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Resumo

O processo de identificacdo humana envolve diferentes etapas, contexto
no qual se faz necessario o aprimoramento das técnicas tradicionais e o
desenvolvimento de novas metodologias aplicaveis na rotina da pratica pericial.
E através da investigacdo do género bioldgico, precedida da determinacdo da
espécie, que se da o passo inicial no delineamento do perfil de vitimas néo-
identificadas. Ao encontro dos exames antropolégicos, as técnicas de DNA
consolidaram-se como adjuvantes e certificadoras; porém, trazem consigo
limitagcOes atinentes ao custo, agilidade e aplicabilidade. O presente estudo
buscou investigar o género biolégico, através do isolamento do gene
amelogenina. Para tanto, foram utilizadas 52 polpas dentais obtidas de dentes
extraidos de corpos em decomposicdo, as quais foram submetidas a extracéo
do material genético por meio da resina quelante Chelex 100® (BioRad) e a
amplificac@o pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). ApoOs eletroforese
com sequenciador automatico (Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer®),
os picos foram obtidos, e os resultados interpretados como AMEL X para
individuo feminino (106 pb), e AMEL Y para individuo masculino (112 pb). Nao
foi possivel determinar o género biol6gico em 15,4% (n=8) dos dentes e ndo
houve influéncia do sexo na viabilidade do material coletado para a
determinacao do género (p = 0, 072). Quanto aos grupos dentais, divididos em
molares, pré-molares, caninos e incisivos, 0S mesmos ndo exerceram
influéncia na obtencdo dos resultados (p = 0,892). Houve concordancia de
95,5% (n=42) entre a determinacdo do género biolégico e o género real dos
individuos que compuseram a amostra (Kappa = 0, 909). Dentre aqueles do
género masculino houve discordancia de 5,6% (n=2) entre o sexo real e 0 sexo
obtido pela amplificacdo, revelando resultado de falso-feminino, ou seja,
individuos masculinos com genétipo XX (AMEL X). Concluiu-se que, apesar da
amostra ser composta por material degradado, a amplificacdo da amelogenina
apresentou resultados satisfatorios na investigacdo do género bioldgico,
mostrando-se como uma metodologia de Otimo custo-beneficio capaz de

complementar estudos antropologicos de identificagdo humana.

Palavras-chave: Identificagdo humana; DNA; Odontologia Legal
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Abstract

The processo f human identification involves differents stages, in wich context it
is necessary to the improvement of tradicional techniques and the development
of new methods applicable in forensic practice routine. It is througth the
investigation of biological gender, preceded by the determination of species,
wich takes the initial step in designing the profile of unidentified victms. To meet
the anthropological examination, DNA techniques established themselves as
adjuvants and certifiers, but bring with them limitations pertaining to cost,
flexibility and applicability. This study aimed to investigate the biological gender
by isolating the amelogenin gene. For this purpose, we used dental pulp
obtained from 52 teeth extracted from decomposing bodies, wich were genetic
material extracted throught the chelating resin Chelex 100® (Bio Rad) and
amplification by polymerase chain reaction (PCR). After electrophoresis on
automatic sequencer (Applied Biosystems 3130 Genetic Analyser®), the peaks
were obtained and the results interpreted as AMEL X for females individuals
(106 pb) and AMEL Y for male individuals (112 pb). Could not be determined
the biological gender of 15,4% (n = 08) of the teeth and there was no influence
of gender on the viability of the material collected for the determination of sex (p
= 0,072). As dental groups, divided in into molars, premolars, canines and
incisors, they were not influential in obtaining the results (p = 0,892). There was
concordance of 95,5% (n = 42) between the determination of the actual
biological gender and the gender of sampled individuals (Kappa = 0,909).
Among those of males, there was disagreement of 5,6% (n = 02) between real
sex and sex obtained by amplification, revealing results of false-female, or
males subjects with XX genotype (AMEL X). We concluded that, althought the
samples were composed of degraded material, the amplification of amelogenin
presented satisfactory results in the invetigation of biological gender, showing
himself as a cost-effective methodology, capable of complement

anthropological studies in human identiication.

Keywords: Human identification, DNA, Forensic Dentistry
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1 INTRODUCAO

No momento em que o embrido se desenvolve e chega ao seu
nascimento, um fenémeno é celebrado: aquele individuo tornou-se Unico dentre
0os demais existentes no planeta! Tal acontecimento, perpétuo na humanidade,
gerou ao homem, enquanto parte da sociedade, a necessidade de classificar e
definir o que de fato € a identidade e o processo que leva a esse fim, chamado

de identificagéo.

Classifica-se a identidade como o conjunto de caracteristicas
somatoscopicas e somatométricas que individualizam uma pessoa. Ja o
processo de identificacdo baseia-se no achado de semelhancas ou de
diferencas entre individuos diferentes, e deve respeitar cinco principios
basicos: unicidade, imutabilidade, perenidade, classificabilidade e
praticabilidade (Vanrell & Borborema, 2007).

Aliada a Medicina, a Odontologia Legal vem contribuindo na busca
pela identificacdo humana nas mais diversas situagbes, como em crimes e
catastrofes. Nao raras sdo as situacdes que exigem a integracdo de equipes
multidisciplinares, uma vez que o campo da investigacdo forense, além de

amplo, exige o dominio de técnicas em ascendente desenvolvimento.

Conforme descrito na Resolucéo 63 (CFO, 2005), a qual aprova a
consolidagdo das normas para procedimentos nos Conselhos Regionais de
Odontologia, compete ao especialista em Odontologia Legal a pericia no vivo,
no morto, integro ou em suas partes em fragmentos, sendo a investigacao

antropoldgica um dos acontecimentos mais frequentes na rotina do expert.

A antropologia forense é a ciéncia que investiga as variacdes
qualitativas e quantitativas das caracteristicas do homem (Silva, 1997). Durante
a pesquisa antropolégica, o perito Médico e/ou Cirurgido-Dentista devera
estabelecer inicialmente a espécie animal; na sequéncia, determinar o género,

depois estimar a idade, a estatura e o biétipo (Jobim et al., 2006).



A investigacdo ou determinacdo do género bioldgico (sexo) faz-se
necessaria, quando falamos de individuos mortos, por permitir a redugdo no
namero total de sujeitos durante o processo de identificacdo do desconhecido
(em situacbes de catastrofes, desastres em massa ou encontro de sitios
arqueoldgicos), e quando falamos de situagdes in vivo, nos casos de
intersexualidade,  pseudo-hermafroditismo, estupro, investigacdo de

maternidade/paternidade entre outros (Arbenz, 1988).

Ainda, as técnicas antropoldgicas para a investigacdo do sexo, ditas
classicas e de rotina (por exemplo a analise morfométrica da pelve), sofrem
limitacdo em sua aplicabilidade em variadas ocasides. E 0 que se observa,
dentre outros casos, quando da determinacdo do sexo em jovens na fase pré-
puberal, criancas e bebés; em corpos mutilados sem possibilidade de

reconhecimento; e em restos mortais encontrados em suas partes.

Por seu turno, um dos métodos adjuvantes no estabelecimento do
género bioldgico € a andlise da molécula do acido desoxirribonucleico (DNA) a
qual pode ser comparada a um cédigo de barras capaz ndo s6 de identificar,
mas também de comparar pessoas, determinando inclusive a existéncia ou ndo

de vinculo genético entre estes (Slavkin,1997).

O aprimoramento da técnica da “reagcao em cadeia da polimerase”,
também chamada PCR, desenvolvida em 1983 por Kery Mullis (Mesquita et al.
2001), possibilitou o manejo e extracdo de quantidades diminutas de DNA,
tornando-as fontes viaveis para investigacao forense. Assim, tornou-se possivel
a criacdo exponencial de multiplas copias de uma simples parte da molécula de
DNA.

Mesmo com 0s avangos na genética forense, a obtencdo dos perfis
de DNA para fins investigativos apresenta limitagdes, sendo as mais comuns a
presenca de inibidores da PCR e contaminantes do DNA, além da proépria fonte
de obtencdo da mostra biolégica, a qual sofre interferéncia tanto pelo estagio

de decomposicéo, como de fatores ambientais (Faerman et al., 1995).



A habilidade dos tecidos duros (0ossos e dentes) resistirem a
degradacdo post-mortem tem fornecido dados importantes para a ciéncia
forense. Os dentes sdo os tecidos mais duros e resistentes do corpo humano, e
podem permanecer intactos até mesmo nas situagcdes mais extremas, como
em carbonizagbes e em sitios arqueoldgicos datados em milhares de anos
(Ricaut et a.l, 2005).

Nesse sentido, ndo somente o formato, o contorno e o tamanho dos
dentes humanos séo indicativos do género biolégico. Nota-se que, além dos
referidos caracteres, ainda a principal proteina encontrada no esmalte dental
possui uma assinatura tanto no esmalte masculino como no feminino: a

amelogenina (Velarde-Félix et al., 2008).

