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RREESSUUMMOO

O uso de tecido ósseo como substrato na obtenção de DNA para estudo de
loci STR (Repetições Curtas em Tandem) é bastante útil em ciência forense,
especialmente na identificação de restos mortais e de vítimas de desastres em
massa. Algumas técnicas de extração de DNA de material ósseo incluem uma
incubação prévia do material pulverizado em EDTA (Ácido Etilenodiamino Tetra-
Acético) como etapa de descalcificação. Nosso trabalho apresenta um protocolo de
obtenção de DNA de ossos bastante eficiente, no qual é feita uma descalcificação
da matriz óssea com o auxílio do quelante EDTA, não sendo necessária a
pulverização da amostra por moinhos mineralógicos ou criogênicos. Nesse sentido,
alíquotas de amostras de osso foram submetidas à extração de DNA pelo método
orgânico tradicional com pré-tratamento de descalcificação em EDTA, seguidas por
uma amplificação com um sistema multiloci e seqüenciadas através de eletroforese
capilar. Os resultados mostraram quantidades de DNA compatíveis com a obtenção
de perfis genéticos completos, com amplificação simultânea de 16 regiões (loci)
STR. Portanto, foi visto que este novo protocolo de extração de DNA de amostras
ósseas é adequado para emprego na identificação humana com finalidades
forenses.

Palavras-chave: Extração de DNA; Tecido Ósseo; Identificação Forense.



AABBSSTTRRAACCTT

The use of bony tissue as substratum in the obtaining of DNA for loci study
STR (Short Tandem Repeats) it is quite useful in forensic science, especially in the
identification of mortal remains and of people victims of disasters in mass. Some
techniques of extraction of DNA of bony samples include a previous incubation of the
material grind in EDTA (Ethylenediamine Tetraacetic Acid) as demineralization stage.
Our work presents a protocol of obtaining of quite efficient DNA of bones, in which it
is made a demineralization of the bony matrix with the aid of the chelating agent
EDTA, not being necessary the grinding of the sample for mineralogical or cryogenic
mills. In that sense, aliquots of bone samples were submitted to the extraction of
DNA by the traditional organic method with demineralization pre-treatment in EDTA,
proceeded by an amplification with a system multiloci and sequenced through
capillary eletrophoresis. The results showed amounts of compatible DNA with the
obtaining of complete genetic profiles, with simultaneous amplification of 16 areas
(loci) STR. Therefore, it was seen that this new protocol of extraction of DNA of bony
samples is adapted for employment in the human identification with forensic
purposes.

Keywords: Extraction of DNA; Bony Tissue; Forensic Identification.
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RFLP – Restriction Fragment Length Polymorphisms: Polimorfismo do Comprimento

do Fragmento de Restrição;
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11 IINNTTRROODDUUÇÇÃÃOO

Há muitos anos as ciências forenses como a Medicina Legal e a Criminalística

vêm buscando e fazendo uso de novos métodos e novas tecnologias, visando um

melhor desempenho de suas funções perante a sociedade. Com os avanços na área

biológica e molecular surgiu uma das mais importantes e revolucionárias

descobertas do século passado: o método de identificação humana a partir da

tipagem do DNA (ou DNA fingerprinting) presente nas células (SILVA & PASSOS,

2002). A descoberta de regiões variáveis do genoma e a demonstração de que

indivíduos diferentes possuíam um perfil genético único que o individualizava

perante os demais indivíduos da população, abriu as portas para a utilização do

DNA em estudos de identificação humana.

Essas regiões hipervariáveis representam porções da fita de DNA não-

codificantes e, dependendo do número de pares de bases que possuem, podem ser

classificadas como minissatélites ou VNTR (do inglês Variable Number of Tandem

Repeats) e microsatélites ou STR (do inglês Short Tandem Repeats). Foi com a

utilização de VNTR e da técnica de RFLP (do inglês Restriction Fragment Length

Polymorphism) que a tipagem do DNA auxiliou, pela primeira vez, no desfecho de

um crime nas ciências forenses. Desde então, os métodos de identificação humana

utilizando-se do DNA vêm sendo aprimorados e, cada vez mais, vêm contribuindo

para a elucidação de crimes, bem como para a prisão de culpados e libertação de

inocentes (PINHEIRO, 2004).

