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RESUMO

A identificacdo humana post-mortem se faz necesséria ndo s6 por razdes humanitarias, mas
também por questBes judiciais. A identificacdo de um cadaver recente pode ser realizada pelos tragos,
feicBes, tatuagens ou outras caracteristicas corpéreas do individuo sem maiores dificuldades. Porém,
guando se trata de cadaveres em avangado estado de decomposigdo, corpos carbonizados ou de
achados de fragmentos corpéreos, a identificagéo visual se torna impraticavel, sendo necessario o uso da
Biologia Molecular para tal finalidade. A extragdo do DNA a partir de amostras de tecidos do corpo € o
passo inicial dentre as técnicas de Biologia Molecular, empregadas para estabelecer a identidade
genotipica do individuo. Os tecidos rigidos, como 0ssos e dentes, constituem boas fontes de amostras
bioldgicas para as analises moleculares pela conservacgao das estruturas celulares durante o periodo pés-
morte, em contra partida aos tecidos moles que degradam-se num curto periodo de tempo. A aplicacdo
da andlise do DNA nas Ciéncias Forenses é substancial. Para tal se faz necessario protocolos adequados
de extragdo de DNA, que oferecam baixos custos, rapidez em sua execucgédo e eficiéncia. Este trabalho
visou aprimorar a técnica de Salting-out para extracdo de DNA de ossos e verificar, por técnicas de
Biologia Molecular, a viabilidade do material obtido para os ensaios de identificagdo genética de

individuos.
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SUMMARY

Human postmortem identification is necessary not only for humanitarian reasons, but also by
judicial issues. The recent identification of a corpse can be performed by traits, features, tattoos or other
bodily characteristics of the individual without difficulty. But when it comes to corpses in an advanced state
of decomposition, charred or findings of tangible fragments, bodies visual identification is impractical, the
use of molecular biology for that purpose is required. DNA extraction from samples of body tissues is the
initial step among molecular biology techniques, employed to establish the genotypic identity of the
individual. Hard tissues such as bones and teeth are good sources of biological samples for molecular
analyzes the preservation of cellular structures during the postmortem period, starting from the soft tissues
that degrade in a short period of time. Application of DNA analysis in forensic sciences is substantial.
Needed for such protocols suitable for DNA extraction, which offer low cost, speed and efficiency in
implementation is done. This work aims to improve the technique of salting -out for DNA extraction from
bones and verify by molecular biology techniques, the viability of the material obtained for testing for the

genetic identification of individuals.



Introducéo

A identificacdo humana através de analise de DNA extraido de 0ssos
humanos tem contribuido para identificacdo de cadaveres em varias situacoes,
como quando ha restos humanos néo identificados ou em desastres em grande
escala’ Este é um evento inesperado que causa sérios danos e mortes a um
grande numero de pessoas. Esses eventos podem ter causas naturais como
enchentes, terremotos e tsunamis; causas acidentais como incéndios, queda
de aeronaves, descarrilamentos ou causas terroristas®. Os desastres em
massa sao definidos pela Associagcdo Médica Mundial como a ocorréncia subita
de um evento calamitoso, normalmente instantédneo e violento, que tem como
resultado dano material significativo, mobilizacdo consideravel de pessoas, um
numero grande de vitimas e perturbacdo significativa da sociedade, ou uma
combinagdo dessas situacdes®. Como o acontecido em 1974 onde um curto
circuito em um ar condicionado deu inicio ao incéndio que acometeu o Edificio
Joelma, localizado na Av. Nove de julho no Coracdo da Capital paulista,
totalizando 191 6bitos*. Ou em 2004 quando um terremoto com magnitude
sismica de 9.1 abalou a costa da provincia da Indonésia de Aceh em
dezembro. Este desencadeou um Tsunami no oceano indico causando a morte
de cerca de 226.303 mil pessoas, onde 37.087 na Indonésia, 23.231 no Sri
Lanka, 12.405 na india, 5.395 na Tailandia, 164 no leste da Africa, 82 nas
Maldivas, 69 na Malasia, 61 em Mianmar e 2 em Bangladesh®. Em 2006 o Boeing
373 (Voo 1907) da empresa aérea Gol, em 29 de Setembro decolou de
Manaus com destino a Brasilia colidiu com o Jato particular Galacy com 157
vitimas fatais que viajavam a bordo, foi o segundo acidente aéreo mais grave
no Brasil em nimero de vitimas®. Em maio de 2009 um Airbus da companhia
aérea Air France que fazia o voo AF 447, do Rio de Janeiro para Paris, cai no
Oceano Atlantico com 228 pessoas a bordo apoés ter decolado do Rio de
Janeiro. N30 houve sobreviventes’. Recentemente uma festa universitaria
acabou em tragédia. Na madrugada de 27 de Janeiro de 2013 na Boate Kiss
em Santa Maria (RS), o incéndio resultou na morte de mais de 240 pessoas, a

maioria asfixiada®.