Secretada pelos ameloblastos, a amelogenina esta presente no
humano como dois genes, AMELX e AMELY, localizada no cromossomo
feminino e masculino, respectivamente. A diferenca no tamanho dos genes é
suficiente para ser usada como marcador confiavel na determinacédo do sexo a
partir de pequenas amostras de DNA obtidas de restos humanos ou de dentes
(Roffey et al., 2000).

Dentre as técnicas de extracdo de DNA, as mais frequentemente
utilizadas séo divididas entre método organico e inorganico. Para que a
metodologia de escolha atenda ao requisito da praticabilidade, tendo em vista a
conjuntura brasileira, a mesma deverd se apresentar conveniente sob o0s
aspectos de relacdo custo-beneficio, confiabilidade e rapidez (Fridez &
Coquoz,1996).

Em vista do exposto, foi relevante testar a habilidade de recuperacéo
do material genético do tecido pulpar de corpos em decomposicdo, fazendo
uso da técnica de extracdo inorganica com resina quelante Chelex 100® (Bio
Rad), de maneira tal a validar a amplificacdo do gene da amelogenina para
determinacao do género bioldgico.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Odontologia Legal

Foi em 1966, com a publicacdo da Lei n° 5. 081, a qual passou a
regulamentar o exercicio da Odontologia em todo o territério brasileiro, que se
elencou a competéncia do cirurgido-dentista a colocar em pratica todo
conhecimento adquirido em cursos de graduacao e pos-graduacéo, incluindo-
se a realizacdo de pericia odontolegal em foro civil, criminal, trabalhista e em

sede administrativa (Brasil, 1966).

Os profissionais habilitados a exercerem a Odontologia, assim como
a Medicina, dividem-se entre as areas curativa, preventiva e legal. Conforme
definiu Silva (1997), a Odontologia Legal € a especialidade voltada a aplicacédo

dos conhecimentos odontoldgicos a favor da Justica.

O Conselho Federal de Odontologia, através da Resolugcédo 63/2005
estabeleceu a Odontologia Legal como especialidade voltada ao
esclarecimento dos fenbmenos que tenham atingido o homem, seja ele vivo,
morto ou em suas partes, cabendo ao especialista na area a realizacdo das

mais diversas tarefas periciais (CFO, 2005).

Para Vanrell & Borborema (2007), os quais posicionaram a
Odontologia Legal como ramo da Medicina Legal, os odontolegistas contam
atualmente com tecnologia de ponta, servindo de subsidio para melhor
resolucdo de casos. Assim, passaram a fazer parte da rotina pericial, por
exemplo, os estudos com aminoacidos, acido aspartico e sorolégico, aléem dos

exames histolégicos e de andlise dos perfis de DNA, entre outros.

Silva & Oliveira (2008) ao se questionarem sobre as modernas
técnicas da biologia molecular, concluiram que, quando comparadas a
antropologia forense - metodologia tradicional e consagrada - seriam

ferramentas independentes umas das outras e os conhecimentos adquiridos de



ambas as técnicas fazem com que tais areas contribuam entre si, levando a

busca de novos ramos de atuag&o na Odontologia Legal.

Vieira et al. (2010) abordaram a andlise de DNA na odontologia
forense e demonstraram a grande contribuicdo dos exames biomoleculares aos
processos de identificacdo humana, em especial nas situacbes em que as
impressdes digitais ndo puderam ser colhidas ou que as metodologias
antropolégicas e de identificacdo pelos arcos dentais também foram

prejudicadas.

2.2 ldentificacdo humana e os exames de DNA

O DNA ancestral utilizado para identificagdo humana, rotineiramente
resulta em fragmentos independente de sua idade. Diante deste fato, Kelman &
Moran (1996) buscaram a possivel explicacdo para ocorréncia de tal fenébmeno.
Segundo os autores, com a morte celular, o DNA passa a ser degradado,
possivelmente pela acdo de nucleases, que previamente degradaram as
histonas responséaveis pela prote¢cdo do DNA no nucleossomo.

Conforme Calabrez (1997), por serem as amostras forenses
limitadas quanto as suas quantidades, o emprego das técnicas da biologia
molecular sofreu grande avanco no momento do desenvolvimento da técnica
da “reacdo em cadeia da polimerase”, ou PCR. A maior contribuicdo da PCR foi
tornar possivel a amplificacdo exponencial de sequéncias de DNA in vitro,
através do conjunto de reacdes em série, ou ciclos, de desnaturacao,

anelamento e extensao.

Slavkin, em 1997, reportou o caso de identificacdo de nove
esqueletos supostamente pertencentes a familia do Czar Nicholas Il. Lancou-
se mao da utilizacdo do DNA mitocondrial para estabelecimento da relacéo

genética das ossadas com familiares de linhagem materna ainda vivos.

Para que o exame de DNA com finalidade de identificagdo humana

seja viavel, Hoff-Olsen et al. (1999) sugeriram a busca pela correta metodologia



para extragdo do DNA. Tal escolha devera levar em consideragdo o tempo
despendido para obtencdo dos resultados, sendo o método rotineiramente
utilizado pelos laboratorios de DNA forense, o método dito organico, ou do

fenol-cloroférmio, um método que envolve varias etapas e certo tempo.

Zangenberg et al. (1999) sugeriram o uso de kits Multiplex para a
PCR, pois 0s mesmos necessitam de apenas uma Unica aliquota de material
biologico para amplificacdo de diferentes loci em uma mesma reagdo. A analise
de mudltiplos loci para identificacdo humana oferece significante reducéo do
tempo e custo dos trabalhos laboratoriais, especialmente quando € necessaria

a identificacdo de grande numero de individuos

Para Cassiman (2000), amostras mais antigas, como dentes e
0SS0S, sempre apresentardao algum tipo de contaminacdo. O autor recomendou
aos laboratérios extremo cuidado para a limpeza da superficie das amostras,
previamente a extracdo do DNA uma vez que o estabelecimento do perfil de
DNA de um individuo permite a comparacdo do mesmo com outro perfil obtido

a partir de uma amostra biologica.

Mesquita et al. (2001) avaliaram trés métodos de extracdo de DNA
obtido de tecido parafinado, advindo de exames patolégicos da mucosa oral,
além de tecido gengival ndo-fixado, coletado durante procedimento operatério.
Somente as amostras que tiveram o material extraido sem digestdo enzimatica
prévia ndo apresentaram amplificacdo satisfatoria do material genético, porém
as amostras parafinadas mostraram-se viaveis como amostras para coleta do
DNA.

Schmerer, em 2001, propds um protocolo de extracdo de DNA em
0ssos humanos antigos, sugerindo a analise mdultipla da mesma amostra.
Conforme os autores, a analise genética de restos humanos antigos tornou-se
uma importante ferramenta de informacao arqueoldgica, porém na amplificacao
de pequenas quantidades de DNA, had a possibilidade de obtencédo de

resultados de falsa homozigose em amostras heterozigoticas.



Ganswindt et al. (2003) relataram o processo de identificacdo de
corpos descobertos, apos a escavacdo de grande area em Berlim, para a
construcdo de edificios. Foram encontrados cerca de 1.819 ossos, além de
6.672 fragmentos 6sseos, de origem tanto humana como animal. Para que o
trabalho de segregacédo e identificacdo dos restos humanos fosse possivel, foi
necesséria a participacdo e cooperacdo de diferentes areas forenses, dentre
elas de médicos, meédicos veterinarios, odontolegistas, antropdlogos e

historiadores.

Em 2004, Del Valle et al. procederam a avaliacdo de trés métodos
de extracdo fendlica de DNA, a partir de restos 6sseos e, consequentemente,
avaliaram a relevancia de fatores que pudessem interferir no resultado final dos
procedimentos. Concluiram que os métodos de extracdo organica do DNA
produziram amplificacdo para a PCR, porém a qualidade da mesma foi

influenciada pela presenca de inibidores, degradacédo e contaminantes.

Para Ilwamura et al. (2004), a analise de DNA em cadaveres
apresenta obstaculos que limitam sua utilizacdo, dentre eles a presenca de
inibidores da PCR, resultantes da acdo de microrganismos e do ambiente em
que os corpos foram encontrados. Nessas situacdes, 0s autores propuseram a
utilizacao de pecas 6sseas como fonte para obtencdo de DNA, pois 0s mesmo

costumam estar preservados e menos sujeitos as agressoes.

Kanto et al.(2005), ao verificarem a viabilidade de recuperacédo do
DNA de amostras salivares coletadas sob a pele humana, puderam concluir as
amostras salivares utilizadas como prova forense podem apresentar limitagdes,

dependendo da quantidade do DNA recuperado.

Arruda et al. (2007) relataram a problematica em extrair DNA de
ossos datados em cerca de 100 a.C, encontrados em ambiente Umido. A
obtencdo de boas preparacoes com DNA de ossos antigos enfrentaram
obstaculos tais como os fatores ambientais em que o0s corpos foram
encontrados, além da habilidade técnica da equipe laboratorial e da qualidade

dos reagentes utilizados.



