSAS & MICHALAS relataram que o0s primeiros
métodos para diagnéstico pré-natal do sexo estavam descritos no
papiro médico de Kahoum, no papiro de Carlsberg e no grande
papiro do museu de Berlim. Escritos ha 4.500 anos, esses métodos
foram transmitidos aos gregos e Hipdcrates mencionou alguns,
baseados na cultura de grios de diferentes cereais com urina de
mulheres gravidas, sendo o sexo do embrifio determinado a partir

da espécie do cereal que ali germinasse.
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Nessa Gltima metade do século XX, houve consideravel
avangco no estudo das células somadticas, gracas ao poder de
resolucdo dos microscopios eletrénicos, assim como ao
desenvolvimento de uma variedade de técnicas de preparagio e
preservagio de amostras que viabilizaram um maior entendimento
do dimorfismo sc_exual.

A cromatina sexual tem sido objeto de amplas pesquisas
sob diversos pontos de vista. Tendo sido demonstrado,
inicialmente, que este corpusculo ocorria so6 nas fémeas de animais
(BARR & BERTRAM, 1949; GRAHAM, 1954; PRINCE et al.,
1955), os pesquisadores buscaram confirmar essa descoberta em
humanos (MOORE & BARR, 1955; BARR, 1959; GRIGNASCHI,
1960), e, a partir dai, as pesquisas buscaram estudar a cromatina
sexual sob os mais diversos aspectos, tais como a analise do liquido
amniotico para diagnoéstico pré-natal do sexo (BESSAS &
MICHALAS, 1968; SIEBERS, 1975; QUEZADA et al., 1976;),
variacdo da incidéncia (LEVIJ & CAREL, 1981; 1968; DOLAN,
1968; ROEDE, 1977; GARZA-CHAPA et al.,, 1977; Yen et al.),
métodos de identificacdo da cromatina sexual (BLANCO DE DEL

CAMPO & RAMIREZ, 1965; ARAGONES & ECOZCUE, 1973;
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BLANCO & MACAGNQO, 1984;), a freqiiéncia da cromatina sexual
nas diferentes amostragens (DULANTO, 1970), métodos de
coloragdio (PANSENGRAU & PETERSON, 1964; NAGAMORI,
1986), avaliagdo das diferengas de porcentagens encontradas pelos
diferentes autores (LASO et al., 1966; LOCKHART, 1966), entre
muitos outros.

Tais estudos tém contribuido com detalhadas
informag¢des para a Odontologia e para 2 Medicina Legal,
mormente quando sdo sumarios os materiais de restos humanos
para identificagéo.

A determinagdo sexual é, para INTRONA et al. (1998),
um dos maiores desafios para antropologia forense, dentro do
contexto da medicina legal.

A determinagio do sexo € mais confidvel se o esqueleto
disponivel para andlise estd completo, mas, como pode ocorrer em
casos forenses, muitas vezes os restos de esqueletos humanos estio
incompletos ou avariados, dependendo de suas condigdes de
sepultamento, avarias causadas pela atividade de algum animal,

circunstincias de preservacéo ou cobertura do corpo.
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E conhecido o importante papel da determinacio
sexual em uma pericia, ¢ o dente, dada a sua preservagio mais
prolongada que outras partes do corpo humano, é um elemento de
vital importdncia quando s3o limitadas as amostras a serem
investigadas.

Para o legista, nenhum material pode ser desprezado ou
considerado insignificante, pois todos os elementos encontrados
numa cena de crime contém informagdes que fornecem subsidios
imprescindiveis ao desenvolvimento do seu trabalho, como
observou NAGAMORI (1989).

A Odontologia Legal tem demonstrado sua valiosa
participacdo na identificagdo de corpos que, principalmente em
acidentes com aeronaves, ficam extremamente mutilados.

Em muitos casos, a identificacdo dental é o primeiro,
quando ndo o Gnico, recurso disponivel, e a literatura cientifica tem
demonstrado a sua importidncia nas mais diversas circunstincias.

CLARK (1986), relatando os problemas de identificagdo
no acidente a€reo em Abu Dhabi, em 1983, em que morreram 112

pessoas, descreveu que metade das identificacGes foram obtidas
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pelos dentes, ainda que representasse 6,24% do nimero total de
vitimas.

Identificar é determinar o conjunto de caracteres que
individualizam wuma pessoa, tornando-a distinta das demais,
(OLIVEIRA, 1997) e os seres humanos demonstram, desde os mais
remotos tempos, a sua  preocupagdo com a questio da
identificacéo.

GALVAO (1996), fez um esbogo  histérico desse
enfoque e salientou a importdncia dos relevantes servigos
prestados  pela  Odontologia Legal ao Poder Judicidrio,
enfatizando a necessidade da presenga do Odontolegista em todo
Instituto Médico Legal.

O caminho de perspectivas mais amplas para a
Odontologia, sobretudo nos dominios da tanatoscopia forense, foi
aberto pelo Consul do Paraguai, na Franca, Dr. ALBERT HANS,
citado por LEITE (1962), quando aconselhou que se consultassem
os dentistas das vitimas do grande incéndio do Bazar da Caridade,
em Paris, na data de 4 de maio de 1897. Através de métodos
puramente  odontolégicos, DAVENPORT, GODON, BRAULT,

DUCOURNEAU, e outros profissionais ilustres, também citados
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por LEITE (1962), demonstraram a sua alta capacitacio na
identificagdo de caddveres carbonizados, o que foi sumamente
importante, tanto do ponto de vista legal, quanto do ponto de vista
psicologico, para os parentes das vitimas.

PUEYO, em 1994, apresentou uma tabela de casuistica
citada na literatura por varios autores, relativa a dezoito acidentes
aéreos, com um total de 1.893 vitimas, no periodo de 1963 a 1985,
em que 553 identifica¢des foram efetuadas somente com a ajuda da
Odontologia Legal e, 177 identificagdes efetuadas com a ajuda da
Odontologia Legal e outras técnicas periciais. Seu objetivo foi o de
mostrar a aplicac8o dos conhecimentos odontologicos com a
finalidade de resolver numerosos problemas juridicos.

“A identificacio dos individuos é imprescindivel em
todas as circunstincias que ocorrem nas relagdes humanas, seja no
Ambito civil, seja no d4mbito criminal, e pode ser realizada no vivo,
no cadaver e no esqueleto” (ARBENZ, 1959).

De acordo com GOMES (1997), destina-se a identificar
a raga, o sexo, a idade, a altura, o peso, os sinais individuais que
incluem as malformacGes e as cicatrizes, os sinais profissionais e

as tatuagens.
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Trilhando um longo caminho para ser reconhecida como
uma especialidade odontolégica independente, a Odontologia Legal
tem, na atualidade, autonomia cientifica.

O processo de identificacdio odonto-legal, em que se
busca determinar a identidade de uma pessoa, tem um valor
indiscutivel.

Quando o legista tem diante de si, um ser que ainda ndo
teve o sexo determinado pela pericia, dado o limite imposto pelo
estado do corpo, ou a precariedade do material a ser examinado, a
determinaciio do sexo € uma etapa importante, pois, como se
trabalham com apenas duas variaveis, € possivel reduzir o campo
de pesquisa numa considerdvel proporgéo.

Evidentemente, a determinac¢do do sexo ¢€ uma tarefa
rotineira, extremamente simples, quando o exame € feito num ser
normal, vivo ou morto recentemente.

As primeiras dificuldades para determinar o sexo
comegam a surgir quando o caddver ji4 se encontra em putrefacgéo,
com destruicdo da genitalia externa, mutilacdes ou estados inter-

sexuais.
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Mesmo com essas restricbes, € possivel, contudo,
constatar a existéncia de utero, ovarios ou prostata, ¢ ainda
pesquisar a existéncia ou nfo do corpisculo de BARR e, desse
modo, determinar corretamente 0 sexo.

As dificuldades aumentam, nesse aspecto, quando o
corpo estd reduzido a um esqueleto, e ainda assim, gragas aos
incessantes estudos de medidas corporeas desenvolvidos pela
Antropometria, € possivel estabelecer diferengas caracteristicas
segundo o0 sexo.

A situagdo torna-se ainda mais complexa, quando os
materiais disponiveis para uma pericia resumem-se a fragmentos
0sseos e dentes, ou corpos carbonizados.

E nesse crucial momento que a Odontologia
disponibiliza recursos exclusivos de sua area, pois que os dentes
sio importantes elementos para determinacdo de varios aspectos
periciais, ndo sendo poucos os casos em que a identificacdo s0 se
tornou possivel pelo exame da arcada dentéaria.

Considerando-se a duragio quase que infinita dos

dentes, por serem extremamente resistentes as ac¢des mecénicas,
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térmicas, quimicas e fisicas, verifica-se a relevante contribuicio
que a Odontologia Legal pode oferecer as pericias.

Estando a polpa dentaria protegida por esse arcabougo
mineral, esta representa o uUltimo reduto a sofrer interferéncias
desses fatores externos, preservando, assim, informag¢des periciais
de vital importdncia que ainda nio foram totalmente decodificadas
pela ciéncia moderna.

A partir dos estudos de BARR e colaboradores, pode-se
observar a existéncia de cromatina sexual nos nucleos das células e
assim determinar-se o sexo genético.

Unindo-se esses dois elementos, cromatina sexual e
polpa dentéria, evidencia-se a importincia de se pesquisar a
determinagdo do sexo através da cromatina sexual na polpa
dentaria.

A propositura do trabalho da presente pesquisa foi
embasada na importdncia da determinacio do sexo em qualquer
processo de identificagdo e, principalmente, no processo de
identificacdo em situa¢des de disponibilidade precdria de materiais

para pericia, situagdes estas que enfatizam a importincia dos
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elementos dentarios, pois que, em muitas situacdes, sdo eles os
anicos recursos disponiveis para fornecerem dados conclusivos.
Conseqiientemente, é através da Odontologia Legal que
se buscam elementos periciais, destacando-se assim, de forma
inequivoca, a sua inestimavel participacdo cientifica e pericial no

processo de determinacfo sexual.
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REVISTA DA LITERATURA

BARR & BERTRAM, em 1949, observaram que o
nucleo das células nervosas de fémeas de gato continha um
proeminente nuciéolo, inexistente no macho, que apresentava
intensa coloragio com tinturas basicas, tais como violeta de Cresyl
e tionina. A diferenca observada na estrutura nuclear entre
neurdnios do gato adulto macho e¢ da fémea estava no grau de
desenvolvimento de um segundo corplisculo, que era bem menor
que o nucléolo. O corpusculo posterior era mais ou menos
intimamente associado com o nucléolo, também colorido com
tinturas basicas. Assim, os autores o designaram como “satélite
nucleolar”. As células nervosas de gatas fémeas o continham, em
regra, imediatamente adjacente ao nucléolo e, embora o normal
fosse apenas um Uunico satélite, também podiam ser encontrados
dois desses corpusculos. O satélite era visto em aproximadamente
30 a 40% das células, sendo invisivel quando eclipsado pelo
nucléolo. Em regra, as células nervosas do gato macho continham

um  satélite nucleolar pouco desenvolvido, visto com baixa
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freqiiéncia, e que, quando visivel, estava adjacente ao nucléolo. A
diferenca morfolégica entre neurdnios de gatos machos e fémeas
adultas era claramente detectada em cortes do cérebro, cordio
espinhal e génglios simpaticos, de tal modo que era possivel
separar dois grupos sem conhecimento prévio do sexo,
simplesmente por este carater morfolégico que os distinguia.
Observaram que o cromossomo nuclear era freqlientemente o
cromossomo sexual e que poderia ser derivado de sua
heterocromatina. Relataram wuma diferengca sexual similar em
humanos através da analise dos génglios simpaticos e alertaram
para uma possivel distingdo nuclear, de acordo com o sexo, em
fungio da composig¢do entre cromossomos X e Y. Os autores
concluiram que era possivel diferenciar o sexo de uma célula
somatica sem equipamento mais elaborado do que um
microscépio, combinado com a coloracdo de tecidos pelo rotineiro

método de Nissil.