Atualmente, o estudo de marcadores moleculares do DNA vem sendo

utilizado nas ciências forenses de variadas formas, podendo ser de muita valia para

a identificação e vinculação de  suspeitos a locais de  crime; inocentar pessoas

vítimas de falsa acusação; identificar paternidade cível ou não; e identificar pessoas

desaparecidas ou vítimas de grandes desastres a partir de restos mortais e da

comparação com familiares.

Graças à descoberta de um elevado número desses marcadores genéticos, a

identificação humana pelo DNA nas ciências forenses pode ser feita a partir de

qualquer material biológico contendo células nucleadas, ou pelo DNA presente nas

mitocôndrias. Dessa forma, evidências como cabelos, sangue, saliva,  sêmen e

restos mortais como ossos e dentes encontradas em locais de crime ou que
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necessitem de posterior identificação, podem, em princípio, ser analisadas e

comparadas pelos métodos atuais de análise de DNA. Tais métodos incluem a

amplificação do DNA através da reação em cadeia da polimerase (PCR), onde um

fragmento de DNA pode ser amplificado partindo de ínfimas quantidades de DNA

(JOBLING & GILL, 2004).

Outro ponto favorável ao estudo do DNA foi, sem dúvida, o desenvolvimento

de variadas técnicas de extração e purificação do DNA humano. A etapa de extração

é um ponto crítico e primordial no processo de análise do DNA, já que é através dela

que são eliminados contaminantes e inibidores do processo de PCR. Em células

eucarióticas, a extração pode ser feita com a combinação de proteinases,

detergentes e fenol, bem como com uma solução de fenol/clorofórmio/álcool

isoamílico (EDSON et al., 2004).

A obtenção de DNA de restos mortais humanos, mais especificamente de

ossadas, caracteriza-se por ser um procedimento difícil e trabalhoso, uma vez que o

DNA dessas amostras geralmente encontra-se com altos níveis de degradação e de

contaminação, além de estarem protegidos por uma matriz mineral que dificulta o

acesso às poucas células ali existentes. Em amostras antigas de ossos, inumados

ou não, a atuação dos fatores ambientais acaba dificultando a obtenção de um DNA

em quantidades e qualidade significativa para a determinação de perfil genético em

condições de análise (YE et al., 2004).

Para se conseguir êxito na obtenção de DNA de tais amostras e chegar a um

resultado satisfatório, é necessário que se proceda a diversas técnicas de extração e

purificação. A grande maioria dos protocolos de extração de DNA de ossos faz uso

da amostra triturada e do método de extração orgânica tradicional, sem, entretanto,

conseguir uma lise total das células e perfis genéticos completos.

Devido à grande necessidade de se obter DNA de ossos e dentes através de

métodos simples e eficazes, a proposta do presente trabalho foi a introdução de um

novo protocolo de extração de DNA dessas amostras partindo da desmineralização

óssea e eliminação da etapa de pulverização, o que facilita o acesso às células e ao

material genético de interesse.
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22 RREEVVIISSÃÃOO BBIIBBLLIIOOGGRRÁÁFFIICCAA

2.1 Identificação humana pelo DNA: um breve histórico

A identificação de pessoas desaparecidas, vítimas de desastres em massa ou

a identificação de cadáveres em alto grau de decomposição ou esqueletização

sempre foi um desafio para as autoridades da área policial e judiciária, bem como

uma angústia para os familiares que perderam parentes e anseiam por respostas.

Por muitos anos, estudos antropológicos  e médico legais foram as únicas

alternativas para casos como esses. Mas, foi com o avanço dos estudos genéticos e

moleculares que, a partir de 1985, a identificação humana passou a ser realizada de

forma mais confiável, utilizando-se das informações contidas no DNA. O geneticista

inglês Alec Jeffreys instituiu o método de identificação humana pela tipagem do DNA

que ficou conhecido como DNA fingerprinting, após a descoberta de seqüências

repetidas do genoma humano,  as quais ele batizou de VNTR (Repetições de

Número Variável em Tandem) (JEFFREYS et al., 1985). As VNTR fazem parte de

um tipo de DNA que se repete em tandem (seqüências altamente repetitivas que se

encontram uma após a outra), denominado minissatélite. Os minissatélites são

seqüências que variam de cerca de 100 pb até 20 Kb de comprimento e suas

unidades de repetição geralmente apresentam de 9 a 30 pb, sendo bastante

abundantes no genoma humano. Geralmente eles se agrupam próximos aos

telômeros e nos finais dos cromossomos (RAMEL, 1997).