Caramelli et al, em 2007, relataram os esfor¢cos para determinar se
0S restos mortais sepultados em nome do poeta italiano, Francesco Petrarca,
eram de fato do referido sujeito. Assim, os autores elegeram a investigacao do
DNA mitocondrial como técnica, por essa permitir a busca através da linhagem
materna, até mesmo de geragBes mais distantes. Concluiram que 0s restos
sepultados pertenciam a dois individuos diferentes, confirmando a violagdo do

tumulo.

Dolinsky & Pereira, em 2007, tracaram a evolucao da aplicabilidade
do DNA nas ciéncias forenses e destacaram como vantagens de seu emprego,
a sua estabilidade, confirmada por sua capacidade de preservacao ao longo
dos anos, e por sua abundancia no corpo humano, uma vez que pode ser
obtido das mais diversas fontes, seja de um simples fio de cabelo ou de um

envelope selado com saliva.

A busca pela colecédo de DNA € o primeiro passo da analise forense.
Hansson et al.(2009) verificaram trés tipos de produtos disponiveis no mercado
utilizados para a coleta do material bioldgicos. Voluntarios fizeram uso de uma
camiseta por trés horas, a qual teve parte de sua gola cortada para
recuperacdo do DNA daquela regido. N&o foram observadas diferencas

significantes entre as formas de coleta do material.

Hedman et al.,em 2009, colocaram em cheque a confiabilidade dos
resultados de exames de DNA, ao concluirem que a enzima comumente
utilizada pela comunidade forense, a AmpliTaq Gold®, causou a inibicdo da
PCR apos ser utilizada em amostras colhidas em cenas de crimes. Os autores
recomendaram uma exaustiva purificacdo das amostras para contornar tal

problema.

Rocha, em 2009, realizou testes com tecido 0sseo sujeito a acao de
diferentes temperaturas, para verificar a possibilidade de obtencéo dos 13 loci
preconizados pelo CODIS/FBI*. A autora observou que 0 numero de
marcadores obtidos era inversamente proporcional a elevagédo da temperatura,

sendo 500°C a temperatura em que nenhum marcador mostrou amplificacao.



Carvalho et al (2010), ao avaliaram a qualidade do DNA obtido da
saliva humana arquivada pelo periodo de 07 e 180 dias, comprovaram que o
tempo nao influenciou na obtencdo de resultados de qualidade, obtendo éxito

nos testes realizados, decorridos seis meses da data da coleta salivar.

Baker, em 2010, abordou os fatores que podem interferir e afetar a
reacdo em cadeia da polimerase, ou PCR. Dentre os fatores mais comuns
estdo o pequeno numero de cOpias geradas, a acdo de polimerases

termoestaveis e possiveis contaminagdes com DNA exdgeno.

Girish et al., em 2010, sumarizaram a literatura referente as técnicas
de DNA empregadas na odontologia forense. Conforme os autores existem
quatro formas de identificacdo humana através do complexo buco-maxilar: a
identificacdo dental pelo método comparativo, a reconstrucdo postmortem, os
registros dentais e os perfis de DNA, sendo o tecido pulpar a maior fonte de

material genético.

2. 3 Investigacao do género bioldgico

Para Arbenz (1988), é a partir da puberdade que 0S 0SSOS
passam a exibir caracteristicas fundamentais para a determinacdo do sexo.
Assim, a investigacdo do género biologico é aplicada em diversas situacoes,
dentre elas no vivo, no cadaver, no esqueleto, em o0ssos isolados, em

fragmentos de pele, em manchas e outros.

Faerman et al. (1995), buscaram a identificacdo do género biolégico
em restos 0sseos humanos encontrados em um sitio arqueoldgico de Israel,
com idade entre 200 e 8100 anos, através da extracdo e amplificacdo do DNA.
Foi possivel a obtencédo de resultados satisfatorios independente da idade das

amostras e do local em que tais foram encontradas.

Duz (2000) buscou a determinagdo do sexo humano através da
observacdo da cromatina sexual analisada a partir do exame microscopico de

fibroblastos presentes no tecido pulpar. Para tanto, foram examinados 100



dentes, na mesma propor¢cao entre o género feminino e masculino, os quais
mostraram-se viaveis para a determinacdo do sexo, com individuos femininos

apresentando no nucleo celular, o corpusculo de Batrr.

Das et al. (2004) buscaram estabelecer o periodo apds a morte em
que se fez viavel a determinacdo dos sexo através da cromatina sexual da
polpa dental. Tal determinacéo foi possivel em cadaveres com tempo de morte
superior a quatro meses, porém com acentuada queda de encontro do

corpusculo, decorridas as primeiras 6 horas.

O estudo do sexo em sitios arqueolégicos faz-se necessaria por
permitir o agrupamento de individuos de um mesmo sexo, além de estabelecer
0 parentesco e delinear a genealogia historica dos individuos em questéo.
Vanek et al (2009), ao analisarem restos humanos pertencentes ao século VI,
denotaram a forte tendéncia da associacdo das técnicas exatas antropoldgicas
com a genética, a fim de aprimorar a qualidade das informac@es colhidas de

amostras mais antigas.

Suazo et al. (2010) verificaram o poder de diagndstico dos sexo pela
analise do corpusculo de Barr, a partir da observacdo de células do tecido
pulpar. Foram utilizados 40 dentes sadios, extraidos com finalidade ortodéntica,
0S quais obtiveram como resultado a efetividade na determinacdo do género
em 100% da amostra. No entanto, foram recomendados pelos autores novos
testes que simulassem as diversas condi¢cdes encontradas no meio forense,

dentre elas o tempo da morte e as condi¢cdes ambientais.

2.4 Amelogenina

Arce (1992), apds rever o mecanismo de acdo das proteinas da
matriz de esmalte, concluiu ser a amelogenina a proteina mais abundante na
matriz responsavel pela formacéo do esmalte dental, sendo ela composta por
180 aminoéacidos e com elevado poder de reparacdo do tecido periodontal

adjancente.
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A amelogenina é uma proteina especifica secretada pelos
ameloblastos durante o desenvolvimento do 6rgao dental. Conforme Lench et
al. (1994), o gene da amelogenina esta localizado nos cromossomos sexuais X
e Y. Os autores investigaram uma familia com individuos portadores de
amelogénese imperfeita e concluiram que o gene da amelogenina ligado ao
cromossomo feminino X estava diretamente implicado na patologia

apresentada na estrutura do esmalte.

O gene amelogenina foi encontrado em diferentes espécies animais,
porém, sua localizacdo nos cromossomos sexuais X e Y € caracteristica
exclusiva dos humanos e bovinos. Na tentativa de se conseguir a separacao de
materiais genéticos de origens distintas, Buel et al. (1995), realizaram
experimento no qual misturaram sangue humano com sangue animal,
simulando um possivel cenério, em que fossem encontrados restos humanos e
ndo-humanos. Entre todas as tentativas realizadas, nenhuma delas mostrou-se
satisfatoria, pois a amplificacdo das amostras de DNA animal produziu

fragmentos muito similares aos encontrados pelo DNA humano.

Clayton et al. (1995) relataram os esforcos para identificacdo de 61
corpos de vitimas de incéndio ocorrido no Texas (EUA). Do total dos casos, 23
corpos tiveram o sexo determinado pela amplificacdo da amelogenina,
metodlogia julgada pelos autores como confiavel, uma vez que utilizou o

marcador X para controle, concomitantemente ao cromossomo Y.

Conforme Haas-Rochholz & Weiler (1997), o gene humano da
amelogenina, localizado no cromossomo sexual X, € também chamado
AMELX, enquanto a amelogenina localizada no cromossomo Y é chamada de
AMELY. Dentre as metodologias de rotina que utilizam a amelogenina para
PCR, encontra-se como produto 106 e 112 pb para os cromossomos X e Y,
respectivamente. Os autores, no intuito de reverterem a possivel sobreposicao
de fragmentos, investigaram a possibilidade de desenvolvimento de novos
primers para os testes de investigagdo do sexo e obtiveram resultados

satisfatorios com fragmentos menores que 100 pb.

11



Smith et al. (1997) reportaram a analise de DNA de 43 restos 0sseos
encontrados em Roma, referentes ao século IV, supostamente de criancas
vitimas de infanticidio. O sexo foi determinado pela amplificacdo do gene
amelogenina, pois a andalise morfométrica em criancas, especialmente
naquelas cujo esqueleto ainda ndo se apresentava completo, ndo forneceria

confiabilidade aos resultados.

O gene amelogenina é um gene de cépia simples, encontrado nos
cromossomos homodlogos X e Y, que se diferenciam em tamanho e em
sequéncia. Roffey et al.(2000) reportaram situacdo na qual um individuo com
fendtipo masculino normal, apresentou identificacdo de seu genoétipo sexual
trocada, com resultado correspondente a falso-feminino. Para confirmacao do
falso resultado a partir do gene amelogenina, os autores optaram por amplificar
o gene DYZ1, presente exclusivamente no cromossomo Y. Dessa forma,
identificaram corretamente o sexo do individuo como sendo masculino e
puderam sugerir a utilizacdo de dois marcadores para determinacdo do sexo,

de forma a evitar resultados erréneos.