GRAHAM, em 1954, estudando 39 embrides de gatos,
em varios estagios de desenvolvimento, observou que o sexo do

embriio podia ser identificado pelo nicleo das células da
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membrana embrionaria, independentemente desses embrides
apresentarem caracteristicas sexuais no sistema reprodutivo. A
autora conciuiu que a diferenciagfio sexual podia ser identificada
desde a fase embrionaria, porque os embrifes, cujos nidcleos
continham cromatina sexual, eram visivelmente de gatas fémeas, e
os embrides nos quais a cromatina sexual era imperceptivel, eram
masculinos. Desse modo, considerou que, se a diferenca sexual
estivesse presente no embrifo, seria impossivel que a cromatina
sexual, a nivel morfolégico, fosse influenciada por hormoénios

sexuais.

PRINCE et aql., em 1955, realizaram um estudo
comparativo do nticleo intermitético em primétas machos e fémeas,
da espécie Macacus rhesus. Observaram a incidéncia de 76% da
cromatina sexual nas células nervosas das macacas fémeas, com
variadas localizagbes de um neurdnio para outro. Em algumas
regides estava na membrana nuclear ¢, em outras, COmo nos nervos
faciais, estava adjacente ao nucléolo, sendo demonstravel na maior
parte dos tecidos e orgdos dos primatas. Nos machos encontraram

uma incidéncia de 10% de nucleos que continham particulas
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semelhantes a cromatina derivada de cromossomos sexuais ou de
um autossomo original. Todavia, somente um pequeno numero de
nicleos celulares masculinos continham a massa cromatinica com
caracteristicas semelhantes 4 cromatina sexual do nicleo feminino.
Consideraram, também, que a cromatina sexual encontrada era
mais granulosa e abundante no primata em comparagio com o
gato. Concluiram que a cromatina sexual podia ser identificada em
80% dos nicleos celulares femininos, geralmente adjacente a
membrana nuclear, com exce¢fio do epitélio transitério da bexiga.
As medidas da cromatina sexual variavam de um tipo de célula para
outra, sendo maiores nas células de cartilagem (1.04 x 1.3p), e
menores nas células da mucosa gastrica (0.7 x 1.04pn) e em

misculos lisos (0.8 x 0.9p).

HUNT & GLEISER, em 1955, relataram suas
observagdes de que, apesar da notdria dificuldade em se determinar
o sexo de criancas pré-adolescentes, a partir dos exames de restos
Osseos, esse método tornava-se mais produtivo quando se
examinava a pequena diferenca que existia na calcificacdo dentdria

que ocorria entre meninos e meninas. Fizeram, também, a
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observacdo de que esses exames eram impraticaveis nos ossos da
m#o, como um determinador do sexo da crianca, por serem
pequenos € quebradicos. Por outro lado, ao método de exame dos
dentes podiam ser adicionadas descobertas relatadas em atlas
radiograficos do joelho. Assim, concluiram que, se fosse conhecido
o sexo do esqueleto era possivel determinar a idade da crianga pré-

adolescente, a partir do exame da calcificacdo dentaria.

MOORE & BARR, em 1955, analisando o esfregago da
mucosa oral de 140 pessoas (81 homens e 59 mulheres), cujas
amostras foram coradas com cresyl violeta, observaram claramente
a cromatina sexual no nicleo das células epiteliais femininas. Ao
mesmo tempo, notaram que a massa de cromatina ndo era visivel
nas células masculinas. Sugeriram que este método, pela vantagem
da facilidade de sua execuc¢fio, era uma alternativa a ser usada em
substituicdo as biopsias de pele realizadas para detectar o
cromossomo sexual em anomalias congénitas de desenvolvimento
sexual. Segundo suas experiéncias, os testes com biépsia de pele
eram confiaveis se as secdes fossem de boa qualidade técnica e,

algumas vezes, era dificil obter se¢ées que mostrassem um correto
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detalhe do nucleo. Observaram que era mais facil reconhecer a
cromatina sexual quando localizada perifericamente, tendo sido
identificada, nesta localizagcdo, em 40 a 60% dos nucleos das
células femininas, € uma massa cromatinica similar ndo foi
observada nas células das amostras masculinas. Nessa experiéncia,
o sexo foi corretamente diagnosticado em 100% dos casos, pelos
dois examinadores. Desse modo, acreditaram que o cromossomo
sexual podia ser diagnosticado pelo esfregaco de mucosa oral, com

uma pequena margem de erro.

BARR, em 1959, afirmou que ja estava definitivamente
estabelecido que havia duas formas distintas na estrutura do nicleo
intermitdtico do homem ¢ de outros mamiferos, evidenciadas pela
presenca da cromatina sexual na mulher, ¢ pela auséncia no
homem, possivelmente relacionadas ao compiexo cromossémico
sexual XX das mulheres e XY dos homens. A existéncia de
anomalias sexuais fenotipicas levou o autor a pesquisar o
relacionamento existente entre estes casos e o sexo nuclear.
Preliminarmente, estabeleceu que, para individuos normais havia

correlagdo entre a presenga de cromatina sexual e cromossomos
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sexuals XX, ou a auséncia de cromatina sexual com cromossomos

sexuais XY.

GRIGNASCHI et al., em 1960, planejaram seu trabalho
com a finalidade de determinar a quantidade minima de elementos
celulares que se devia observar e tabular para obter porcentagens
que fossem a expressdo da realidade, que ndo conduzissem a erro, €
também o critério a ser empregado para o reconhecimento da
cromatina sexual. Coletaram 4 amostras de sangue de um grupo de
40 seres humanos (20 de cada sexo), 4 preparados de raspagem da
mucosa bucal (2 do lado direito e 2 do lado esquerdo) e 1 bidpsia
de pele do lado dntero-externo da coxa. Os autores concluiram que
a cromatina sexual n#do necessitava de procedimentos ¢ nem de
corantes especiais, sendo que qualquer corante nuclear podia ser
empregado com é&xito para o seu reconhecimento. Acerca dos
critérios para o reconhecimento da cromatina sexual, optaram, por
ser mais seguro, considerar apenas os corpusculos marginais
localizados sobre a membrana, no contorno nuclear, considerando o
nticleo como disco, e ndo como esfera. Consideraram que, desse

modo, as cifras de cromatina sexual seriam inferiores as obtidas por
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alguns observadores, mas teriam um critério referencial seguro,
com resultados altamente satisfatorios. Sobre a quantidade de
nicleos, a partir da qual se estabilizaria a porcentagem do
corpusculo de Barr, ndo encontraram diferengas significativas entre
a contagem de 1000 e de 400 ndcleos, tendo sido possivel
concentrar-se a contagem a 100 nucleos para preparados em cujas
células abundasse a exterioriza¢do da cromatina sexual. O estudo
comparativo de cada um dos diferentes materiais demonstrou que
hd correspondéncia entre eles para determinar o sexo, com um
indice de 100% de seguranca na determinacdo do sexo em pessoas
normais. Consideraram, também, que a taxa minima de 4% de
corpusculos de Barr, em 400 nudcleos, para diagnosticar o sexo
feminino, era um valor correto, porque nenhum individuo deste
grupo tinha apresentado freqiiéncia inferior a esta. Quanto a
observacdo de porcentagens, ainda que minimas, de cromatina
sexual no lote de amostras masculinas, os autores consideraram que
ndo poderiam omitir esses achados, visto que ndo havia maneira de
determinar, morfologicamente, se seria uma formac¢do cromatinica

inespecifica que simularia o corpusculo de Barr.
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BEREMBAUM, em 1960, examinando ratos e
camundongos, concluiu que o sexo desses roedores podia ser
determinado pela localizagdo periférica de corpos de cromatina
sexual, tendo encontrado uma incidéncia de 30 a 52% para fémeas,
e abaixo de 2% para machos. O autor considerou que, na contagem,
apenas as células que mostravam cromatina sexual suficientemente
dispersa tornavam possivel uma observagdo do corpiusculo de
cromatina sexual, tendo desprezado as células em que a cromatina
sexual ndo podia ser identificada com confianca. Isso ocorreu
quando os nucleos estavam danificados ou sobrepostos, inclinados
ou dobrados de tal forma, que nfo fora possivel identificar, com
precisdo, um corpo de cromatina. O autor concluiu que o sexo de
camundongos e ratos podia ser determinado pela incidéncia da

localizag@o periférica do corplsculo de cromatina.

JACOBS et al., em 1960, estudaram as anormalidades
envolvendo o cromossomo X nas mulheres, e presumiram que a
existéncia de células com corpusculos duplos de cromatina sexual
podia estar associada com a amenorréia. Eles usaram o método do

esfregago da mucosa bucal para determinagdo de anomalias

55



DETERMINACAD DO SEXO ATRAVES DA CROMATINA SEXUAL NA POLPA DENTARIA E SUA IMPORTANCIA PERICIAL

cromatinicas encontradas nessas células, comparando o relato com
os casos clinicos em estudo. Estudaram a propor¢do de células
que apresentavam mais de uma cromatina sexual. Em um dos
casos examinados encontraram um Gnico corpusculo em 52% das
células, enquanto que, em 37% dessas células foram encontrados
dois corpusculos. No segundo caso examinado, em trés ocasides
diferentes da vida do paciente, dentre 500 células estudadas,
somente em 36 células foram encontrados corpisculos de
cromatina sexual, demonstrando assim, com seus estudos, a
validade do uso de cromatina sexual para avaliagdo do quadro

clinico genético anormal.

LYON, em 1961, relatou que Ohno e Hauschka,
interpretaram o cromossomo heteropicnético de células de
carcinoma de mamas e células dipléides normais do ovario como
um cromossomo X, sugerindo que a cromatina sexual era composta
de apenas um cromossomo X heteropicnético. Baseando-se nesses
relatos, a autora sugeriu que o cromossomo X heteropicnoético era
geneticamente inativo e que poderia ter origem materna ou paterna,

em diferentes celulas do mesmo animal. A cromatina sexual seria

56




DETERMINACAO DO SEXO ATRAVES DA CROMATINA SEXUAL NA POLPA DENTARIA E SUA IMPORTANCIA PERICIAL

formada por um cromossomo X, e um cromossomo X ativo seria

necessario ao desenvolvimento normal, incluindo o sexual.

SMITH et al., em 1962, estudaram a incidéncia da
cromatina sexual nas amostras bucais de recém-nascidos do sexo
feminino e de mées entre 24 horas antes do momento do parto.
Notaram a baixa incidéncia da massa da cromatina sexual durante o
primeiro ou segundo dia de vida pés-natal, se comparada com as
idades posteriores, e o mesmo fendmeno foi observado em mies
durante o dia anterior ao parto e ! a 2 dias apds, o que lhes
permitiu concluir que estes resultados podiam conduzir a uma
interpretagdo errénea, quando este teste fosse usado para
diagnostico nos recém-nascidos. Os autores aventaram a
possibilidade de que a fregiiéncia mais baixa nas meninas recém-
nascidas poderia ser induzida por medicacio recebida pela mie ou
pelo bebé. Como ocorria o0 mesmo fendémeno de uma incidéncia
mais baixa em mies durante o dia anterior ao parto, ¢ 1 a 2 dias
ap0s, sugeriram que poderia ocorrer uma etiologia comum para este
efeito em ambos: méie e recém-nascido. Contudo, esta correlacéo

nio foi objeto do estudo dos autores.
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TAYLOR, em 1963, observou que meninas recém-
nascidas mostravam uma baixa incidéncia de cromatina sexual em
amostras de descamag¢des bucais, durante os primeiros dias de
vida, principalmente nos dois primeiros dias, continuando abaixo
dos niveis de adultos até os nove dias apdés o nascimento, tendo
sido, ainda, encontrados bebés que nfo apresentaram nenhuma
cromatina sexual. Embora um dos bebés apresentasse sindrome
testicular de feminizag¢do, os outros, posteriormente, apresentaram
desenvolvimento normal. A autora desconhecia a razdo dessa baixa
incidéncia em meninas recém-nascidas, mas presumiu que isso
ocorria em decorréncia da alteracdo metabdlica existente nesse
periodo, como, por exemplo, a elevacdo do estrégeno. Foi
observado que 50 natimortas e 1 natimorto apresentavam uma forte
incidéncia de cromatina sexual, tanto quanto mulheres normais
adultas. A autora sugeriu estudos adicionais sobre as mudangas
metabdlicas com as adaptagdes dos recém-nascidos, possivelmente

relacionadas com os altos niveis de estrogeno nesta fase.