A identificac@o forense de vitimas de desastres de massa € essencial
por razdes ndo apenas humanitarias, mas também devido a necessidade de
investigacdo civil e/ou criminal, e € essencialmente baseada em técnicas de
antropologia, odontologia e patologia forense utilizando analises de
radiografias, de tomografias e de perfil genético do DNAZ Porém, esta
apresenta uma série de desafios fisicos e legais, evolvendo a degeneragéo dos
restos humanos e os obstaculos legais para exames forense”.

Antropologia forense atua em casos de mortes humanas quando 0s
tecidos moles estejam degradados a ponto de que os outros especialistas néo
tenham mais recurso para determinar informagdes sobre o individuo ou a causa
da morte. Através da comparacdo da analise das ossadas realiza-se a
estimativa do sexo, ancestralidade, idade, estatura, destreza manual®.
Recriando caracteristicas fenotipicas realizando a identificacdo facial através
do retrato falado, ou mais recentemente o novo Laboratdrio de Arte Forense do
Departamento Estadual de Homicidios e de Protecédo a Pessoa (DHPP) através
de poucas caracteristicas com uso de computacdo grafica realizaram a
reconstituicdo facial reproduzindo um retrato 3D da cabeca encontrada na
Praca da Sé em 27 de marco deste mesmo ano e que faz parte do corpo
esquartejado encontrado em Higienépolis no dia 23*. Os dentes por terem
uma grande durabilidade oferecem uma grande virtude para identificacao
humana pela andlise dos arcos dentais*®. Através dos dados e registros
radiograficos contidos no prontuario odontolégico o odontologista legal faz
comparacdes ante-mortem com o0s post-mortem, comparando-se o prontuario
com a situacao dentaria atual do cadaver*®.

A analise do DNA na maioria das vezes é a Unica técnica capaz de
fornecer informacdes da identidade de qualquer tipo de tecido, desde que a
amostra possua uma quantidade suficiente de material. Esta condi¢do € crucial
em acidentes em que a fragmentacdo corpérea é severa'®. A velocidade da
recuperacdo e da preservacdo das amostras afetara as taxas de sucesso da
tipagem do DNA. Amostras coletadas no local do desastre devem seguir 0s
principios de coleta de provas forenses que incluem a documentacao, rotulos

adequados, e uma cadeia de custédia™.



As técnicas de tipagem de DNA representam um avanco na identificacdo
humana *®. A anélise do DNA tem desempenhado um papel muito importante
na identificacdo de restos humanos, e particularmente para corpos altamente
decompostos e restos fragmentados. Para os casos que envolvem mortes de
massa e/ou corpos altamente fragmentados, o DNA proporciona um
componente essencial do processo de identificagéo *'.

A melhor fonte para obtencdo de amostras de DNA ndo degradadas em
desastres de massa sd0 0s 0ssos e dentes. Os procedimentos para extracao
de DNA de ambas as amostras sao bem estabelecidos, laboriosos e
demorados °.

Para deteccdo do individuo € necesséario a utilizacdo de vestigios de
fluidos biolégicos, como sangue, esperma, saliva, secrecdes, restos mortais
fragmentados e Ossos*®. Uma vez que os 0ssos sdo a Unica fonte de material
genético em muitos cenarios catastroficos, protocolos robustos para a extragao
de DNA s@o necessarios. Sendo assim, um grande numero de procedimentos
descrevendo a extracdo de DNA de ossos humanos antigos ou recém-obtidos
para analise do DNA nuclear ou mitocondrial foram publicados. Variacdes nos
rendimentos de DNA de fragmentos de ossos foram observadas, o que pode
ser atribuido a heterogeneidade entre ossos e condicdes de inumacao.
Portanto, ndo é possivel predizer o rendimento do DNA através da aparéncia
macroscopica do 0sso. Caracteristicas de um protocolo de extracdo de DNA de
0ssos ideais devem incluir quantidades reduzidas do material de partida, bons
rendimentos de DNA adequado para a obtencdo de perfis genéticos, baixo
custo e rapidez®®.