Algumas situacdes forenses tornam a determinacdo do género
bioldégico crucial, pois a primeira preocupacdo relacionada a andlise de
amostras esta na possibilidade de contaminacdo com DNA exdgeno advindo
de outro individuo. Thangaraj et al. (2002) analisaram 270 amostras
masculinas, no intuito de encontrar possivel delecdo da amelogenina no
cromossomo Y. Tal busca se deu, motivada por ser a amelogenina o marcador
padrdo presente nos kits comerciais para identificacdo individual e do sexo.
Dos individuos analisados, cinco deles apresentaram delecdo da amelogenina,

sugerindo a possibilidade de um ponto de muta¢cdo no cromossomo Y.

Stephanopoulos et al. (2005) averiguaram 0s genes envolvidos nos
casos de amelogénese imperfeita e, apos revisao da literatura, concluiram que
a composicao final do esmalte dental era o somatério das agdes moleculares e
celulares, controladas pela expressdo de mdultiplos genes, em especial pelo

gene amelogenina, composto por sete éxons e seis introns.
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Tschentscher et al. (2008) realizaram um estudo cego com 50
individuos do sexo masculino e 50 individuos do sexo feminino para
determinacdo do sexo a partir do gene amelogenina, porém amplificando uma
menor sequéncia do gene, com 48 e 45 pb. Como resultado, foi possivel a
obtencdo da amplificacdo do material genético em todas as amostras

averiguadas.

Velarde-Félix et al. (2008) realizaram estudo cego, observacional,
comparativo e transversal em 457 amostras sanguineas, com a finalidade de
determinar o sexo a partir da amplificacdo do gene amelogenina. Como
resultado, houve concordancia de 100% entre a amplificacdo obtida e 0 sexo

real dos individuos participantes.

Para a interpretacédo dos resultados obtidos a partir dos exames de
DNA com o gene amelogenina, observa-se a presenca de dois picos de leitura
para individuos masculinos (heterozigoticos), enquanto que individuos do
género feminino apresentam um unico pico (homozigoéticos). Codina et al.
(2009) aplicaram a associacdo de quatro técnicas, entre elas a da
amelogenina, para determinagdo do sexo, garantindo maior confiabilidade aos

exames tradicionalmente realizados.

Pugach et al. (2010) descreveram o papel da amelogenina durante o
desenvolvimento dental. Previamente a erupcdo do elemento dental na
cavidade bucal, os ameloblastos sdo responsaveis pela secrecdo da matriz
organica, a qual, por sua vez € constituida em cerca de 90 % pela proteina
nominada amelogenina. Proteases também sdo secretadas pelos
ameloblastos, com a funcdo de processar a amelogenina e outras proteinas
menos abundantes, dando espaco para o0 desenvolvimento dos cristais

minerais que formardo o esmalte dental.

Luptakova et al.(2011) buscaram a identificacdo do sexo em 25
esqueletos da ldade Média, encontrados na Eslovaquia. Tornou-se necessaria
a associagdo de técnicas da biologia molecular, pois a amostra, outrora

analisada e tratada com métodos antropoldgicos e arqueoldgicos, apresentava-

13



se altamente degradada. Como a amplificacdo da amelogenina para
determinacdo do sexo pode apresentar falsos resultados, as regides eleitas
para amplificacdo e determinacdo do sexo foram as dos genes SRY e DXZ4,
pois além de constituirem fragmento com menor niumero de pares de bases em
relacdo ao gene amelogenina, permitiram o trabalho com material escasso,

determinando o sexo em 92% da amostra.

2.5 0 6rgéo dental e os exames de DNA

Para a realizacdo de estudos arqueoldgicos e antropoldgicos,
Richards & Sykes (1995) recomendaram a utilizacdo de ossos e dentes, pois
representam o tipo de amostra que mais resiste ao tempo, porém certos
cuidados devem ser tomados, na tentativa de evitar a contaminacdo do
material mais antigo com DNA moderno exdgeno. Dessa forma, os autores
realizaram testes de DNA em ossos oriundos de animais, obtidos de uma
escavacao, e puderam perceber a ocorréncia da contaminacao, possivelmente

na fase pré-laboral, ou seja, durante a propria escavacao.

Sweet & Sweet (1995) relataram a identificacdo humana de uma
vitima incinerada. Devido a elevada temperatura em que o corpo foi exposto, a

identificacdo foi possivel gracas a andlise de DNA obtido do tecido pulpar

oriundo de terceiro molar incluso, portanto preservado.

Yamamoto (1996) ao tratar sobre os estudos biomoleculares em
dentes abordou as diferentes metodologias empregadas com o 6rgao dental,
dentre elas a racemizacdo de aminoacidos para estimativa a idade e a anélise
de DNA da polpa dental. O autor sugeriu que, nas ocasides em que se fizer
necessaria a utilizacdo de dentes para exames de DNA, o procedimento de
extracdo do elemento dental ndo tenha ocorrido ha mais de 21 meses, com a

finalidade de preservacao das células nativas.

Sweet et al. (1999) relataram um caso em que foi possivel realizar a

identificacdo humana a partir da analise de DNA de material obtido de exame
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citologico prévio e comparado com o DNA recuperado de um dos elementos
dentais da vitima. A identificacdo foi positiva, confirmando a possibilidade de

exames medicos servirem de fonte para a identificacdo humana.

Murakami et al. (2000) avaliaram, do ponto de vista da medicina
forense, a capacidade dos materiais obtidos dos dentes servirem para a
determinar 0 sexo a partir da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Foi
possivel a determinacdo do sexo, com amplificacdo dos marcadores DXZ1 e
DYZ3, em dentes permanentes, com a utilizagdo da polpa dental, e em dentes
deciduos, com a utilizacdo da superficie da cavidade pulpar. A determinacdo
do sexo a partir da polpa dental mostrou-se possivel em amostras preservadas

pelo periodo de 22 anos.

Segundo Presecki et al. (2000), dentre os métodos de preparacao
dos dentes para isolamento do DNA, o corte horizontal na regiao
amelocementaria permitiu facil acesso a camara pulpar, além de fornecer a
possibilidade de preservacdo da coroa dental, para utilizacdo em futuras
pesquisas, conservando suas caracteristicas anatbmicas. Para a andlise de
DNA lancou-se mé&o da pulverizacdo do complexo dentina-cemento, pois esta

foi capaz de fornecer grandes quantidades de DNA nuclear e mitocondrial.

Em 2001, Pretty & Sweet realizaram estudo demonstrando as
principais areas de atuacdo da odontologia forense, dentre elas as técnicas
com DNA. Os dentes representam uma excelente fonte de material genético,

sendo viaveis até mesmo aqueles tratados endoddnticamente.

Malaver & Yunis (2003) verificaram a possibilidade da polpa, dentina
e cemento, servirem como fonte de DNA para identificagdo humana. Fizeram
parte da amostra 20 dentes obtidos de cadaveres, nos quais foi possivel obter
resultados satisfatdrios para a dentina e cemento, sendo possivel apenas a

obtencdo de DNA mitocondrial.

Em grande parte dos casos, os restos humanos encontrados em
sitios arqueoldgicos correspondem aos tecidos duros, como 0s 0SSO e dentes.

Ricaut et al. (2005) verificaram a preservacdo do DNA de 10 corpos
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encontrados em um sitio arqueoldgico na Franga, com idades de cerca de 400
a 1000 anos. Para o exame, a amostra foi composta tanto por 0Ssos como por
dentes, este ultimo fornecendo a polpa dentaria. Como resultado, nao foi obtido
amplificacdo do DNA para a amostra 0ssea, porém o tecido pulpar que sofreu
purificacdo prévia revelou resultados positivos para material genético

conservado e passivel de sequenciamento.

Jobim et al. (2006) reportaram a identificagdo positiva de cranio
queimado encontrado a margem do rio Gravatai (RS), pela analise da polpa
dentaria. Para a realizacdo dos exames, foi colhido o DNA dos supostos pais
da vitima, para a realizacdo do estudo comparativo, com amplificacdo de oito

l6¢ci STR, somados a amelogenina para determinacao do sexo.

Para Silva RHA et al. (2007), o processo de identificacdo de vitimas
necessita do emprego de técnicas eficientes e rapidas. O emprego do elemento
dental para a obtencdo do material genético vem sendo gradativamente
demonstrado pela literatura, possibilitando o exame de DNA em menores

quantidades de material disponivel e sob condi¢bes adversas.

Silva RF et al. (2007) sugeriram a tomada de algumas precaucdes
no momento em que os elementos dentais forem elegidos como fonte doadora
de material biolégico. Assim, 0s autores sugeriram que previamente a utilizacédo
dos dentes, os mesmos sejam identificados e descritos conforme suas
caracteristicas morfologicas e, se possivel, a realizacdo de tomada radiografica

dos mesmos.