PANSEGRAU & PETERSON, em 1964, estudaram

métodos de coloragdo em 75 amostras bucais de diferentes homens
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¢ mulheres, encontrando 100% de correlagdo dos resuitados dos
testes para cromatina sexual com o fendtipo sexual, com uma taxa
de 97,6% das células femininas e 9% das células masculinas
contendo um corpusculo de cromatina. A menor incidéncia de
cromatina sexual em amostras femininas foi de 92% em uma
amostra, enquanto que a mais alta incidéncia nas amostras
masculinas foi de 14% em uma amostra. Os autores concluiram que
a proporgédo de cromatina periférica para a cromatina central devia
ser considerada como uma variacio adicional para a exatiddo da
determinacgdo genética do sexo, especialmente em mulheres, pois
em todos os casos havia uma numero maior de cromatina sexual
periférica do que central, e havia um nimero maior de cromatina
sexual central do que periférica em todos os homens. Encontraram
um numero maior de cromatina central em todos os homens ¢
relacionaram essa presenca a grumos de cromatina e ndo como
sendo realmente cromatina sexual. Analisando as possibilidades de
interpretagdo acerca da natureza da cromatina sexual em amostras
de individuos masculinos, os autores observaram que a incidéncia
de 11,7% de 2 cromatinas em células femininas, aproximava-se da

incidéncia de 9% de uma cromatina em células de amostras
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masculinas Concluiram, também, que é extremamente simples o

teste para a cromatina sexual, sendo satisfatorio para a selegdo de

um grande ntmero de pessoas.

BLANCO DE DEL CAMPO & RAMIREZ, em 1965,
estudaram as variacdes da freqiiéncia da cromatina sexual durante
o ciclo menstrual, coletando esfregagco bucal de 17 mulheres entre
24 ¢ 38 anos de idade, durante um ou mais ciclos menstruais.
Foram observadas variagGes no numero das massas de cromatina
sexual em trés fases distintas, sendo encontrados os seguintes
resultados nas elevacdes: 9,2% no 1 dia do ciclo menstrual, 16%
no meio do ciclo € 12% na ultima metade do ciclo. O meio do ciclo
foi considerado mais ou menos 14 ou 13 dias antes do préximo
ciclo e a Gltima metade foi determinada aplicando a férmula: 28: D:

5: X, onde:
28 = dias em um ciclo menstrual padrio;
D = duragdo atual do ciclo menstrual da voluntaria;
5 = dia do meio no ciclo menstrual padrio

X = dia do meio no ciclo menstrual da voluntaria.
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A porcentager.n mais alta foi encontrada no 12" dia apés
a menstruacio, com uma ocorréncia média de 17% de cromatina
sexual. Os autores descartaram a possibilidade de haver um fator
extra—genético como indutor da presenga do corpusculo de Barr, ¢
consideraram que técnicas inadequadas s@o responsaveis pelas
discrepdncias entre sexo genético e sexo anatdmico. Preferiram
usar o termo “corplsculo de Barr” para designar a cromatina
sexual, devido & controvérsia existente sobre a localizagfo exata do
satélite nucleolar. Pelos resultados encontrados, relacionaram a
evidéncia dos corpiisculos de Barr a um fator nfo genético, e isto
era compativel com as discrepincias encontradas entre esfregagos
bucais, sangue e outros resultados, como os comparativos em casos
de malignidade. Quanto & incidéncia de proporgdes de células em
que encontraram o corpisculo de Barr, detectaram valores acima do
padrdo, encontrados pelos autores na literatlura, de 20% para o
sexo genético feminino, exceto nas contagens no meio do ciclo
menstrual. Concluiram que as variacdes da freqiiéncia da cromatina
sexual, ao longo dos ciclos menstruais de mulheres normais,
sugeriam  que fatores extra-genéticos estariam envolvidos na

determinagdo de sexo genético em células somaticas, e
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recomendaram que se realizassem exames consecutivos de

esfregaco bucal para determinar o verdadeiro sexo genético.

LASO et al., em 1966, através de amostras de sangue
para determinar o grupo sangiliineo, e de amostras de raspagem da
mucosa bucal, coletados de 213 jovens universitarias e 560 recrutas
militares, buscaram avaliar as diferen¢as das porcentagens de
cromatina sexual encontradas por diferentes autores. Comprovaram
que ndo havia qualquer relacdo entre um determinado grupo

sangiiineo com a maior ou menor positividade cromatinica.

LOCKHART, em 1966, inicialme_nte estudou grupos de
mulheres, de varias idades, para determinar seus proprios valores
normais de positividade da cromatina sexual, pois a série de valores
normais de positividade variava dependendo do tecido usado, da
técnica de coloragio ¢ do método de contagem. Um grupo de 26
jovens na pré-puberdade apresentou de 22 a 68% de suas amostras
com uma massa de cromatina periférica. Qutro grupo, formado por
30 mulheres adultas, saudéaveis, em idade reprodutiva, sem
medicagldes, apresentou uma taxa de 60 a 87% de positividade. O

terceiro grupo, formado por 40 homens de varias idades, mostrou
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uma positividade abaixo de 7%. Apoéds determinar esses valores, a
autora iniciou seus estudos com 3 casos de sindrome adrenogenital
em mulheres, tendo encontrado uma massa cromatinica periférica
em somente 20 a 40% das células de amostras bucais. Como a
literatura apresentava valores discrepantes com os valores
encontrados, a autora realizou estudos sobre a cromatina sexual
para avaliar a influéncia de fatores extra-genéticos na incidéncia da
cromatina sexual. Analisando relatos sobre a influéncia da
hidrocortisona, do ciclo menstrual, do estrégeno e da terapia com
prednisona, na incidéncia da cromatina sexual, a autora resolveu
estudar 10 mulheres gravidas, tendo notado que havia um aumento
de positividade na incidéncia da cromatina sexual da 4. até a 5.
semana antes do nascimento do bebé, seguido de um declinio no
més seguinte e retornando aos niveis mais altos na época do
nascimento. Notou que os altos niveis de estrogeno, durante a
gravidez, coincidiam com a queda da positividade da cromatina

sexual X no tltimo més de gestacdo.

CECI & SARNELLA, em 1966, examinaram 5

mulheres, para verificar a variagdo na incidéncia da cromatina
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sexual durante o ciclo menstrual visando estabelecer uma
comparaciio com dois polos antagdnicos verificados na literatura
presente: um que sustentava que ocorria uma elevagfo na contagem
da cromatina sexual durante o periodo pré-ovulatério e pré-
menstrual, e outro, oposto, que negava qualquer variacio
percentual da cromatina de Barr durante o ciclo menstrual. A
experiéncia foi realizada no periodo ovulatério do ciclo menstrual,
e os autores concluiram que nfo ocorria variagdo significativa da

presenca da cromatina de Barr.

KEYNES, em 1967, relatou estudos realizados para
determinag¢do do sexo sob a 6tica da agricultura e pecudria, visto
ser um assunto economicamente importante e cientificamente
interessante, tendo em vista ser de grande utilidade a selecdo
sexual para criadores de gado de corte ou gado leiteiro. O autor
sugeriu a possibilidade de se remover os primeiros embribes da
mie e determinar o sexo sem danifica-los, recolocando no utero
somente os embrides do sexo desejado. A determinac@o do sexo
seria realizada pela observacfdo da presenca ou ndo do corpusculo

de Barr, que deveria estar presente somente nas células femininas.
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LEVI) & CAREL, em 1968, testaram a variagio da
incidéncia da cromatina sexual sob a andlise de dois fatores: a
variacdo no tamanho do satélite nucleolar, e a inclusdo otica
causada pelo poder limitado de resolucdio da luz microscopica.
Escolheram amostras bucais de 20 enfermeiras, com idade abaixo
de 23 anos, durante o ciclo menstrual, pois os relatos
demonstravam varia¢cbGes na incidéncia de cromatina sexual
periférica nas amostras bucais neste periodo. Foram contadas 100
células em cada amostra e puderam observar a auséncia ou a
presenga da cromatina sexual periférica. No periodo do 1 a0 7°
dia do ciclo menstrual, foi observada uma freqii€éncia de 46% a
68%, no periodo do 8 ao 10 dia, uma fregiiéncia de 51% a 76% e,
no Gltimo periodo, do 11" ao 28" dia, a freqiiéncia foi de 46% a 67%
por amostra. Concluiram que as particulas de cromatina estariam
sempre ligadas & membrana nuclear; que a incidéncia de cromatina
sexual periférica no epitélio oral mostrava-se diferente em varios
estagios do ciclo menstrual; que havia diferencas concomitantes em
tamanho nuclear e, que existia uma relagfio altamente significativa
entre esse tamanho e a contagem da cromatina sexual. Desse modo,

uma baixa contagem de cromatina sexual, em fémeas, nio
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justificava a conclusio de que tivessem ocorridas mudangas no

cariotipo.

DOLAN, em 1968, realizou um estudo com o objetivo
de determinar se a flutuagdo hormonal que ocorre durante o ciclo
menstrual tinha qualquer efeito sobre a incidéncia da cromatina
sexual. O autor estudou amostras bucais colhidas da mucosa da
bochecha de 102 mulheres fenotipicamente normais, com idade
variando de 18 a 65 anos. As amostras foram obtidas no segundo
dia do ciclo menstrual, duas semanas antes do ciclo seguinte e uma
semana antes do proximo ciclo, durante trés ciclos menstruais.
Como grupo de controle, foram coletadas amostras de 8 mulheres
com 2 anos de menopausa ¢ de 7 mulheres em pré-menopausa. O
autor concluiu que esse estudo demonstrava que as condigdes
fisiologicas pré-menopausa tinham um efeito definido nos valores
da cromatina sexual e que ocorria uma incidéncia variada durante a
menstruacio, mas que a identificacdo dos fatores especificos que a

teriam influenciado necessitavam de maiores investigagdes.

BESSAS & MICHALAS, em 1968, desenvolveram uma

técnica para diagnoéstico pré-natal do sexo, revelando a cromatina
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sexual nos nucleos das células descamadas do liquido amniético
retirado durante a segunda metade da gestagdo. A pesquisa foi
efetuada com 75 gestantes, através de 28 pungdes por via
abdominal, e 47 pung¢des por via vaginal. Os autores relataram que
5 pungodes foram desprezadas pelo insucesso na coleta de material
e, dos 70 casos examinados, o diagnéstico foi correto em 60 deles,
sendo o erro de diagnostico, em 4 casos, atribuido & contaminacéo
do liquido amnidtico pelas células da mée, e, a citolise, nos outros
6 casos. Os autores nfo encontraram cromatina sexual em 10 casos
¢ haviam previsto um individuo do sexo masculino, o que foi

confirmado apds o nascimento do bebé.

CURTIS, em 1969, investigou a freqiiéncia da cromatina
sexual em mulheres normais para obter resultados que servissem de
controle para trabalhos posteriores. Coletou amostras de esfregago
bucal de 20 mulheres clinicamente normais, entre 18 e 20 anos de
idade ¢, um ano mais tarde, usou um grupo menor de 5 mulheres
similares, tendo usado, nas duas ocasifes, o mesmo método de
contagem. Estabeleceu como medida de controle, para mulheres

normais, uma média de 40,8% de cromatina sexual, com uma
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variagdo de 38,3% a 43,4%, pois este valor permaneceu consistente

nas duas contagens.

CASPERSSON et al., em 1970, estudaram a coloragdo
fluorescente em regides de cromossomos humanos heteropicnéticos
em nucleos durante a interfase, observando que uma parte
fortemente fluorescente da cromatina Y era constante na interfase
como um corpusculo fluorescente heteropicnético. Este fendmeno
foi considerado uma boa ajuda na determinag¢do do sexo genético
dos  nicleos em repouso. Os autores sugeriram que uma
determinag¢do precisa do sexo poderia ser obtida através de uma
combinag¢do com a analise do corplisculo de Barr, porque outros
cromossomos produziam regularmente corpusculos similares na

interfase, que podiam ser confundidos com a cromatina Y.

DULANTO, em 1970, estudando a distribuicdo das
freqiiéncias da cromatina sexual em diferentes regides do corpo
feminino providas de pélos, ndo encontrou diferencgas significativas
entre as freqii€ncias da cromatina sexual em bulbos pilosos de trés

regides do corpo humano: cabega, axila direita e plibis. O mesmo
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resultado foi observado quanto a freqiiéncia da cromatina sexual

no sedimento urinario e salivar.