Pela importancia da identificacdo humana nos desastres em grande
escala, e pela dificuldade as vezes encontrada, onde na maioria dos casos 0s
0Ss0s sdo a Unica fonte de material genético de boa qualidade, este trabalho
objetivou a tentativa de padronizar a técnica de Salting Out para extracao de
DNA através de ossos de mamiferos, disponibilizando uma opcao alternativa
de Extracao de DNA.



Métodos

Extracdo do DNA

Para realizacdo da maioria das metodologias empregadas na Biologia
molecular previamente se faz necessario a extragdo dos acidos nucleicos. A
extracdo de DNA com precipitacdo em solucdo salina, ou Salting Out foi
descrito em 1988 por Polesky e colaboradores®. Para realizacdo deste estudo
foi necessario modificacbes, adequando assim a técnica para finalidade
proposta.

Os o0ssos humanos antigops e de suinos foram macerados
separadamente em pistilo até se tornarem pé. Apos, foram pesadas amostras
de 500g, 300g e 100g, e divididas de acordo com cada peso em P500, P300 e
P100 no caso dos suinos, e os humanos em H500, H300 e H100. Estas
amostras foram transferidas para tubos conicos. Para o inicio da lise das
membranas e manutencédo do pH foi acrescido 3mL do Buffer “A”, composto
por EDTA 0,5 M, Tris 1 M, NaCl 5 M. Para o rompimento das membranas foi
utilizado 200puL do detergente SDS 10%. A protease utilizada foi a Pronase E,
dela foi adicionada 200uL em cada amostra. Seguiu-se incubacdo em banho
Maria a 65° C em Overnight. Passado o tempo de a¢do da Pronase E, em cada
amostra foi adicionado 1000uL de NaCl 5 M, estas foram agitadas
vigorosamente por 10 minutos e em seguida centrifugadas a 8.000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante formado foi transferido para microtubos tipo
Eppendorffs, em cada amostra foi adicionado Cloroférmio igual volume para
desproteinizacdo, estes foram homogeneizados por inversao por 3 minutos, em
seguida foram centrifugados a 8.000 rpm por 5 minutos. Apés, cuidadosamente
a fase aquosa foi transferida para novos microtubos, a precipitacéo foi feita
com 300uL de Isopropanol gelado. Foi feita uma nova centrifugagédo a 8.000
rom por 8 minutos, o sobrenadante formado foi descartado e o pellet
ressuspendido em 1 mL de Etanol 70% gelado. Na sequéncia as amostras
foram novamente centrifugadas a 12.000 rpm por 8 minutos, o sobrenadante foi

descartado e as amostras foram deixadas no fluxo laminar até estarem



totalmente secas, entdo o DNA foi diluido em 100uL de H,O Milli-Q. Pode-se

observar o fluxograma com as etapas na figura 1.

Quantificacdo do DNA genémico obtido dos ossos

Para verificar a eficiéncia do DNA extraido foi realizada a leitura pela
densidade o6ptica (DO) em epectrofotbmetro, onde as amostras foram diluidas
com agua Mili-Q em diluicdo 1:200 (5ul DNA em 995ul de agua Milli-Q). A
concentracdo estimada de DNA de cada amostra foi obtida pelo seguinte
calculo: Leitura DO 260nm x Fator de Diluicdo (200) x 50. O resultado da
concentracdo € dado em ng/uL. O grau pureza das amostras foi avaliado
através da medida da razéo entre a DO 260nm e 280nm.