Hemanth et al. (2008) classificaram os métodos para determinacdo
do sexo através do tecido dental em trés diferentes técnicas:método visual ou

clinico, método microscopico ou métodos avancados da biologia molecular.

Musse et al (2009) realizaram um estudo laboratorial, com a
finalidade de verificar a recuperacdo do material genético obtido de dentes
submersos em agua doce e salgada. Foi possivel recuperar o material genético
em 37,5% dos dentes utilizados no estudo, com amplificacdo em 45% da

amostra mantida em agua doce e 30% da amostra mantida em agua salgada.
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Santos (2009) comparou a extracdo de DNA obtido de 18 dentes
extraidos e de amostras sanguineas oriundas dos mesmos doadores. Os
dentes mostraram-se como fonte viavel para a obtencdo do perfil genético,
porém guando comparados com a simplicidade da identificacdo humana com

amostras sanguineas, deixaram de ser a metodologia de primeira escolha.

Veeraraghavan et al. (2010) realizaram estudo para verificar a
confiabilidade da determinacdo do sexo a partir da fluorescéncia do
cromossomo Y, presente no nucleo de células do tecido pulpar. Tal técnica
mostrou-se efetiva para os exames realizados em dentes recém-extraidos,
muito embora a identificacdo incorreta do sexo para individuos femininos tenha
ocorrido nas amostras examinadas no periodo de um e cinco meses apoés a

exodontia.

2.6 Resina Chelex

Os métodos para extracdo de DNA, historicamente tém incluido a
separacdo e a purificagcdo como passos, utilizando a extragcdo com fenol-
cloroférmio e/ ou precipitacdo etandlica. Walsh et al. (1991) demonstraram a
eficacia da resina quelante Chelex como método de extracdo de DNA em 84
tipos diferentes de amostras forenses e obtiveram resultados idénticos aos
apresentados pelo método com fenol-cloroférmio.

Fridez & Coquoz (1995) realizaram estudo comparativo para
extracdo de DNA, entre as técnicas com fenol-cloroférmio e com Chelex. OS
autores analisaram o poder de recuperacdo do DNA obtido de selos colados
em envelopes de correspondéncia. A técnica com fenol-cloroformio mostrou-se
superior a Chelex e a quantidade de DNA recuperado foi diretamente

proporcional a quantidade de saliva depositada sob os selos.

Sweet et al. (1996) compararam duas diferentes técnicas para
extracdo de DNA: a técnica organica, com fenol-cloroférmio, e a técnica

inorganica, a qual faz uso da resina quelante Chelex. A técnica com Chelex

17



mostrou-se rapida e simples, dispensando o0 uso de solventes organicos

toxicos, sem necessidade de multiplas transferéncias entre tubo.

Coombs et al. (1999) verificaram a possibilidade de recuperagéo do
DNA a partir de tecido tumoral parafinado, coletado outrora para exames
patolégicos. Dentre as técnicas avaliadas, a que mostrou-se mais eficiente fez
uso da resina Chelex, apresentando como grande vantagem o tempo
despendido em sua metodologia: ndo mais que quatro horas.

A resina quelante Chelex, além de possuir elevada preferéncia por
metais pesados como cobre e ferro, qual ions metalicos e atua sob cations

monovalentes, como o sodio e o potassio (Bio-Rad, 2000).

Barea et al. (2004) realizaram a comparacao de cinco métodos para
a extracdo de DNA de fontes ditas escassas, como esfregacos de sangue
periférico, tecidos incluidos em parafina, sangue impregnado em papel, urina,
saliva e bulbos capilares. Os autores concluiram que os melhores resultados
encontrados pertenceram ao grupo previamente tratado e purificado com a

resina quelante Chelex®.

Suenaga & Nakanura (2005) avaliaram trés métodos para extracao
de DNA obtido de cabelo humano: A Chelex®, o QIAamp® DNA mini Kit e 0
ISOHAIR®. Os dois primeiros métodos obtiveram amplificacdo de 100% da
amostra, porém o0s autores sugeriram a utilizacdo do método com resina
Chelex, por apresentar caracteristicas como confiabilidade, rapidez,

simplicidade e baixo custo.

Inexiste um meétodo dito “universal” para a extracdo do DNA.
Castella et al.(2006) avaliaram a eficiéncia do método baseado na membrana
em silica para extracdo de DNA e comparou-o aos metodos com fenol-
cloroférmio e com Chelex. Os picos obtidos pelo método da silica foram
maiores que os obtidos com as duas técnicas usadas para comparacéo,

permitindo aumento de cerca de 20% para obtencéo de perfis genéticos.
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Hansen et al. (2006) compararam amostras salivares e sanguineas
para a obtencdo de perfis de DNA, pelos métodos de extragcdo manual com
resina Chelex e com o sistema automatico BSD600 (BSD robotic). Foi possivel
a obtencdo de amplificacbes consistentes, através do sistema automatizado,
além do mesmo ter apresentado como vantagens sobre a resina Chelex, a
reducdo no numero de andlises que necessitaram de nova andlise, no numero

de fases laboratoriais e no nimero de ciclos da PCR.

Caenazzo et al. (2009) relataram a estratégia adotada para a
resolucdo de um crime ocorrido em 1992, através do emprego da genética
forense. Os autores puderam demonstrar a robustez da extragcdo do DNA com
resina Chelex, principalmente quando associada a correta armazenagem dos

materiais coletados na cena do crime.
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3 PROPOSICAO

O presente trabalho teve como objetivos:

a) Verificar a viabilidade da polpa dentaria, obtida de dentes de
cadaveres em decomposi¢cdo, em servir como fonte para
obtencdo de amostras de DNA,;

b) Buscar a determinacdo do género biolégico por meio da
amplificacdo do gene amelogenina das amostras de tecido
pulpar;

c) Analisar a eficacia do método inorganico com resina Chelex
100® (Bio Rad) para extracdo de DNA,;

d) Confirmar a importancia do conhecimento da biologia molecular
para o0s profissionais cirurgides-dentistas dedicados a
Odontologia Legal.
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4 Materiais e métodos

O presente trabalho tratou-se de estudo cego, comparativo,
observacional, no qual buscou-se a identificagdo do género humano através da
amplificacdo do gene amelogenina, apds extracdo de material genético da

polpa dental.

4.1 Obtencao da amostra

Apo6s submissdo e aprovacgédo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Protocolo 187/2009 (Anexo 1), foram
analisados 52 dentes, obtidos de 13 cadaveres, de ambos 0s sexos, que deram
entrada no Departamento Médico Legal de Vitoria (ES) no periodo de janeiro a
marco de 2010. Participaram da pesquisa somente corpos em avancado
estado de decomposicdo, carbonizados ou ossadas que, apds 0S exames
dactiloscépicos e antropoldgicos, ainda estavam na condicdo de néo-

identificados.

O critério para incluséo dos dentes na amostra foi a preferéncia por
dentes posteriores e isentos de cérie. Foram excluidos da pesquisa, aqueles

dentes com grande destruicdo coronaria ou restauracdes extensas.

Os elementos extraidos foram acondicionados em recipientes
estéreis, identificados quanto a sua procedéncia, classificados quanto ao tipo
dental e mantidos em camara fria a -4°C, até o0 momento da retirada da polpa

dental.

4.2 Obtencao do material genético

Primeiramente, para remocdo de remanescente 0sseo e/ou de

corpos estranhos aderidos a porcao radicular, os dentes tiveram suas
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superficies externas curetadas e em seguida foram limpos com o auxilio de

gaze estéril embebida em 4gua deionizada.

A escolha da técnica para obtencdo do material genético foi baseada
naquela proposta por Silva (1998), porém com modificagdes quanto a forma de
seccao dental, pois apos estudo piloto, constatou-se que a secc¢ao realizada
circundando a estrutura dental, preservava maior quantidade de tecido pulpar.
Assim, a secc¢do dos elementos dentais ocorreu na juncdo amelo-cementéria
com o auxilio de motor de baixa rotacdo e mandril montado com discos de

carborundum.

A remocdo do tecido pulpar deu-se com o uso de curetas e
instrumentais endodénticos. O tecido removido foi acondicionado em
recipientes estéreis e identificado apenas com numeros, para em seguida

serem enviados ao laboratério para anélise molecular.

4.3 Analise do DNA e estimativa do género

As etapas de extracdo, amplificacdo e sequenciamento do DNA
provindo da polpa dental, foram realizadas pelo Instituto de Pericias Cientificas

— IPC, localizado no municipio de Campo Grande/MS.

4.3.1Extracdo do material genético

Para a extracdo do material genético, o protocolo utilizado foi o
padronizado por Walsh, Metzeger & Higuchi (1991), com uso da resina
guelante Chelex 100® (BioRad), diluida em agua na proporcdo de 100ml de
H,O para 5g de resina.