TOWNSEND ef al., em 1970, realizaram um estudo
destinado a determinar a relagdo entre as contagens de cromatina
sexual ¢ as mudancas dos niveis do estrégeno, progesterona ¢
gonadotropina, durante o ciclo menstrual e a gravidez. Os autores
coletaram amostras da mucosa bucal de 44 mulheres gravidas e
registraram os resultados da contagem da cromatina sexual do
primeiro, segundo e terceiro trimestre. As contagens positivas de
cromatina sexual nas células femininas ficaram entre 20% ¢ 80%,
enquanto que as masculinas ficaram entre 0% e 5%. Do ponto de
vista dos autores, o aparecimento de estruturas semelhantes aos
corpos de cromatina sexual em células masculinas, poderia ocorrer
em func¢do de material nuclear agregado, de tal modo, que simularia
o aparecimento visto nas células femininas. A analise da variagdo
entre os grupos de cada trimestre demonstrou uma contagem
decrescente de cromatina sexual na gravidez, associada a elevagio

dos niveis de estrogeno.

69



DETERMINACAQ DO SEXO ATRAVES DA CROMATINA SEXUAL NA POLPA DENTARIA E SUA IMPORTANCIA PERICIAL

WYANDT & HECHT, em 1971, observaram, em
fibroblastos de pele humana, que o corpisculo de cromatina X
apresentava fluorescéncia com quinacrina, embora menos
intensamente que o corpisculo Y. A amostra de um individuo
XXYY, colorida com quinacrina, apresentou dois corpusculos Y
fluorescentes € um corpo maior, menos fluorescente. Apds a
recoloracdo pelo método de Fuelgen, observaram que o corpisculo
maior correspondia a cromatina sexual X. A amostra de um
segundo individuo XXY, apresentou apenas um corpo Y
intensamente fluorescente e uma cromatina sexual X menos
fluorescente, também  confirmada pelo método de Fuelgen,
localizada freqilientemente na membrana nuclear e, aparentemente,
numa posi¢do mais central. Os autores ndo encontraram o mesmo
resultado em células femininas e, concluiram que, através de
técnicas apropriadas, era possivel exibir, pela fluoromicroscopia,
os corplsculos X ¢ Y e que, presumivelmente, s6 um X, mais
fluorescente na interfase de individuos poli-X, relacionava-se com

uma maior condensacéo.
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KEGEL & CONEN, em 1972, aplicando a técnica do
uso de fluorescéncia obtida com quinacrina, realizaram estudos
histolégicos que lhes permitiram observar uma diferen¢a sexual nos
nacleos de se¢des congeladas de tecidos humanos masculinos e
femininos, em microscopios fluorescentes. Essa técnica permitiu
aos autores identificar o cromossomo Y em 70% dos nucleos
masculinos em interfase, enquanto que, nos nucleos femininos, a
incidéncia encontrada foi de 9%. Citaram que, em seus os estudos,
Moore ¢ Barr descobriram a cromatina sexual em 68 a 80% de
todos os tipos de células estudadas de mulheres, enquanto que era
observada a presen¢a de uma estrutura similar em apenas 2 a 21%
nos nucleos de células masculinas. Os autores sugeriram que
poderiam ser encontradas as mesmas varia¢des de cromatina sexual
ap6s a coloragdo com quinacrina. Concluiram que a técnica da
fluorescéncia poderia ser til em casos em que o diagndstico do
sexo nuclear fosse equivocado, como no caso de tecidos de certos

tumores ou de individuos com mosaicismo sexual cromossdmico.

SENO & ISHIZU, em 1973, estudaram a identificacgéo

sexual, especialmente a do sexo masculino, identificando o
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cromossomo Y no nucleo das células da polpa dental de um unico
dente. Os autores confirmaram que ndo o sexo, masculino ou
feminino, podia ser diferenciado através do cromossomo Y, em um
unico dente, fosse ele deciduo, permanente, incisivo, canino ou

molar, até 5 meses depois de sua extracio.

ARAGONES & EGOZCUE, em 1973, descreveram dois
métodos para identificar a cromatina sexual masculina, ou
corpascuio Y, e a cromatina sexual feminina, ou corpisculo de
Barr, em manchas velhas de uma gota de sangue em diversos
materiais, absorventes e nio absorventes, como metal, madeira,
vidro, papel, roupas, etc., por terem considerado de interesse ao
trabalho policial e a medicina forense. Analisaram as amostras,
coloridas com quinacrina, que haviam sido colocadas nos diferentes
materiais e, observando 100 nucleos de células, verificaram que
continham wum grande numero de células com nucleos bem
preservados, mesmo apds 90 dias, embora ocorresse uma queda de
conceniracdo apos aproximadamente 30 dias, o que tornava mais
laboriosa a determinagio do sexo. A cromatina Y era mais

facilmente identificavel em células de sangue, tendo apresentado
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uma incidéncia minima de 30%. Enconfraram maiores dificuldades
para detectar o corpusculo de Barr, porém, usaram o meétodo de
exclus@o para identificar o sexo feminino, ou seja, pela auséncia do
corpusculo Y. Citaram, também, que poderiam ocorrer
identificacdes errOneas, como fémeas, quando faltava a regido

altamente fluorescente nos bragos longos do cromossomo Y.

BIANCHI, em 1973, relatou que foi no periodo entre
1921 a 1928, que os trabalhos de Painter demonstraram que a
constituicdo cromossdmica sexual dos mamiferos machos é XY
(sexo heterozigoto) e, das fémeas, XX (sexo homozigoto).
Determinagfo sexual, em linhas gerais, é a constituicio genética
sexual originada durante a fecundacdo do ovulo pelo
espermatozodide. O processo que produz a transformagdo da gbdnada
indiferenciada, em testiculo ou ovério, d4 origem a diferenciagéo
sexual. Nesse intervalo de tempo, entre a fecundacio ¢ a
diferenciacdo gonadal, atuam os mecanismos que d3o origem as
diferencas genotipicas sexuais. Antes do processo de mitose, as
células devem duplicar todos os seus componentes e, durante um

determinado periodo pré-mitético, denominado periodo §, ¢
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duplicado o 4cido desoxirribonucleico (DNA). Os diferentes
cromossomos ¢ as diferentes regibes dentro de um mesmo
cromossomo, come¢am e terminam a duplicagdo em momentos
diferentes, sendo as regides heterocromaticas, geneticamente
inativas, as Oltimas a terminar a sintese do DNA. Nas fémeas, é o
cromossomo X que finaliza a duplicacdo tardiamente e, nos
machos, o cromossomo Y. O surgimento da cromatina sexual, ou
seja, a inativagdo genética de um cromossomo X, acontece em um
estagio embriondrio, varidvel de acordo com a espécie e o tecido
estudado. No ser humano, a cromatina sexual aparece entre os 14 a
16 dias da vida embriondria, enquanto que a diferenciacdo gonadal

é detectavel prematuramente nos embrides de 7 semanas.

WHITTAKER et al., em 1975, pelo exame de polpa
dentdria, demonstraram gue a determinag¢do do sexo masculino
esta relacionada com a incidéncia de cromossomos Y, que se
tornam fluorescentes quando coloridos com quinacrina
mostarda. Embora tenham concluido que seu método demonstrasse
ser mais fidedigno que as técnicas que usavam o crdnio ou as

caracteristicas dos dentes, para estimativa do sexo, evidenciaram a
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necessidade de estudos adicionais para o exame da incidéncia de
cromossomos Y em polpas de dentes, assim como, a devida
precaucdo na interpretacio dos resultados, pois que analisaram
tecido pulpar oriundos de dentes putrefatos, apds a exposi¢cdo em

atmosfera umida por periodos de 10 a 4 semanas.

QUEZADA et al., em 1976, estudaram a presenca de
cromatina sexual no liquido amniético de 25 mulheres gravidas,
retirado por punc¢fo, apds anestesia local no abdémen. O tempo de
gravidez, variava entre 27 e 42 semanas. Encontraram corpusculos
de Barr nas células do liquido amnidtico nos 25 casos. Em 22 dos
casos estudados, o sexo resultante correspondeu ao sexo previsto,

tanto para o masculino quanto para o feminino.

ROEDE, em 1977, coletou amostras da mucosa oral e da
raiz do cabelo de mulheres durante um ou dois ciclos menstruais e,
em todos os casos, a incidéncia da cromatina sexual era 20% maior
na raiz de cabelo, do que na correspondente amostra de mucosa
bucal da mesma mulher. Esse resultado sugeria que o uso da raiz do
cabelo representava um papel mais importante na contagem da

cromatina sexual em comparagio com a correspondente amostra de
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mucosa bucal, porque esta apresentava outras particulas de
cromatina que impediam o reconhecimento da cromatina sexual. A
cromatina sexual presente na raiz do cabelo era claramente
identificavel, ocorrendo um aumento na contagem se, além das
cromatinas sexuais localizadas perifericamente, fossem também
incluidas as ndo periféricas. O autor concluiu que a raiz do cabelo
era um material que apresentava vantagens para verificar a
incidéncia da cromatina sexual, pois as ldminas podiam ser
rapidamente preparadas, o método rendia preparagdes de boa
qualidade, a cromatina sexual era exibida com considerdvel
claridade e o procedimento permitia um alto grau de precisdo e
simplicidade. Estes fatores permitiram uma contagem rapida, com

uma pequena margem de erro.

GARZA-CHAPA et al., em 1977, efetuaram um estudo
com o fim de analisar a influéncia dos fatores hormonais na
freqiéncia da cromatina sexual. Foram coletadas amostras de
esfregaco da mucosa bucal de pacientes selecionadas segundo o
seguinte critério: 20 mulheres clinicamente sadias, com periodos

normais de menstrua¢do, com idade enfre 15 a 46 anos; 20
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mulheres normais, em menopausa, com 45 a 78 anos de idade; 20
mulheres com insuficiéncia renal cronica; 20 mulheres com
“diabetes mellitus”, com idade de 47 a 78 anos, medicadas com 40
a 150 unidades de insulina intramuscular por dia, e 5 mulheres com
sindrome de hiperplasia supra-renal congénita, cuja idade variava
de um més a 18 anos, medicadas com prednisona. Em todos os
grupos de idade, as mulheres que estavam recebendo insulina
apresentaram as porcentagens mais altas de cromatina sexual, assim
como as mulheres, em todos os grupos de idade, que estavam na
fase média do ciclo menstrual, compreendida entre o 13". ao 15
dia do ciclo. Os autores observaram que, quando os niveis de
estrogeno se elevavam, havia uma notéria diminui¢do da cromatina
sexual, ¢ que mulheres menopdusicas, com ou sem tratamento, e
mulheres com hiperplasia supra-renal congénita, nfo apresentavam
diferencas da freqii€ncia da cromatina sexual. Entretanto, todas
apresentavam porcentagens maiores de cromatina sexual que as
verificadas nas fases inicial e final do ciclo menstrual. Em seus
estudos encontraram a seguinte variacdo da freqiiéncia da

cromatina sexual em amostras de epitélio bucal durante o ciclo
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menstrual : 21,20% na fase média ( do 13" ao 15 dia), 18,30% na

fase inicial e 16,50% na fase final.

DANGE et al., em 1978, examinaram amostras de polpa
dentaria, que haviam sido coloridas com quinacrina, para
determinar a origem sexual pelos dentes, através da detecglo da
presenca de corpusculos de cromatina sexual X ou de corpos

fluorescentes Y.

Consideraram que os resultados de 82 dentes
examinados permitiam a identificacdo inequivoca dos corpusculos
de cromatina sexual e, afirmaram, também, que cerca de 1/4 da
quantidade normal de polpa disponivel era suficiente para a

aplicagdo do método.