Foi realizada a estimativa da quantificacdo através da Eletroforese em
gel de Agarose 1%, onde utilizamos 25 mL do tamp&o TE1x com 25mg da
Agarose e 3ul de Brometo de Etideo(EtBr). Antes da aplicacdo as amostras
de DNA devem ser preparadas com tampdo de amostra que é um corante
reagente que facilita a aplicacdo das amostras nos pocos do gel e
acrescentam cor. A quantidade foi estimada através da comparacdo do
tamanho e intensidade da banda das amostras com a do peso molecular Low

utilizado como mostra a figura 3.
Resultados

Espectrofotometria

Os resultados obtidos por espectrofotometria com relacdo a
concentracdo e a pureza das amostras em relacdo a metabolitos secundarios e
componentes do tampdo do DNA extraido foram analisados, calculados e
comparados. Observou-se que as amostras apresentaram concentracdes
média de DNA, porém a pureza do DNA resultante da aplicacdo dos métodos
nao foi satisfatoria. As amostras foram divididas de acordo com a extracdo em
primeira e segunda. Da primeira extragdo P500 e P300 obtiveram um bom
rendimento com um elevado grau de pureza perante as outras. J4 na segunda
extracdo todas as amostras obtiveram um bom rendimento, porém o grau de

pureza néo foi satisfatorio. Como pode ser observado na figura 2.



Corrida Eletroforética
Como pode ser observado na figura 3 as amostras de DNA puderam ser
observadas no gel, porém estas ndo se mostraram em abundancia, sendo

necessario posterior amplificacao.

Discusséo

A identificacdo de restos mortais normalmente exige uma abordagem
multidisciplinar onde as diversas areas das ciéncias atuam conjuntamente
contribuindo para obtencdo de resultados fiaveis. A utilizacdo da molécula de
DNA se faz imprescindivel principalmente quando as outras areas estdo
inutilizadas por falta de fontes como arcada dentaria, caracteristicas,
impressodes das polpas digitais, entre outros.

Existem varios métodos protocolados para extracdo de DNA de 0ssos.
Dentre eles incluem os que utilizam como base para precipitagdo do DNA o

Isopropanol®® %

, OU protocolos que utilizam um pré-tratamento dos ossos onde
ha remocdo da camada externa dos ossos para retirar 0 DNA exdgeno, o que
aumenta consideravelmente o rendimento do DNA, porém demonstrou-se ser
um método bastante laborioso® Ou que exigem a total descalcificacdo das
amostras, porém ndo se observou a influéncia da total descalcificagdo nos
resultados obtidos da extrac&o®.

O presente estudo verificou que a utilizacdo de ossos antigos humanos
e recentes suinos possibilitou comparacdo de forma quantitativa e qualitativa
do DNA recuperado a partir de quantidade inicial de amostras diferentes.

A utilizacdo de componentes chaves como o cloroféormio por ser um
desnaturador facilita a remocdo de proteinas, o que facilita na remocao de
contaminante.

O protocolo utilizado mostrou uma relacdo custo beneficio em
comparacdo com meétodos ja publicados, além de ser um método que consome
um menor tempo para realizagcdo das analises, é simples, de facil manuseio
com obtencdo de DNA de boa qualidade para utilizacdo nas demais técnicas

envolvidas na biologia molecular.



Concluséo

Com o aprimoramento da técnica de Salting-out utilizada protocola-se
uma opc¢ao alternativa para extracdo de DNA concluindo que ha obtencéo de
DNA de boa qualidade com quantidade suficiente para uso nas demais

técnicas da Biologia molecular.
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Figura 1. Fluxograma com as etapas da extracdo do
DNA Genbmico a partir de ossos humanos e de
suinos.



12 Extragao

Concentragdo ng/ulL

Grau de Pureza

P500 670pL 1,9

P300 840pL 1,8

P100 850pL 5,3

H500 370uL 0,6

H300 340uL 11,3
H100 690pL 2,6

22 Extragao

P500 1420pL 1,2

P300 5970ulL 9,95
P100 140pL 0,1

H500 120uL 0,8

H300 460pL 0,6

H100 270uL 0,2

Figura 2: Tabela com quantificacdo obtida através da espectrofotometria.

Amostras em diluicdo 1:200, lidas em luz UV com comprimento de onda

260/280nm.




Figura 3: Gel de agarose 1% apo0s corrida Eletroforética: 1 amostra de porco 100g
= p100; 2 amostra de porco 300g = p300; 3 amostra de porco 500g= p500; 4
amostra humana 100g= h100; 5 amostra humana 300g=h300; 6 amostra humana
500g = H500; 7 Peso Molecular; 8 amostra de porco 100g = p100; 9 amostra de
porco 300g = p300; 10 amostra de porco 500g= p500; 11lamostra humana 100g=
h100; 12amostra humana 300g=h300; 13 amostra humana 500g = H500