Ao material extraido, adicionou-se a resina Chelex 100® a 5%, com
volume final de 200 pL. Realizou-se a incubacgéo por 56°C, por 30 minutos,
seguida da vortexacdo por 10 segundos, nova incubacdo por 10 minutos a

95°C em bloco térmico e udltima vortexagem por 10 segundos. Previamente a
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amplificagcédo, centrifugou-se a amostra por 3 minutos a 15.000 rotacdes por

minuto (rpm).
4.3.2 Amplificacdo do material genético

A amplificacdo se deu pela técnica da reacdo em cadeia pela
polimerase, ou PCR, para o lécus do gene amelogenina, utilizando-se
Termociclador 9700® por um periodo de 3 horas, com ciclagem padréao e Kit

Identifiler Plus® (ciclagem padrao).

A amplificacdo gerou produtos de 106 e 112 pares de bases (pb)
para os cromossomos homoélogos X e Y, respectivamente (Sullivan et al. apud
Codina et al., 2009).

A enzima para polimerizacdo usada foi a AmpliTaq Gold®.

4.3.3 Eletroforese

O sequenciamento foi realizado através de sequenciador
automatico (Applied Biosystems 3130 Genetic Analyzer®) o qual forneceu
resultados que foram submetidos a leitura e interpretacdo e, posteriormente,
foram classificados como feminino ou masculino - AMELX e AMELY

respectivamente.
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5 RESULTADOS

5.1 Estudo estatistico

No presente estudo, a avaliacdo da associacdo entre o sexo real dos
individuos dos quais os dentes procederam e as variaveis “possibilidade de
determinagdo do género bioldgico” e “concordancia na determinacdo do género

biolégico” foi realizada por meio do teste exato de Fisher.

A avaliagdo da associacdo entre a possibilidade de determinacdo do
género bioldgico e a classificacdo dental foi realizada por meio do teste do qui-
guadrado.

A concordancia entre a determinacao do género biolégico pela analise da
amelogenina pulpar e o género real dos individuos dos quais os dentes procederam foi
determinada por meio do coeficiente de Kappa.

Os demais resultados das varidveis avaliadas neste estudo foram

apresentados na forma de estatistica descritiva ou na forma de tabelas e graficos.

Os testes de associacdo foram realizados utilizando-se o software
SigmasStat, versao 2.0, considerando um nivel de significancia de 5%. Ja o coeficiente

de Kappa foi determinado por meio de uma calculadora on-line

5.2 Amostragem

Fizeram parte deste estudo 52 dentes obtidos de corpos decompostos, 0s
quais foram divididos quanto a classificacdo dental (tipo dental) e proporgdo (%) na

amostra total.

A amostra foi composta por 51,9% (n=27) de molares, 26,9% (n=14) de

pré-molares, 17,3% (n=9) de caninos e 3,8% (n=2) de incisivos.

Quanto ao género dos cadaveres que compuseram a amostra, 76,9%
(n=40) eram individuos do sexo masculino, enquanto que os demais (23,1% - n=12)

eram individuos do sexo feminino.
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5.3 Analise da amelogenina X classificacdo dental

Dos 52 dentes avaliados, devido a ndo amplificacdo do gene, nado foi
possivel determinar o género bioldégico em 15,4% (n=08) da amostra, enquanto em
84,6% (n=44) dos dentes, a determinacdo do género foi possivel, conforme a leitura

dos picos do gene amelogenina (Anexo 2).

A distribuicdo dos dentes analisados neste estudo, de acordo com a
classificacdo dental, 0 sexo e a determinacdo do género bioldgico estdo apresentados

na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo dos dentes analisados de acordo com a classificagéo dental, o
sexo e a determinag&o do género bioldgico.

Variavel % (n)

Classificagcdo dental

Molares 51,9 (27)

Pré-molares 26,9 (14)

Caninos 17,3 (9)

Incisivos 3,8(2)
Sexo

Masculino 76,9 (40)

Feminino 23,1 (12)

Determinacédo do género biolégico
Possivel 84,6 (44)

N&o possivel 15,4 (8)

Entre os dentes do sexo masculino (n=40), foi possivel a determinacdo do
género em 90,0% (n=36) deles, enquanto para os demais (10,0%, n=4) esta

determinacdo n&o foi possivel. Ja& entre os dentes do sexo feminino (n=12), foi
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possivel a determinacdo do género em 66,7% (n=8) deles, enquanto para os demais
(33,3% - n=4) esta determinac¢&o nao foi possivel.

O sexo nao influenciou na viabilidade do material coletado para a
determinacdo do género (teste exato de Fisher, p=0, 072), ou seja, em ambos 0s
sexos obteve-se éxito na amplificacdo da amelogenina. Estes resultados estdo

ilustrados na Figura 1.

100
90,0%
{n=36) -
Sexo - Mast_:u!lno
- Feminino
3
]
-]
=
(]
T
]
T
©
= 33,3%
E (n=4)
3
&

Possivel N3o possivel

Determinagao do género biologico

Figura 1 — Frequencia de dentes, de acordo com 0 sexo e a possibilidade de
determinag&o do género bioldgico. Cada coluna representa o valor percentual.

Dos 44 dentes em que foi possivel a determinacdo do género bioldgico,
81,8% (n=36) eram de individuos do sexo masculino e 18,2% (n=8) eram de individuos

do sexo feminino.

Entre os dentes molares analisados (n=27), foi possivel a determinacéo do
género em 81,5% (n=22) deles, enquanto para os demais (18,5% - n=5) esta

determinagdo ndo foi possivel. Entre os dentes pré-molares analisados (n=14), foi
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possivel a determinacdo do género em 85,7% (n=12) deles, enquanto para os demais
(18,5% - n=2) esta determinacdo ndo foi possivel. Ja entre os dentes caninos
analisados (n=9), foi possivel a determinacdo do género em 88,9% (n=7) deles,
enquanto para os demais (11,1% - n=1) esta determinagdo ndo foi possivel.
Finalmente, entre os dentes incisivos analisados (n=2), foi possivel a determinacdo do
género em 100,0% (n=2) deles.

N&o houve associacdo entre o grupo dental e a viabilidade do material
coletado para a determinacdo do género (teste do qui-quadrado, p=0,892), logo,
dentes multirradiculares, que forneceram maior quantidade de tecido pulpar, ndo
revelaram melhores resultados que outros dentes fornecedores de pequena
guantidade pulpar, e.g, incisivos centrais inferiores.

Os resultados referentes a avaliacdo da associacdo entre a determinacéo
do género bioldgico e as variaveis sexo e tipo dental estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2- Resultados referentes a avaliacdo da associacdo entre a determinagdo do
género bioldgico e as variaveis sexo e tipo dental.

Determinacéo do género

s Valor de p
biolégico
Alteracao oral Possivel N Vel (teste exato de
ossive ao possive Fisher ou qui-
% (n) % (n) quadrado)
Sexo
Masculino 90,0 (36) 10,0 (4)
0,072
Feminino 66,7 (8) 33,3 (4)
Tipo dental
Molares 81,5 (22) 18,5 (5)
Pré-molares 85,7 (12) 18,5 (2)
0,892
Caninos 88,9 (7) 11,1 (1)
Incisivos 100,0 (2) 0,0 (0)
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5.4 Estudo cego

Dentre os 44 dentes em que foi possivel a determinacdo do género
biol6gico, houve uma concordancia de 95,5% (n=42) entre a determinacdo do género
biolégico pela analise da amelogenina pulpar e o género real dos individuos de onde
os dentes eram procedentes. Neste caso, o coeficiente de Kappa foi de 0,909,

considerado um grau de concordancia com um nivel de confianga muito alto.

Dos dentes viaveis procedentes de individuos do sexo masculino (n=36), a
concordancia foi de 94,4% (n=34), com uma discordancia de 5,6% (n=2). Ja entre o0s
dentes vidveis procedentes de individuos do sexo feminino (n=8), a concordancia foi
de 100,0% (n=8).

N&o houve influéncia entre o sexo dos individuos e a concordancia entre a
determinacdo do género bioldgico pela analise da amelogenina pulpar e o género real
dos individuos dos quais os dentes eram procedentes (teste exato de Fisher,
p=1,000). Estes resultados foram apresentados na Tabela 3 e ilustrados na Figura 2.

Tabela 3 - Resultados referentes a avaliagdo da associagdo entre a concordancia na
determinacdo do género bioldgico e o sexo real dos individuos de onde os dentes
eram procedentes.

Concordéancia

Valor de p
Alteracao oral Sim N&o (teste exato de
% (n) % (n) Fisher)
Sexo
Masculino 94,4 (34) 5,6 (2)
1,000
Feminino 100,0 (8) 0,0 (0)
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Figura 2 - Frequencia de dentes, de acordo com 0 sexo e a concordancia na
determinag&o do género bioldgico. Cada coluna representa o valor percentual.
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6 DISCUSSAO

Marco histérico se deu com a descoberta, por Watson e Crick, em
1953, da estrutura de dupla hélice do &cido desoxirribonucléico, ou DNA,
composta por nucleotideos e com o pareamento das bases nitrogenadas
denominadas citosina (C), guanina (G), adenina (A) e timina (T). A sequéncia
de bases forma o0s genes, 0s quais estao localizados em um local especifico do
cromossomo, local este dito locus ou locos (Jobim et al.,, 2005; Vanrell &
Borborema, 2007).