NAGAMORI, em 1978, estudou a possibilidade de
determinar o sexo, observando a frequéncia da cromatina Y no
nucleo das células do cabelo humano destituido de envoltura da
raiz epitelial, tendo verificado que este método de exame era
dificultado pela deposicdo de melanina. Contudo, a diferenca da
ocorréncia do corpusculo fluorescente no material dos dois sexos

permitia seu uso como um critério para determinacdo do sexo.
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MUKHERIJEE & SANSEBASTIAN, em 1978, relataram
suas descobertas de que a freqiiéncia dos corpusculos de cromatina
X fluorescentes aumentava de 51 a 94%, assim que a densidade
das células aumentava em torno de 1 a 8 células por 0,01 mm? na
superficie da cultura, evidenciando a relagio entre ambos os
dados, enquanto que, nas células masculinas, a freqiiéncia dos
corpusculos Y fluorescentes manteve o mesmo padrdo em
diferentes densidades de células. Os autores encontraram uma
alta propor¢éo (51 a 94,3%) de nicleos de células femininas com
cromatina sexual e nfo identificaram nenhuma cromatina sexual
nas células dos homens adultos. Sugeriram que a diferenca desses
resultados, com os de outros autores, poderia ser causada por
diferentes processos de coloragdo, ou pelos procedimentos de

contagem usados.

PEARSON & BOBROW, em 1979, investigaram a
possibilidade de se identificar nucleos masculinos positivos
durante a interfase, em virtude da propriedade do cromossomo Y
apresentar fluorescéncia pela coloragdo com quinacrina. Foi

demonstrado apenas um corpo fluorescente em homem XY normal
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e dois corpos em homem XYY. Ndo foi observada nenhuma
fluorescéncia  semelhante em células de origem feminina.
Demonstraram que, devido a dimens3o fisica do corpo da
cromatina, havia a necessidade de um sistema Optico de alta
qualidade e de uma eficiente fonte de iluminagdo para  sua
identificacdo. Complementando esta técnica com a de Barr e
Bertram , os autores concluiram que era possivel diagnosticar o
cromossomo sexual de uma grande parte da populagio,
principalmente com relagdo &s anormalidades numéricas do
cromossomo Y. Salientaram, também, que a coloragio da
cromatina sexual, nos ntcleos em interfase, fornecia um volume de
informa¢des que atestavam a utilidade de um método rapido de
diagnoéstico da constituicdo do cromossomo sexual. Observaram
que era desconhecido o motivo pelo qual ocorria uma reacgéo
heterogénea entre a cromatina humana e a quinacrina, o que,

provavelmente, refletia diferencas quimicas nos cromossomos.

YEN et al., em 1981, através de amostras de mucosa
bucal, compararam as freqiiéncias de cromatina X em mulheres

idosas, de meia idade e jovens. A freqiiéncia média de cromatina
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sexual encontrada no grupo das idosas foi de 24,14 %, no grupo de
meia idade foi de 27,37% e, no grupo jovem, na faixa etdria de S a
24 anos de idade, foi de 28,46%. Encontraram um declinio,
estatisticamente significante, nas mulheres idosas, quando

comparadas com as mulheres de meia idade ¢ com as jovens.

DAVIS & PENNY, em 1981, descreveram as
caracteristicas da cromatina sexual do seguinte modo: a cromatina
X heteropicndtica, no nacleo XX, era do tamanho de 1y,
firmemente aderida a face interna da membrana nuclear, sendo que
tinha uma suave fluorescéncia, homogénea e moderada.
Descreveram, também, que o corpusculo fluorescente Y, no
nticleo XY, era de 1/3 a 1/4 do tamanho do corpusculo de Barr, ¢
que estava localizado ao acaso, apresentando uma fluorescéncia
mais intensa. Observaram que o reconhecimento da cromatina
sexual, em nicleos em interfase, dependia da intensidade da

coloracdo fluorescente.

BISHUN & SMETHURST, em 1983,  estudaram o
valor da analise da cromatina sexual na neoplasia humana. De

suas conclusdes, selecionamos os seguintes relatos: 1- era incomum
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encontrar corpiisculos de cromatina sexual em tumores de
individuos do sexo masculino, com exce¢do dos teratomas; 2-
muitos tumores benignos tinham uma frequéncia de cromatina
sexual similar aquela do tecido de hospedeiro normal; 3- muitas
amostras de tumores malignos de individuos do sexo feminino
também tinham freqii€ncias de cromatina sexual similares ou
inferiores aquelas observadas em tecidos normais; 4- havia
evidéncias de que pacientes com cadncer de seio, com altas
contagens de cromatina sexual, sobreviveram mais do que
pacientes com baixas contagens; 5- as diferencas encontradas
pelos grupos que relatavam frequéncias e propor¢les da
cromatina sexual podiam nio estar relacionadas com a
variabilidade dos tumores e, sim, com as diferencas em métodos, e
o fato de que a interpretacdo do que constituia um corpusculo de
cromatina sexual variava levemente entre diferentes pesquisadores.
Os autores, em conseqiiéncia de suas observacdes, avaliaram que
nio era totalmente valido relacionar freqiiéncias de cromatina
sexual de outros pesquisadores aos dados obtidos em suas
pesquisas, devendo os pesquisadores estabelecer seus principais

critérios a respeito da proporgdo das contagens de cromatina
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sexual encontradas em tecido normal e de tumores, para, entdo,

estabelecer suas proprias divisdGes em grupos de alta e baixa

freqiiéncia.

CHOWDHURY & CHOWDHURY IJR., em 1984,
relataram suas observagdes relativas ao seu trabalho com
epidemiologia, quando estudaram, em células esfoliadas, sob
diferentes condi¢gdes fisiologicas e durante a neoplasia, na pré e

pOs-menopausa, a ocorréncia e padrdo da distribuicdo da cromatina

sexual.

Coletaram multiplas amostras cervicais de 250
mutheres normais, com idade entre 25 a 40 anos, com ciclos
menstruais normais; de 40 mulheres grévidas, onde estudaram a
cromatina sexual em diferentes estagios da gravidez; de 40
mulheres com amenorréia lactacional; de 39 casos de cessagdo do
ciclo menstrual; de 116 casos de displasia do utero cervical,
subdivididos em 78 casos moderados e 38 casos severos, sub-
agrupados em casos pré e poés-menopausa. Os estudos revelaram
que a cromatina sexual se apresentava, freqlientemente, na periferia

da membrana nuclear, ¢ que uma cromatina sexual se apresentava,

83



DETERMINACAO DO SEXO ATRAVES DA CROMATINA SEXUAL NA POLPA DENTARIA £ SUA IMPORTANCIA PERICIAL

regularmente, em um nicleo vesicular normal em interfase. Esse
estudo levou os autores a varias conclusbes, dependendo de cada
caso, como a relaclio da freqiiéncia da cromatina sexual com os
niveis de esterdides em mulheres; o crescimento, em namero, de
células com cromatina sexual, durante o periodo da gravidez e da
amenorréia lactacional, quando os niveis de estrogénio e
progesterona sio elevados; a diminuicdo do numero de cromatina
sexual em displasia severa, pré e pos-menopausa, o que indicava a
dupla influéncia dos horménios e da neoplasia na cromatina sexual
e, que a auséncia dos corpusculos X podia ser devido ao ciclo das
células, associado com malignidade, o que poderia explicar as
alteracdes com o estado hormonal. Concluiram, assim, que a
freqiiéncia da cromatina sexual poderia ser um indicador adicional
no diagnostico de diferentes estados hormonais em mulheres, e do

progresso da displasia para a malignidade.

BLANCO & MACAGNO, em 1984, empreenderam o
seu trabalho com a finalidade de selecionar o método mais
adequado para a determinacfio da cromatina sexual, analisando os

valores normais para cada um deles, e estabelecendo um estudo
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comparativo do uso de métodos citoquimicos e morfoldgicos.
Selecionaram os métodos: Feulgen, Teste de Brachet, hematoxilina
de Harris ¢ o método de Guard. As autoras coletaram amostras de
mucosa bucal de 32 mulheres sadias, com idade compreendida entre
23 e 34 anos, e observaram que, quando se trabalha com métodos
de coloracdo morfolégica, devem ser contados apenas os
corpusculos de Barr que estiverem aderidos 4 membrana nuclear,
para ndo serem confundidos com outras estruturas nucleares.
Concluiram que a eleicio de um determinado método para
diagndstico de cromatina sexual depende fundamentalmente das
preferéncias e possibilidades metodologicas do pesquisador,
porque, se de um lado os métodos citoquimicos apresentavam um
diagndstico confiavel, por outro lado, apresentavam maiores
dificuldades metodolégicas, e a simplicidade metodolégica da
hematoxilina de Harris a tornavé recomendavel em rastreamento de

rotina.

BOURGEOIS et al., em 1985, pesquisaram a posicédo do
cromossomo X no nicleo em interfase de fibroblastos humanos.

Estudaram nticleos contendo um corplsculo de Barr e, embora a
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posigiio dos nuciéolos em relagSo ao corpusculo variasse de um
nicleo para outro, o cromossomo X inativo era muitas vezes
localizado perto dos nucléolos, e esta localizagdo nio era
dependente do nimero de nucléolos. Em seus experimentos, o
corpusculo de Barr sempre correspondeu ao mesmo cromossomo X

inativo, localizando-se ao longo do invélucro nuclear.

NAGAMORI et al., em 1986, apresentaram seu método
para determinar o sexo, usando amostras bucais e  segdes
longitudinais da raiz do cabelo, usando o tratamento combinado da
coloragdo com quinacrina para a deteccdo de cromatina Y, e reagdo
fluorescente de Feulgen para a detecgio de cromatina X. Os
resultados deste experimento demonstraram que as freqliéncias de
cromatina X e Y sdo distintas entre amostras masculinas ¢
femininas, tanto na mucosa bucal, quanto no bulbo capilar. As
amostras masculinas apresentavam poucos corpusculos com a
coloragido pela quinacrina, com uma freqiiéncia de 0% a 2% ( média
de 0,4%) nos nucleos das células das amostras da mucosa bucal, ¢
0% a 7% ( média de 1,8%), nos nicleos das células das amostras de

bulbo capilar. Os autores verificaram, também, que a freqii€ncia da
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cromatina sexual era de 58 a 87% nas amostras de mucosa bucal
feminina, e de 59 a 85% nas amostras de bulbo capilar, indicando

que o método pode ser valioso quando a quantidade de amostras

para determinacédo do sexo € limitada.

DAHER et al, em 1986, no Hospital Clinico da
Universidade do Chile, estudaram células da mucosa bucal de 610
individuos, com o objetivo de analisar o resultado do exame da
cromatina de Barr e correlaciond-lo com o caridtipo, a fim de
estimar sua validade. Os diagndsticos de referéncia mais freqiientes
foram: meninas com crescimento retardado, azoospermia,
amenorréia primaria e ambigiliidade genital. Os autores concluiram
que a detec¢lio de cromatina X em homens € indicativo da presenca
de um segundo cromossomo X, em pelo menos algumas células; a
auséncia na mulher indica uma anormalidade cromossémica; uma
cromatina positiva em 20% ou mais nfo garante a normalidade do
cari6tipo, € a presenca de duplo corpusculo de Barr coincidiu,
sempre, com a existéncia de pelo menos uma linha celular tripla X.
Por esses resultados, consideraram que existiam limitagdes para a

interpretacdo da cromatina sexual no sexo feminino, € que, quanto
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menor fosse a freqiiéncia de corpusculos de Barr nas mulheres,
maior seria a incidéncia de anomalias do cromossomo X. Contudo,
consideraram que o exame permitia detectar possiveis mosaicismos,
além de ser um método de facil aplicagdo e economicamente
vantajoso pelo seu baixo custo. A freqiiéncia de 2% de corpusculo
de Barr, em amostras de individuos masculinos, sem evidéncias de
anormalidades, sugeriam que acumulos de heterocromatina nos
nucleos interfasicos poderiam dar uma aparéncia de corpos de Barr,
ou entdo, esta escassa positividade poderia resultar de artefatos de
técnicas, tanto que em alguns laboratérios se considerava normal

uma freqiiéncia de 2% a 4% de positividade para os homens.

BELMONT ef al., em 1986, desenvolveram métodos
para testar se as posi¢Oes de quaisquer marcadores intranucleares
estariam mutuamente relacionadas. Mostraram que 0s corpuscuios
de Barr individuais nf#o tinham uma distribui¢fo infranuclear ao
acaso, localizando-se, preferencialmente, na periferia nuclear, num
plano paralelo ao plano de crescimento da célula e, as posigBes de
dois corpusculos de Barr, em fibroblastos humanos XXX, nio

apresentavam nenhuma evidéncia de correlagdo significativa dentro
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do nucleo. Verificaram, assim, que 65% de todos os corpusculos de

Barr estavam localizados perifericamente.