Com o passar dos anos e com o desenvolvimento das técnicas da
biologia molecular, a identificacdo humana ganhou valiosa ferramenta, que por
sua vez findou por revolucionar as ciéncias forenses com o emprego de novas
tecnologias, mais rapidas, sensiveis e especificas (Presecki et al., 2000).
Assim, a andlise da molécula de DNA, passou a constituir atestado de

veracidade as pesquisas clinicas e investigativas periciais (Roffey et al., 2000).

A Odontologia Legal, especialidade odontolégica voltada a
investigacdo de eventos que tenham atingido o homem, seja ele vivo, falecido,
integro ou em suas partes (CFO, 2005), muito embora tenha como grande area
de atuacdo a identificacdo humana pela andlise dos elementos dentarios
(Yamamoto, 1996; Slavkin, 1997; Hemanth et al., 2008), concomitantemente,
exibe o poder de atuar na busca e manipulacdo de evidéncias fisicas, como o
DNA (Silva RF et al., 2007; Silva RHA et al., 2007; Hedman et al., 2009; Vieira
et al., 2010).

N&o muito raro, esqueletos sdo encontrados nos mais diversos
locais, sendo entdo trazidos junto aos Institutos Médico-Legais (IMLs) de todo o
pais para posterior identificacdo. Os métodos antropologicos classicos e
consagrados tornaram-se um recurso de baixissimo custo, sendo o Cirurgido-
dentista odontolegista um dos profissionais mais bem preparados para

realizacdo de tal método.
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No entanto, como descreveram Schmerer (2001), Ganswindt et al.
(2003), Arruda et al. (2007), Caramelli et al. (2007), Vanek et al. (2009), Vieira
et al. (2010) e Luptakovaa et al. (2011), a identificacdo antropoldgica tornou-se
uma tarefa um tanto quanto ardua em casos cujos individuos a serem
identificados encontravam-se nas seguintes situacdes: em sitios arqueoldgicos,
com pegas 0sseas humanas mescladas as de animais; impressdes digitais ou
identificacdo pelos arcos dentais comprometidas; corpos ou ossadas
fragmentados; e faixa etaria aquém da puberdade, com caracteristicas

somatométricas e somatoscépicas indiferenciadas.

Consecutivamente, as técnicas da biologia molecular passaram a
atuar como adjuvantes ou complementares das metodologias empregadas
rotineiramente nos Institutos Médicos-legais do Brasil (Silva & Oliveira, 2008),
com ressalva ao elevado custo da emergente tecnologia, limitada pela elevada
demanda de procedimentos e burocracia presentes nos 6rgaos publicos do

pais.

Outro fator primordial que permitiu a evolugcdo da genética forense
foi o desenvolvimento da “reacdo em cadeia da polimerase”, conhecida como
PCR. Esse rico método, através de sua sensibilidade e eficiéncia, permitiu a
amplificacdo seletiva de partes especificas do DNA. Dividida em trés fases, a
PCR tem inicio com a separac¢éo da dupla fita do DNA (desnaturagéo), seguida
do anelamento de primers ou iniciadores da amplificacao, e finalizacdo com a
extensdo da molécula de DNA. Todas as etapas sofrem influéncia da
temperatura e conforme se aumentam os numeros de ciclos, maior é a
quantidade de coépias idénticas de DNA geradas (Jobim et al., 2005;
Zangenberg et al., 1999;Mesquita et al., 2001; Rocha 2009; Santos, 2009).

O presente trabalho buscou, primordialmente, a investigacdo do
género biolégico em cadaveres, por meio da obtencédo do material genético do
orgao dental, segundo reportaram Faerman et al. (1995), Yamamoto (1996),
Slavkin (1997), Presecki et al.(2000), Ricaut et al. (2005), Hemanth et al.
(2008), Musse et al.(2009) e Santos (2009).

31



Os elementos dentarios, assim como 0S 0SS0S, SA0 0S resquicios
humanos frequentemente encontrados preservados. Em especial o 6rgéo
dental (Ricaut et al., 2005), que além de ser a estrutura mais resistente do
corpo humano, tem a prerrogativa de manter-se a salvo de diferentes
intempéries, como as causadas pelo fogo, conforme exemplo de caso relatado
por Pretty & Sweet, em 2001, os quais identificaram vitima incinerada gracas a
presenca de terceiro molar incluso, utilizado para a obtencdo do material

genético.

Por sua vez, optou-se pela utilizacdo da polpa dentaria para
obtencdo do DNA (Girish et al., 2010), com abertura corondria para acesso
endodoéntico através de corte horizontal, na regido cervical, de maneira a
preservar a anatomia oclusal e incisal dos elementos. Em tempo, Silva RF et
al., 2007 recomendaram a tomada radiogréafica prévia do elemento dental para

futuros confrontos, caso fosse oportuno.

Em contraposto ao executado pelo presente trabalho estdo as
técnicas propostas por Sweet & Hildebrand (1998), que fizeram uso da
criogenia seguida da pulverizacdo da estrutura dental, e a metodologia
proposta por Calabrez & Saldanha (1997), Musse et al.(2009) e Santos (2009),
com criogenia e pulverizacdo somente da porcdo radicular dos elementos
dentais. Pareceu-nos adequada a utilizagdo somente do tecido pulpar, pois foi
possivel manter em arquivo, tanto porcdo coronal, como porcdo radicular,
ambas fontes viaveis para obtencdo de DNA (conforme concluséo dos autores
supracitados) em futuras pesquisas, ou caso o método proposto pelo atual

projeto, ndo se apresentasse fativel.

Para a determinacdo do género biologico elegeu-se a amplificacdo
do gene amelogenina, muito embora a literatura tenha outrora reportado
metodologias mais simples, como o método citologico para visualizacdo da
cromatina sexual, ou corpusculo de Barr, proposta por Arbenz, (1988) e Duz,
(2000); Tal técnica exibe limitagbes quanto ao seu emprego em cOrpos em

estado de decomposicao, pois como descreveu Daz, em 2004, a frequéncia de
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encontro do corpusculo sofre queda acentuada decorridas as primeiras seis
horas da morte do individuo.

A amelogenina estd presente no corpo humano em duas formas
distintas, porém correlacionadas. A primeira apresenta-se como proteina da
familia amelogenina, também conhecida como proteina da matriz de esmalte
(PME), exatamente por constituir 90% dessa matriz. E responsavel pela
formacao do arcabouco do esmalte dental, sendo composta por cerca de 180
aminoacidos. Sua auséncia ou delecdo causa a patologia denominada
amelogénese imperfeita (Arce, 1992; Lench et al., 1994; Stephanopoulos et al.,
2005; Pugacch et al., 2010;).

A secrecdo da proteina amelogenina € controlada pelo gene
amelogenina. Tal gene possui dois alelos homdlogos presentes nos
cromossomos sexuais X e Y, sendo denominados AMELX e AMELY,
respectivamente. O gene AMELX mede 2.872 pb e localiza-se, mais
precisamente, na por¢cao Xp22.1-22.3 de seu cromossomo, enquanto o gene
AMELY mede 3,272 pb e encontra-se na por¢ao Ypll.2 (Haas-Rochholz &
Weiler (1997); Velarde-Félix et al., 2008; Codina et al., 2009).

A determinacdo do género bioldgico através do gene amelogenina
tornou-se possivel a partir da descoberta da delecéo de seis pares de bases no
intron | do gene AMELX, gerando produtos de 106 pb para individuos femininos
e de 112 pb para individuos masculinos. Em suma, tal técnica permite
visualizar individuos femininos em carater homozitético (XX), enquanto o0s
individuos masculinos apresentam-se heterozigéticos (XY), com seus relativos
pares de bases (Haas-Rochholz & Weiler (1997), Velarde-Félix et al., 2008).

Escolheu-se a aplicacdo da analise da amelogenina pulpar obtida de
dentes oriundos de cadaveres em estado de decomposi¢cdo, assim como
concretizado por Malaver & Yunis, em 2003, e diferentemente daquilo realizado
por Sweet & Hildebrand (1998), Presecki et al. (2000); Musse et al. (2009) e
Santos (2009), dentre os quais avaliaram a obtencdo de material genético de

dentes recém-extraidos.
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Neste sentido, foi-nos valido avaliar a capacidade de cadaveres
fornecerem dentes capazes de provir material genético suficiente para o0s
exames de DNA, de forma tal a posicionar e verificar a aplicabilidade da

presente pesquisa, no contexto real das pericias forenses.

Compuseram a amostragem do atual estudo, 52 elementos dentais
obtidos de cadaveres liberados para sepultamento, sem identificacdo positiva
e, portanto, classificados como “n&o-identificados”. Apds o0s exames
necroscopicos padrdo, tomou-se nota do registro geral dos individuos, bem
como o género biolégico aos quais pertenciam, compondo um estudo cego

para a determinacéo do sexo.

A proporcao do género biolégico real da amostra dental foi de 76,9%
(n=40) de individuos do sexo masculino e de 23,1% (n=12) de individuos do
sexo feminino. Tal diferenca na proporcdo entre géneros deu-se pela
amostragem ser composta por individuos sem identificacdo, com menor

namero de casos de mulheres inseridas nessa situacao.

Para a obtencdo dos dentes, tomou-se a preferéncia por dentes
posteriores (Girish et al.,, 2010), todavia na auséncia desses, seguia-se a
preferéncia pelos elementos dentais no sentido pdstero-anterior, com obtencédo
final de 4 dentes por sujeito, sugestao oferecida por Faerman et al. (1995) e
Ricaut et al. (2005), que mostraram a existéncia de discrepancia de resultados

obtidos de fontes diferentes de um mesmo individuo.

A amplificacdo da amelogenina pulpar mostrou-se viavel em 84,6%
(n=44) da amostra, resultados que estédo de acordo ao encontrado por Velarde-
Félix et al. (2008) e Santos (2009) os quais obtiveram amplificacdo de 100% de
suas amostras. Propor¢cdes decrescentes foram encontradas por Tschentscher
et al.,, 2008, com 50% e por Ganswindt et al.,, em 2003 e Ricaut et al., em
2005, com 43%.

O sexo dos individuos analisados nao influenciou na possibilidade
de extracdo do DNA da polpa dental (p=0, 072), mesmo que a nao obtencao de
amplificagdo da amelogenina tenha ocorrido em 15,4% (n=08) da amostra.
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Provavelmente, tal falha tenha ocorrido motivada pelos seguintes fatores:
presenca de inibidores da PCR, material genético altamente degradado,
quantidade e qualidade insuficientes de material genético ou método de

extracdo de DNA insuficiente (Kanto et al., 2005).

Conforme Richards & Sykes (1995), logo apés a morte, o DNA sofre
acdo autolitica, sendo degradado principalmente por hidrolise e oxidacao. A
nao amplificagdo do DNA - resultado da alta fragmentacdo do mesmo - foi
reportada por Ricaut et al. (2005), ao relatarem os esfor¢os para extrai-lo de
0ssos e dentes do periodo medieval, enquanto Yamamoto (1996) recomendou
a utilizacdo de dentes como fonte de material genético, desde que néo tenham
sido extraidos em periodo superior a 21 meses, levantando a hipétese de tais
permanecerem preservados das agressdes externas, por meio das estruturas

circundantes e adjacentes.

Uma vez que o DNA nuclear € encontrado na cromatina das células
eucariodticas, as histonas ao qual esta associado e lhe servem de protecéo,
passam a sofrer os efeitos iniciais da degradacao. Dentre os fatores que estao
diretamente relacionados a degradacao da molécula de DNA, foi possivel citar
como causas a desidratacdo tecidual, mudancas no pH, concentracfes
salinicas, variacbes na temperatura, composicdo do solo, presenca de
microrganismos, (Kelman & Moran, 1996; Arruda et al., 2007; Vanek et al.,
2009).

A solucdo para a obtencdo de material genético amplificavel, foi
sugerida por Haas-Rochholz & Weiler, em 1997, e por Tschentscher et al., em

2008, quando propuseram a amplificacdo de fragmentos menores de DNA.

Outra forma de obter-se material genético degradado, porém com
gualidade, foi proposta por Buel et al.(1995) e Coombs et al.(1999), os quais
fizeram uso da resina quelante Chelex para purificacédo prévia das amostras, ou
0 meétodo proposto por Ricaut et al. (2005), que fez uso de Microcon®
(Millipore, Franca). Ambas as técnicas tiveram o propdésito de remover as

impurezas e possiveis inibidores da PCR.
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No atual estudo adotou-se como método de extracdo do DNA, a
tecnologia proposta por Walsh et al., 1991, que fez uso da resina quelante
Chelex 100® (Bio Rad), classificada como técnica inorganica. Essa difere-se da
técnica organica rotineiramente empregada (por exemplo, com fenol-
cloroférmio), por dispensar o uso de solventes organicos toxicos. Conforme
Castella et al. (2006), a técnica organica € eficiente em remover inibidores da
PCR, porém apresentam a desvantagem de diminuir a quantidade de material

recuperado.

A resina Chelex, além de quelar ions, apresenta afinidade elevada
por metais e cations monovalentes (Bio Rad,2000) . Sua presenca durante a
fervura previne a degradacdo do DNA, além de apresentar a vantagem de
poder ser removida, caso haja a necessidade do emprego de outros métodos
subsequentes. Ponto-chave e determinante para sua escolha foi seu baixo
custo, rapidez e robustez. (Walsh et al., 1991; Fridez & Coquoz, 1996; Barea et
al., 2005; Suenaga & Nakamura, 2005; Caenazzo et al., 2009; Hansson et al.,
2009)

O presente trabalho, ao analisar o material genético extraido da
polpa dental de dentes oriundos de corpos nao identificados através do método
de extracdo com a resina Chelex 100®, obteve resultados que vao de encontro
aqueles obtidos por Musse et al., 2009, quando relacionados o tipo dental (seja
ele molar, pré-molar, canino ou incisivo) com a recuperacdo de DNA, pois
todos os grupos dentais foram capazes de fornecer resultados viaveis
(p=0,892), e em contraposto por Girish et al. (2010), o qual fez menc¢éo do uso

somente dos molares.

Em relacdo a concordancia entre o sexo encontrado e 0 sexo real do
individuo, 5,6% (n=02) da amostra masculina mostrou discordancia nos
resultados, revelando-se na leitura como individuo homozigético ou XX
(feminino). Estes achados corroboram com os resultados de Roffey et al.
(2000), Thangaraj et al. (2002), Ricaut et al. (2005) e Musse et al.,2009.
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Tal falha, denominada por Thangaraj et al. (2002) como “delegao
amelogenica masculina” ou DAM, teve como possivel justificativa, atribuida por
Velarde-Félix et al., em 2008, ser causada pela mutacdo da citosina (C) por

guanina (G) no gene AMELY.

Para que o resultado do “falso-masculino” seja evitado, gerando
interpretacfes errbneas, e quem sabe, possiveis condenagdes equivocadas,
sugeriu-se a avaliacdo de outros loci para determinacdo do género, além da
propria utilizagcdo da amelogenina, como por exemplo, os genes SRY e DYZ1,
presentes no cromossomo Y(Roffey et al., 200; lwamura et al., 2004; Caramelli

et al, 2007), e DXZ4, localizado no cromossomo X (Luptakova et al., 2011).

Na presente pesquisa, hdo houve influéncia do género biolégico real
na obtencdo género pela amplificacdo do gene amelogenina (p=1,000), com
correta determinacdo do sexo em 100% (n=08) da amostra feminina
amplificavel. Muito embora a respectiva amostra tenha se mostrado modesta
pela quantidade total de dentes avaliados, foi de grande valia os resultados
apresentados pelo género masculino, com 94,4% (n= 34) dos individuos sendo
estabelecidos como masculinos. Tal resultado apresentou expressiva
relevancia, uma vez que o grande empecilho para a utilizacdo da presente

metodologia apresenta-se somente no referido género.

Diante do exposto e em vista do conhecimento obtido na literatura
pertinente, percebeu-se que a identificacdo do género biolégico pela
amelogenina do tecido pulpar € uma ferramenta capaz de gerar resultados
confiaveis, confirmados pelo elevado grau de concordancia (Kappa = 0,909)

entre 0s sexos.

Tal metodologia mostrou-se relevante em diferentes situagoes,
principalmente quando associada a Chelex como forma de extracdo de DNA.
No entanto, necessita-se da reciclagem constante dos profissionais envolvidos
nas ciéncias forenses, em especial o cirurgido-dentista, responsavel pelo

avancgo das técnicas referentes ao uso do 6rgao dental.
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7 CONCLUSAO

Diante dos achados laboratoriais e embasados na literatura

pertinente, foi possivel concluir que:

a)

b)

c)

d)

A polpa dentéria obtida de dentes oriundos de individuos em
decomposicdo mostrou-se viavel como fonte de extracdo de
DNA;

Foi possivel determinar o género bioldgico por meio do gene
amelogenina em 95,5% da amostra;

A extracdo do DNA com resina Chelex apresentou-se como
alternativa rapida, barata e eficaz;

Com os avancos nas disciplinas forenses, € mister a necessidade
de atualizacdo e aprimoramento dos especialistas em
Odontologia Legal, para que possam acompanhar as técnicas da
biologia molecular, em especial aquelas em que se torna

necessaria a identificacdo humana através do 6rgao dental.
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Amplificagdo da amelogenina — leitura dos picos
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