ADACHI, em 1988 utilizou a polpa dentéaria, em testes
histologicos, corada com  hematoxilina e eosina e,
subseqiientemente, com quinacrina mostarda, para determinar a
presenca ¢ a localizagdo cromatinica e estudar o sexo genético.
Posteriormente, em 1989, utilizou a mesma metodologia com a
finalidade especifica de avaliar a validade dessa identificacéo
sexual, porém em dentes recém-extraidos, e em escala crescente de
tempo, a partir de 1 més apods a extracfo, até atingir um periodo de
2 anos decorridos da data de sua extra¢do. Encontrou uma média de
42.2% de incidéncia de cromatina Y nas amostras do sexo

masculino e 07% nas amostras femininas.

WATANABE & ENDO, em 1988, desenvolveram uma
técnica, que consideraram mais simples, para diagnosticar sexo de
embrides de roedores, camundongos e ratos, para utilizacio em
biologia experimental. Definiram como cromatina sexual, a massa
de cromatina circular que ficava colorida intensamente de azul

parpura com carbo-fucsina, destacada no nucleoplasma colorido em
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rosa palido. Na maior parte das células, a cromatina sexual
apresentava a forma de uma massa circular ou esférica, localizada
contra 2a membrana nuclear interna, tendo um tamanho constante de
aproximadamente 1/10 em relagdo ao didmetro do ntcleo.
Detectaram, também, massas parecidas com cromatina sexual em
células, presumivelmente femininas e masculinas, de embrides de
camundongos e ratos em diferentes estiagios de gestagdo. Os autores
observaram um possivel decréscimo da incidéncia da cromatina
sexual nos ultimos estagios de desenvolvimento, assim como,
também, uma diminui¢io no tamanho da mesma. A técnica de
coloracdo usada demonstrava claramente o sexo nuclear das células
amnioticas, de forma inequivoca, quer fossem contadas as massas
individuais, ou as massas similares em tamanho, cor e forma, nio
adjacentes a membrana nuclear, designadas por eles como

cromatina sexual interna.

NAGAMORI, em 1989, estudou a determinacio do
sexo, através do exame da cromatina X no nicleo da célula da raiz
do cabelo e da célula da mucosa bucal, utilizando diferentes

métodos de coloragdo. Abordou os seguintes aspectos em sua
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pesquisa: 1) verificacfo da cromatina X pela coloragio do método
de Feulgen com o uso de um microscépio comum, e coloracio pelo
método de Feulgen com acriflavine, usando um microscopio
fluorescente. Ambos os métodos permitiram obter valores maiores
nas amostras femininas do que nas masculinas; 2) determinacdo da
cromatina Y pela coloragdo com quinacrina, que também
diferenciou o sexo masculino do feminino e, 3) coloragdo
combinada de coloragdo com quinacrina ¢ pelo método de Feulgen,
de uma Unica amostra, para verificar a freqiiéncia da cromatina X
ou Y. Os resultados, nos grupos femininos, da coloragdo pelo
método de Feulgen, foram de 58% a 97% (média de 71,3%) nas
amostras de esfregaco da mucosa bucal e, 59% a 85% (média de
67,11%), nas amostras da raiz de cabelo. Os resultados obtidos com
os individuos do sexo masculino apresentaram a freqiiéncia de 0 a
2% (média de 0,4%) nas amostras de esfregaco da mucosa bucal e,
0 a 7% (média de 1,8%) nas amostras de raiz de cabelo, ambas
coloridas com quinacrina. O autor concluiu que esse estudo
permitia determinar o sexo através de uma Gnica amostra

disponivel, aplicando o tratamento combinado para pesquisar a
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cromatina X ou Y, sendo valiosa essa metodologia quando a

quantidade de amostras é limitada.

GATTAS et al., em 1990, investigaram a presenca de
cromatina Y em crostas de sangue, de 2 homens ¢ 2 mulheres, que
ficaram expostas a temperatura ambiente por um periodo de 3
meses. Em uma segunda etapa, repetiram o mesmo procedimento
com 10 homens e 10 mulheres, expondo o sangue & temperatura
ambiente por um periodo de 10 meses. Demonstraram ser possivel
realizar o diagndstico do sexo, em relagdo 4 presenca ou auséncia
da cromatina Y, em crostas provenientes de uma uUnica gota de
sangue que ficaram expostas a temperatura ambiente em superficies

nio porosas por um periodo de 6 meses.

DUFFY et al, em 1991, estudaram a freqiiéncia da
cromatina sexual em polpas dentarias de humanos e de suinos
jovens, em fragmentos maxilares aquecidos e mumificados
artificialmente, mostrando a preservacéo, tanto para os corpusculos
de Barr, como para corpos Y, até o periodo de um ano.
Efetuaram seus estudos tendo em mente a determinag¢do do sexo

depois de eventos catastréficos como fogos, estrondos de alto
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impacto e explosdes. Em tais situagdes, a polpa dentdria poderia
ser usada para diagndstico da cromatina sexual, por estar isolada
por uma dura cobertura que a protege dos efeitos prejudiciais de
trauma, 1mpacto ou calor. Os autores procuraram determinar a
freqiiéncia da cromatina sexual X e Y em polpas dentdrias, de
humanos e suinos jovens, aquecidas a 75%C e geladas até —-70°C,
confirmando, consoante verificaram na literatura, que a
preservagdo a —20%C era eficaz por aproximadamente 6 semanas e
que, a -70°C, ocorria a deterioragio das células em menos de 2
semanas. Efetuaram experiéncias para detectar a temperatura
critica atingida na cdmara da polpa de dentes humanos, sob a qual
a cromatina sexual ainda seria detectdvel, concluindo que ela
poderia estar preservada até uma temperatura de 100%C, por uma
hora. Os molares humanos, armazenados a temperatura ambiente,
mostraram estabilidade prolongada da cromatina sexual.
Concluiram que é importante estabelecer a presenca de cromatina
sexual de qualquer sexo em tecido que estd sujeito & putrefagdio,
¢ que o0 uso de um sé discriminador poderia conduzir a um

diagnostico erréneo.
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SAMPAIO et al., em 1992, relataram que muitos
estudos demonstraram que a freqiiéncia da cromatina X variava na
multher, de acordo com as diferentes fases hormonais da vida. A
pesquisa dos autores buscou determinar a freqiiéncia da cromatina
X, durante o segundo trimestre da gravidez, através das células em
suspensdo na saliva da mucosa oral. Os dados obtidos de 24
pacientes, de 19 a 41 anos, foram comparados com um grupo de
controle formado por 202 mulheres jovens normais, ndo gravidas,
nas fases de secrecdo e de proliferacdo do ciclo menstrual.
Obtiveram uma média de 19,97% na freqgiiéncia varidvel de 15% a
25% da cromatina X, nas mulheres que estavam no 2’ trimestre da
gestacdo. Concluiram, também, que 95% do grupo de controle
apresentou de 8% a 25% de freqiiéncia de cromatina X, nio
havendo diferencas significativas entre duas fases do ciclo
mensirual, que apresentavam a média de 16,27% na fase de

proliferagdio, e a média de 16,33% na fase de secrec¢io.
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PROPOSICAO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a
possibilidade de determinar o sexo genético de jovens de 10 a 30
anos, examinando-se os fibroblastos da polpa dentéria, através da
quantificagdo de cromatina sexual ou do corpisculo de BARR
encontrado nessas células e, obter-se, assim, resultados que
possibilitem acrescentar subsidios aos legistas para o cumprimento
dessa importante investigacdo, que € a determinagfo do sexo,
contribuindo, primeiramente para a Ciéncia e, conseqlientemente,

para a investigagfo pericial e para a Justica.
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MATERIAS E METODOS

Para a realizagfo do presente trabalho, foram utilizadas
polpas dentarias retiradas de 100 dentes higidos, extraidos de uma
populagdo na faixa etdria entre 10 e 30 anos de idade, sem sinais
ou sintomas que indicassem qualquer patologia ou desvio sexual e
por conseguinte, considerada normal a respeito do objetivo
pretendido.

Os dentes foram doados por 50 pacientes do sexo
feminino e por 50 pacientes do sexo masculino que reaiizavam
tratamento ortoddntico que exigia a obtengfo de espaco, portanto
com extracdo ortoddntica indicada.

Tanto os pacientes, como 0s seus responsaveis legals,
foram suficientemente esclarecidos sobre a importdncia de se
utilizar a polpa retirada do dente extraido, para fins de trabalho de
pesquisa cientifica. Apods esses esclarecimentos, os pacientes
efetivaram a doacfo espontdnea do dente e forneceram a necessaria
autorizagdo de forma consciente e expressa, para que O mesmo

pudesse ser utilizado no presente trabalho.
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Predominantemente, os dentes extraidos foram os
primeiros pré-molares superiores e ou inferiores e em numero
menor, o0s terceiros molares superiores e inferiores. Apds a
extracdo, as pecas dentarias foram lavadas em &gua corrente e,
imediatamente condicionadas em frascos de vidro com solucdo de
Carnoy, composta de 4cido acético puro e alcool absoluto na

proporg¢do 1:3, para sua conservagfio e inicio da fixagdo. (Fig.01)

Figura 01 — Dente retirado do frasco, contendo solugdo de Carnoy.
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Os frascos individuais foram identificados através de
um roétulo onde constava apenas a idade e o sexo do individuo
doador. O tempo méximo de permanéncia da peca dentédria no
frasco de vidro foi de 6 horas. A seguir, foram efetuados os
seguintes procedimentos:

i — Com um disco de carborundum, montado em ponta
reta, foi feito um sulco longitudinal em toda extensfo da face
oclusal do dente até o 4pice radicular em ambos os lados do
mesmo, obtendo-se assim uma ranhura profunda ao longo de toda a

extensdo da peca dentaria.(Fig.02)

Figura 02 — Abertura de sulco em toda extensdo longitudinal da pega.
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2 - O dente foi aberto em duas metades com um cinzel
adaptado a uma das bordas de uma morsa de bancada, expondo-se

assim, a polpa integra. ( Fig.03).

Figura 03 - Cinzel adaptado a uma das bordas de uma morsa de
bancada.
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3 — Uma pinga clinica foi utilizada, buscando-se retirar
a polpa exposta, cutdadosamente, com a menor deformidade

possivel, de forma que sua estrutura pudesse sofrer o minimo de

avaria. (Fig. 04)

Figura 04 - Retirada da polpa dentéria.
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4 - A polpa retirada foi imediatamente submersa em
fixador com o objetivo de impedir o seu ressecamento, condigéo
de fixacdo Gmida que se considera indispensavel para a correta
observacdo da cromatina sexual. O tempo de permanéncia no
fixador variou entre 5 e 6 horas.

5 - Apos ser retirada do fixador, a polpa foi lavada e
desidratada com passagens em alcool de graduacgdo crescente, sendo
alcool a 80°, 95° e absoluto, durante 24 horas em cada graduacéo.

6 — Apés a desidratagio, lavagem, a polpa foi colocada
em xilol durante um tempo que variou de 2 a 3 horas.

7 - Em seguida, foi incluida em parafina, em trés banhos
consecutivos de uma hora de duragio cada um, utilizando-se de
uma estufa na temperatura de 62°C.

8 - Foram confeccionados blocos da parafina, feita a
aparagem ¢ em seguida efetuados cortes em microtomo.

Os cortes foram montados em Ilaminas e a
desparafinizagdo foi executada na seguinte seqliéncia :

| A) Xilol 1 durante 10 minutos ,

B) Xilol 2 durante 10 minutos.
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As laminas foram mergulhadas em dlcool de graduacio

decrescente para a hidratacdio, sendo em alcool absoluto, a 95C e

a 80° durante 10 minutos em cada graduacgéo e, finalmente lavadas

em agua corrente.

COLORACAQO

Para a coloragdo das ladminas foi utilizada a

Hematoxilina Férrica de Herdenhain, conforme preceituam COSTA

& CHAVES,

1.

obedecendo-se a seguinte seqiiéncia:
submersdo das ldminas, desparafinadas e lavadas, na
solucdo de alimem de ferro a 2%, durante 30

minutos,

. lavagem das ldminas em agua destilada,

. imersdo das ldminas na solucdo de Herdenhain,

durante 30 minutos,

. lavagem das laminas em agua destilada,

. submersdo na solucdo de alimem de ferro a 2%, e

controle microscopico até a evidenciagcdo da

cromatina sexual,
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6. lavagem das laminas em agua destilada,

7. contra coloragdo das ldminas com Verde Luz a 1:400,
em solugdo alcodlica a 90°C,

8. lavagem em agua destilada,

9. desidratagdo rédpida das laminas por passagens
sucessivas em alcool de graduacgio crescente, 80°, 95°
e absoluto, durante 5 minutos em cada graduagéo,

10. imers@o das ladminas em xilol puro durante 20

minutos.

MONTAGEM

A laminula foi fixada sobre a ldmina com uma gota de
balsamo do Canadd e em seguida levada para secagem em estufa

numa temperatura de 30" C durante 24 horas.
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EXAME DAS CELULAS

Foi selecionada uma limina de cada polpa dentéria,
totalizando 50 laminas de polpas masculinas e 50 ldminas de polpas
femininas e, em seguida, foi feita a contagem de 100 células por
amostra.

Na contagem foram consideradas as massas de
cromatina sexual em  qualquer localizagdo dentro da

membrana.(Fig.05)

Figura 05 - Célula feminina com 1 cromatina sexual.
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nuclear.(Fig.05).

Para conservar a uniformidade do critério de
contagem, o mesmo examinador contou todas as amostras e,
efetuou posteriormente, ao acaso, recontagens de 50 amostras para
avaliar a credibilidade do método de contagem.

Através da metodologia empregada foi possivel obter, a
partir das polpas dentarias, excelentes prepara¢des, principalmente
sem contaminacdo de fundo. Esse fato garantiu uma avaliagdo
segura da presenga ou auséncia da cromatina X.

A associacdo entre o sexo do individuo e a presen¢a ou

auséncia da cromatina X foi avaliada pelo teste de x*(&=0,01).
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RESULTADOS OBTIDOS

Tabela 01 - TABELA DE FREQUENCIAS (SEXO MASCULINO)

Caso n° Células com % Caso 1. Células com %
X-cromatina x-cromatina
1 0 0 26 3 3
2 0 o 27 0 0
3 0 0 28 0 0
4 0 0 29 0 0
5 0 0 30 0 0
8 0 0 3 0 0
7 0 o 32 2 2
8 1 1 33 1 1
g 0 0 34 0 0
10 0 0 35 o 0
11 0 0 36 0 0
12 3 3 37 0 ]
13 2 2 38 0 0
14 0 0 392 o 0
15 0 0 40 0 0
16 0 0 41 3 3
17 0 0 42 1 1
18 0 0 43 0 0
19 3 3 44 o 0
20 0 0 45 0 0
21 o 0 46 1 1
22 0 o 47 0 0
23 3 3 48 0 0
24 2 2 49 0 0
25 0 0 50 0 0
Total de células contadas por amostra........... 100
Freqiénciamedia.............ccocccciiii e, 0,5%
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Tabela 02 - TABELA DE FREQUENCIAS (SEXO FEMININO)

Células com 2

Caso r°. xcroma?iza % Caso n®. Si::nsa(t:;rg %
1 71 71 26 66 66

2 59 59 27 60 80

3 50 50 28 55 55

4 33 33 29 49 49

5 70 70 30 77 77

8 72 72 Y| 24 24

7 54 54 32 42 42

8 44 44 33 53 53

g 48 48 34 48 48

10 61 61 35 62 62

1 29 29 36 41 41

12 59 58 37 63 863

13 80 80 38 40 40
14 51 51 39 66 66

15 67 67 40 57 57

16 45 46 41 67 67

17 58 58 42 &8 68

18 69 69 43 32 32
19 45 46 44 74 74

20 79 79 45 45 45

21 57 57 46 &0 80

22 61 61 47 61 61

23 38 38 48 44 44

24 62 62 49 66 66

25 69 69 50 56 56
Total de células contadas por amostra................... 100

Frequéncia media..........cocceiiviiniinirccie e 56,18%
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Tabela 03 - TABELA DE FREQUENCIA (EM CLASSES) DO

SEXO MASCULINO

CLASSE DE FREQUENCIA SUB TOTAL %
CLASSE 01 00 - 10 50 100
CLASSE 02 11 - 20 0 0
CLASSE 03 21 - 30 0 0
CLASSE 04 31 - 40 0 0
CLASSE 05 41 - 50 0 0
CLASSE 06 51 - 60 0 0
CLASSE 07 61 - 70 0 0
CLASSE 08 71 - 80 0 0
CLASSE 09 81 - 90 0 0
CLASSE 10 91 - 100 o 0

TOTAL DE INDIVIDUOS 50
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Tabela 04 - TABELA DE FREQUENCIA (EM CLASSES) DO

SEXO FEMININO

CLASSE DE FREQUENCIA SUB TOTAL %
CLASSE 01 00 - 10 0 0
CLASSE 02 11 - 20 0 0
CLASSE 03 21 - 30 3 6
CLASSE 04 31 - 40 6 - 12
CLASSE 05 41 - 50 10 20
CLASSE 06 51 - 60 12 24
CLASSE 07 61 - 70 13 26
CLASSE 08 71 - 80 6 12
CLASSE 09 81 - 90 0 0
CLASSE 10 91 - 100 0 0

TOTAL DE INDIVIDUOS 50
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ANALISE DEMONSTRATIVA DOS RESULTADOS

Resumo demonstrative dos resultados da contagem de

cromatina sexual em polpas dentarias de individuos do sexo

masculino.

A Tabela 01 demonstra individualmente a incidéncia de
cromatina sexual em 50 individuos do sexo masculino, com

contagem de 100 células por individuo, sendo obtidos os seguintes

resultados:

1 — Nas 50 amostras pertencentes ao grupo masculino,
foram contadas 12 amostras com incidéncia de cromatina sexual,

com um indice de ! a 3% de positividade.

2 — Nas amostras que apresentaram a cromatina sexual,

encontramos a seguinte distribuicéo:

a — 04 amostras com 1 célula com cromatina sexual
b — 03 amostras com 2 células com cromatina sexual

¢ — 05 amostras com 3 células com cromatina sexual
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3 — A auséncia da cromatina sexual foi observada em 38

amostras do sexo masculino.

4 — A freqiiéncia média nas amostras masculinas foi de

0,5%.

Resumo demonstrativo dos resultados da contagem de
cromatina sexual em polpas dentarias de individuos do sexo

feminino.

Na Tabela 02 demonstra-se, individualmente, a
incidéncia de cromatina sexual em 50 individuos do sexo feminino,
com contagem de 100 células por individuo, sendo obtidos os

seguintes resultados:

1 - Nas 50 amostras pertencentes ao grupo feminino,
foram contadas 50 amostras com incidéncia de cromatina sexual, ou
seja, 100% dos individuos do sexo feminino apresentaram células
com cromatina sexual X, numa amostra de 100 células por

individuo.
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2 - A incidéncia minima encontrada, de cromatina

sexual, foi de 24 cromatinas sexuais por amostra, que corresponde

a 24%.

3 — A incidéncia maxima encontrada, de cromatina

sexual, foi de 80 cromatinas sexuais por amostra, que corresponde

a 80%.

4 — A freqiiéncia média nas amostras femininas foi de

56,18%.

Foi estabelecida uma tabela de classe de freqgiiéncia com
incremento de 10 unidades de cromatina sexual por classe,

obtendo-se 10 classes.( Tabela 03)

A classe n. 01 inicia-se com a total auséncia de
cromatina sexual por amostra, até o limite de 10 unidades, e,
subseqlientemente as classes tém um acréscimo de 10 unidades,
terminando a classe n®™ 10, com a total incidéncia de cromatina

sexual , ou seja, 100 células com cromatina sexual.

Os seguintes resultados foram encontrados:
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1 — As 50 amostras de individuos do sexo masculino
jocalizaram-se na classe n®.01, com incidéncia até o maximo de 03

cromatinas sexuais por amostra.

Foi usado o0 mesmo critério ao do sexo masculino para o
estabelecimento de classes de freqiiéncia, ou seja, 10 classes com

um incremento de 10 unidades por classe (Tabela 04), ¢ foram

observados os seguintes resultados:

1 — A classe n® 01, de 0 a 10 cromatinas sexuais por
amostra do sexo feminino, ndo apresentou nenhuma amostra, bem

como a classe n% 02, de 11 a 20.

2 — As classes n%. 03 e 04, respectivamente de 21 a30 e
31 a 40 cromatinas sexuais por contagem, apresentaram 3 e 6

individuos por classe.

3 — As classes n%. 05 e 06, respectivamente de 41 a 50
e de 51 a 60 cromatinas sexuais por contagem, apresentaram 10 e

12 individuos por classe.

4 — A maior incidéncia foi verificada na classe no. 07,

de 61 a 70 cromatinas sexuais, com um total de 13 individuos.
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5 — A partir da classe no. 08, houve um decréscimo de
individuos por classe, com a seguinte distribui¢cfo: 6 na classe no.
08, de 71 a 80, 0 na classe no. 09, de 81 a 90, e na classe no. 10, de

91 a 100 cromatinas sexuais por contagem.

129



DETERMINACAO DO SEXO ATRAVES DA CROMATINA SEXUAL NA POLPA DENTARIA E SUA IMPORTANCIA PERICIAL

131



DETERMINACAOD DO SEXO ATRAVES DA CROMATINA SEXUAL NA POLPA DENTARIA E SUA IMPORTANCIA PERICIAL

DISCUSSAQ DOS RESULTADOS

O estudo da cromatina sexual amplia-se pelos varios aspectos que

permitem a sua abordagem.

E mister que se faca referéncia a varios fendmenos relatados na
literatura quanto & sua localiza¢fo, incidéncia, valor de positividade, e
outros aspectos, sobre 0s quais sera discorrido a seguir, para que a presente

discussdo dos resultados traga os necessarios entendimentos.

Os resultados obtidos nesta pesquisa, sobre a presenca da
cromatina sexual para identificacdo sexual, encontram concordéncia com as
observagdes de MOORE & BARR, que diagnosticaram corretamente o sexo
em 100% das amostras, assim como GRIGNASCHI et al., PANSEGRAU
& PETERSON e DANGE et al.,, que verificaram 100% de correlagdo dos

testes de cromatina sexual com o fenétipo sexual.

Comparando os resultados da presente pesquisa com os de
GRIGNASCHI et al., observa-se que se aproximam muito, visto que os
autores encontraram, no maximo, 3 cromatinas sexuais nas amostras
masculinas, tanto nos exames de pele quanto nos de esfregaco bucal. Os

resultados aproximam-se, também, dos encontrados pelos autores nas
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células das amostras femininas de esfregaco bucal, de 18 a 87 cromatinas
sexuais por amostra, com média de 38,6%, e sdo superiores aos encontrados
nas amostras de células epiteliais, de 22 a 57 cromatinas sexuais por

amostra, com média de 33,33%.

Nio observamos coincidéncia dos resultados da presente pesquisa
com os apresentados por PANSEGRAU & PETERSON, pois os autores
encontraram uma média de 97,6% de cromatina sexual nas células
femininas e 9 % das células masculinas contendo 1 corpisculo de
cromatina. A menor incidéncia de cromatina sexual encontrada pelos
autores em células femininas foi de 92% em uma amostra, enquanto que

a mais alta incidéncia nas amostras masculinas foi de 14% em uma amostra.

Comparando os resultados da presente pesquisa com os valores
atribuidos como padrdo por LOCKHART, pode-se analisar que estavam
inferiores aos da autora, que encontrou 7% de positividade no grupo
masculino, de 22% a 68%, no grupo de jovens na pré-puberdade e uma

taxa de 60 a 87% de positividade para o grupo de mulheres adultas.

Os resultados da presente pesquisa concordam com os resultados

obtidos, por TOWNSEND et al., de contagens de cromatinas sexuais nas
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células femininas, entre 20 e 80% de positividade, enquanto que as

masculinas ficam entre 0 e 5% positivas.

Os resultados obtidos por MUKHERJEE & SANSEBASTIAN,
de 51% a 94% de ntcleos de células femininas com cromatina sexual,
foram mais elevados que os verificados na presente pesquisa. Destacamos,
também, a observaciio dos autores de que a alta freqiiéncia poderia estar
relacionada com a densidade das células, em torno de 1 a 8 células por

0,01mm?2 na superficie da cultura, com os diferentes métodos de coloragio

ou com 0s procedimentos de contagem.

Analisando os trabalhos de NAGAMORI, nfio puderam ser
estabelecidas comparacdes com os trabalhados que foram efetuados em

1978, pois que o autor pesquisou apenas a cromatina Y.

Em 1986, o mesmo autor e colaboradores, pesquisaram a
cromatina X e Y, sendo que seus resultados aproximaram-se dos
encontrados na presente pesquisa. Os nicleos das amostras masculinas, de
esfregaco bucal, com o uso da coloracdo com acrinoflavina, apresentaram
uma fregii€éncia de 0 a 4% de cromatina sexual, com a média de 1,2% e, nas
amostras dos niicleos de bulbo capilar, apresentaram de 0 a 5%, com a

média de 1,3%. Os resultados dessa pesquisa apresentaram, nas amostras
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femininas, uma freqiincia maior do que a verificada em nossos estudos,
que foram: 58% a 87% (média igual a 71,3%) nas células da mucosa bucal

e, de 59% a 85% (média igual a 67,1%) nas amostras dos niicleos de bulbo

capilar.

Em 1989, NAGAMORI também usou a coloragdo de Feulgen e

os resultados, entdo obtidos, pouco diferiram dos anteriores.

Ainda que YEN et al. tivessem observado a cromatina sexual X
em mulheres divididas em 3 grupos, um dos quais abrangia faixas etarias
semelhantes ao do grupo de estudo da presente pesquisa, o0s resultados
deste trabalho diferem totalmente em comparaciio com os daqueles autores,
pois pdde ser observado que encontraram freqiiéncias inferiores, mesmo no

grupo que apresentava maior incidéncia, que fol o das jovens, com a media

de 29,46% .

Com relagdo aos estudos de DUFFY et al, no Canadd, nossa
pesquisa é coincidente no que se refere a identificagdo do sexo através da
polpa dentdria, pois que os autores também encontraram 100% de
identificacdio pela presenca da cromatina sexual em polpas de dentes.
Todavia, nfo pudemos estabelecer outras comparagdes dos nossos

resuitados com os desses autores pois as amostragens e metodologia
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utilizados foram totalmente diferentes dos estudos realizados na presente

pesquisa.

ADACHI, em 1988 e 1989, estudou o sexo genético usando a
polpa dentaria, ndo sendo possivel, porém, estabelecermos analise
comparativa com nossos resultados, em qualquer fase de seus achados, pois

o autor pesquisou apenas a freqiiéncia da cromatina Y.

Do mesmo modo, nfio se pode estabelecer pontos de comparagio
com os trabalhos de SENO & ISHIZU ¢ WHITTAKER et al., pois os

autores usaram a polpa dentdria para a determinacfo sexual detectando a

fregiiéncia da cromatina Y.

Nio nos foi possivel estabelecer comparages quantitativas entre
os resultados da presente pesquisa com os divulgados no trabalho publicado
por DANGE et al., em que os autores relatam suas experiéncias para
determinar a presenca da cromatina sexual X e da cromatina Y,
paralelamente entre mulheres e homens de diferentes faixas etarias, pois
eles ndo se reportaram as freqiiéncias da incidéncia por grupo de idade ou

S€X0.
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Como pode ser verificado nos resultados da presente pesquisa, a
auséncia da cromatina sexual nos micleos das células identificava o sexo

masculino, que foi a mesma interpretacio dada por BESSAS &

MICHALAS.

Contudo, a incidéncia, ainda que minima, em amostras
masculinas, nos resultados da presente pesquisa, permite também um
diagnostico correto para o sexo masculino e essa incidéncia confronta com
os estudos de MOORE & BARR que atribuiram a auséncia de cromatina

sexual ao sexo masculino.

GRIGNASCHI et al., consideraram que ndo havia um modo de
diferenciar, morfologicamente, os corplsculos sexuais encontrados nas
amostras masculinas, € mesmo que atribuissem esses achados a formagées

cromatinicas ndo especificas, nfo poderiam deixar de registra-los.

Os resultados encontrados no grupo masculino da presente
pesquisa, sugerem uma concorddncia com a analise de TOWNSEND et al.
de que o aparecimento de estruturas semelhantes aos corpos de cromatina
sexual em células masculinas € provavelmente avaliada pela ocorréncia de
material nuclear agregado de tal modo que simula o aparecimento visto nas

células femininas.
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DAHER também observou que os actmulos de heterocromatina
nos nicleos interfasicos podiam dar uma aparéncia de corpisculos de Barr
em amostras masculinas e portanto alguns laboratdrios consideram normal

o indice de 2 a 4% de positividade nos homens.

A tese de que a presenca de cromatina sexual em 9% das
amostras masculinas deve ser interpretada com cautela, pois poderiam ser
grumos de cromatina que retinham o corante e nio cromatina sexual, €
reforcada pela observacdo de PANSEGRAU & PETERSON, que
verificaram uma incidéncia de 11,7 % de duas cromatinas em cé€lulas

femininas.

Ainda que, no presente trabalho, nfo tenha sido quantificado o
dado a seguir relatado, pode-se observar que a cromatina sexual localizava-
se freqiientemente ligada 8 membrana nuclear, como relataram LEVIJ &
CAREL, cujos estudos demonstraram que as particulas de cromatina sexual

estdo sempre ligadas & membrana nuclear.

Quanto a esse mesmo enfoque, BELMONT et al., em Baltimore,
analisando as posi¢des da cromatina sexual em fibroblastos humanos,

também demonstraram que esses corpisculos cromatinicos estavam
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localizados, preferencialmente, na periferia nuclear e, que somente uma

pequena quantidade estava localizada mais centralmente.

MOORE & BARR encontraram entre 40 a 60% de cromatina
sexual localizada perifericamente e observaram que nessa posigdo era mais

facilmente identificada.

PANSEGRAU & PETERSON também verificaram que em todos
os casos por eles examinados havia um nlimero maior de cromatina
periférica do que central nas amostras de individuos do sexo feminino, e
havia um niimero maior de cromatina central do que periférica em todas as

células de individuos do sexo masculino.

Os resultados da presente pesquisa no puderam ser comparados
com os de GARZA-CHAPA et al, pois os autores relataram trabalhos
através dos quais buscaram determinar as porcentagens de cromatina sexual
em amostras de epitélio bucal obtidas durante as fases inicial, média e final
do cicio menstrual, com o objetivo de observar a influéncia de fatores

hormonais.

Estudaram, ainda, porcentagens de cromatina sexual encontradas

em mulheres menopausicas normais, insulino-dependentes, ou portadoras
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de hiperplasia supra-renal, todas em variadas idades. Esse método foi
totalmente diferente do utilizado em nossos trabalhos, e esses autores
apresentaram valores inferiores aos percentuais encontrados em nossas
pesquisas, mas, demonstraram que ocorria uma diminuicdo mais evidente
na freqliéncia da cromatina sexual quando aumentavam os niveis de

estrogeno do que quando aumentam os niveis de progesterona.

Ainda que a analise de alguns dados que serfio relatados a seguir,
possa parecer, em primeira instincia, estar além dos limites dessa discusséo
de resultados, € de interesse ao presente trabalho, destacar alguns aspectos

que de um certo modo, tem uma correlacfo direta com a interpretagdo dos

dados obtidos.

Citamos, pois, que quanto a diversidade dos valores normais de
positividade encontrados pelos pesquisadores, deve-se levar em
consideragdo a variacBo dos métodos de coloragio empregados na
preparacdo das laminas, morfolégicos ou citoquimicos, € a metodologia da

contagem dos corpusculos.

Alguns pesquisadores, como BLANCO & MACAGNO e
GRIGNASCHI et al., relataram a contagem da cromatina sexual apenas na

posicdo periférica, aderida & membrana nuclear. Outros, como
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WATANABE & ENDO, incluiram, na contagem, a incidéncia da cromatina
sexual em qualquer posicio. Por outro lado, foram também verificadas
divergéncias quanto a inclusfo, na contagem, de acordo com a densidade
(MUKHERJEE & SANSEBASTIAN) e a identificagio precisa da

cromatina sexual (BEREMBAUM).

Como sugerem TOWNSEND et al, a apresentacio de
freqiiéncias baixas de cromatina sexual poderia ser interpretada em
decorréncia de fatores que poderiam influir na ativagdo e desativacdo
periddica, tal como o ciclo menstrual. Também sugeriram que o estrégeno
tinha um papel maior na ativagio do cromossomo X durante o ciclo
menstrual, e que o declinio na contagem da cromatina sexual poderia estar

relacionada com os niveis elevados de estrogeno.

LEVI] & CAREL, relataram que observaram a seguinte variacio
da freqiiéncia da cromatina sexual de acordo com as fases do ciclo
menstrual: do 1° ao 7° dia, de 46 a 68; do 8° ao 10° dia, de 51 a 76 e do 11°

ao 28°, de 46 a 67 cromatinas sexuais por amostra.

GARZA-CHAPA et al., estudando também a variacdo da

freqiiéncia da cromatina sexual durante o ciclo menstrual, encontraram os
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seguintes resultados: 18,3% na fase inicial do ciclo menstrual, 21,2% na

fase média e 16,5% na fase final.

Esses relatos evidenciam a ocorréncia de uma porcentagem mais
alta de cromatina sexual na fase média do ciclo menstrual, e nos trazem um
maior entendimento dos resultados encontrados na presente pesquisa, pois
sugerem a interferéncia desse fator na variacdo da incidéncia da cromatina

sexual no grupo de estudos dos individuos do sexo feminino.

Entretanto, nfo pode ser omitido nesta discussdo, que CECl &
SARNELLA n#o observaram qualquer diferenca significante na variagfo da

contagem durante o ciclo menstrual, negando a existéncia dessa variagdo.

E interessante ressaltar as observacdes feitas por BISHUN &
SMETHURST, LOCKHART e CURTIS, com relagdo ao uso comparativo
de freqiiéncias de cromatina sexual relatadas por outros pesquisadores,
tendo sido sugerido que os pesquisadores deveriam estabelecer seus
proprios critérios a respeito da propor¢do de contagens de cromatina
sexual encontradas em tecidos norrﬁais, e, a partir desses dados ,
compararem seus estudos para estabelecer quando ocerria aumento ou
diminui¢do da fregiiéncia em funcdo da interferéncia de outros fatores,

como tumores, idade, ciclo menstrual e outros.
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Com base nesse posicionamento, CURTIS estabeleceu, de acordo
com suas pesquisas, como medida de controle para mulheres normais, uma
média de 40,8%, de freqliéncia de cromatina sexual, com uma variagdo de
38,3% a 43,4%. Como pode ser observado, tais valores sdo inferiores aos

encontrados nos resultados da presente pesquisa.

Essa colocacéo, analisada conjuntamente com as observacdes de
LOCKHART, que relatou a importincia de se observar que as freqiiéncias
variam em funcfio dos diferentes métodos de coloragio usados pelos
investigadores, do tipo de material coletado, e do critério de contagem,
permite que se possa entender que ¢ possivel a identificagdio correta do
sexo através da cromatina sexual, ainda que a literatura nos apresente uma

consideravel variagdo da freqiiéncia da cromatina sexual.

Isso posto, evidencia-se a importincia pericial da polpa dentéria,
nio s6 quando se trabalha com amostras limitadas, mas, por preservar,
gracas ao seu arcabougo protetor, vitais informagtes que serdo Gteis ao

legista.
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CONCLUSOES

Pela analise dos dados gerais obtidos, no presente
trabalho, ¢ apdés a observacio de todos os resultados encontrados,

podemos apresentar as seguintes conclusfes:

1.Todos os individuos do sexo feminino tiveram a
correta identificacdo sexual através da presenga da cromatina
sexual na polpa dentaria, ou seja, ocorreu 100% de correlacio

entre o resultado obtido e o sexo conhecido do individuo.

2.Todos os individuos do sexo masculino tiveram a
correta identificacido sexual, em 100% dos casos, através da

auséncia da cromatina sexual na maioria das amostras.

3. As freqiiéncias de cromatina sexual, nas amostras dos
individuos do sexo feminino, sfo comparativamente altas em

relacdo as amostras dos individuos do sexo masculino.
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4. A diferenga, entre 0s sexos, quanto a incidéncia de
células com cromatina sexual permite determinar o sexo genético
examinando-se os fibroblastos da polpa dentdria, quanto &

quantificagdo da cromatina sexual.
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