As VNTR caracterizam-se por serem regiões não-codificantes do genoma, ou

seja, não são transcritas em  RNA, são altamente polimórficas e hipervariáveis,

(BENNETT, 2000), variando entre os indivíduos de uma população. Essas

seqüências se estabeleceram como bons marcadores moleculares para a utilização

em testes de identificação também por apresentarem um padrão de herança

Mendeliana, no qual os alelos do filho são oriundos dos genitores, sendo metade

dos fragmentos de minissatélites doados pela mãe e a outra metade doada pelo pai

(JEFFREYS et al., 1986).

Os primeiros casos de identificação através da técnica de DNA fingerprinting

foram baseados no método de Southern Blotting, com a utilização de sondas

radioativas curtas e membranas de fibras sintéticas, e de RFLP (Polimorfismo do
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Comprimento do Fragmento de Restrição) (BUTLER, 2005). O caso que deu início a

era da identificação humana envolvendo marcadores de DNA foi o de uma família

africana – oriunda de Gana – nacionalizada no Reino Unido que, por ter um de seus

filhos barrados ao entrar no novo país e com sua identidade contestada, procurou o

auxílio do pesquisador  Alec Jeffreys para que ajudasse a provar que aquele

indivíduo pertencia àquela família. Sangue da mãe, do garoto e de três irmãos foi

coletado e submetido aos testes com os minissatélites, o que posteriormente

comprovou o vínculo genético existente entre a mãe e o filho questionado, além de

demonstrar que todas as crianças possuíam o mesmo pai. Isso possibilitou  a

abertura das portas para a utilização dos marcadores de DNA como método de

identificação humana seguro e confiável e para sua utilização nas ciências forenses

(SAAD, 2005).

Com a resolução do primeiro caso, o DNA fingerprinting passou a ser visto

como uma solução para diversas ocorrências. Em 1986, também no Reino Unido, os

minissatélites foram indispensáveis para se chegar à conclusão de um caso policial,

iniciando, a partir daí, a história da  tipagem de DNA  como ferramenta para a

resolução de crimes. Duas moças foram violentadas e mortas e um suspeito havia

sido preso e confessado a morte de somente uma delas. Por comparação dos perfis

genéticos do sêmen encontrado nos corpos das vítimas, com o material biológico do

suspeito foi visto que ele não forneceu aquela amostra e que, portanto, estava

excluído de tê-las violentado, sendo, assim, inocentado. A partir daí foi feito o

levantamento do material genético de cerca de 5.000 indivíduos, para finalmente

encontrar o assassino das duas garotas, um homem chamado Colin Pitchfork, que

resolveu confessar os crimes após o resultado de inclusão entre as amostras

questionadas e seu material genético. Nesse mesmo ano o uso desses marcadores

de DNA se espalhou pelo mundo (CORMIER et al., 2005; SAAD, 2005).

A técnica de DNA fingerprinting foi, de certo, a pioneira na área de

identificação humana pelo DNA e, talvez por isso, apresentava inúmeras

dificuldades, como ser bastante demorada, dispendiosa e de difícil interpretação dos

resultados. Com o advento da técnica de PCR (Reação em Cadeia da Polimerase),

no ano de 1986, a tipagem de DNA sofreu um significativo refinamento, uma vez que

a PCR é uma reação enzimática que amplifica trechos pré-determinados do DNA,

reproduzindo in vitro o processo de replicação a partir de um pequeno fragmento
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que se quer amplificar. Essa técnica trouxe grande sensibilidade ao exame, já que

pequenas quantidades de DNA podem ser amplificadas até mesmo de amostras

contendo DNA degradado e de má qualidade (WICKENHEISER & HONS, 2001).

Outro grande e importante salto para a identificação pelo DNA foi a

descoberta, nesta mesma época, de um novo tipo de seqüências repetitivas do

genoma humano: os STR (Repetições Curtas em Tandem). Tais seqüências,

denominadas também microssatélites, são caracterizadas por serem regiões

hipervariáveis, formadas por pequenas porções de DNA não-codificante, com cerca

de 1 a 7 pb de comprimento, amplamente distribuídas por todo o genoma humano,

sem se situarem em um local específico (PENA & JEFFREYS, 1993; PINHEIRO,

2004). Essas unidades se repetem de 5 a 100 vezes em cada locus microssatélite e

possuem um alto nível de polimorfismo. Por serem altamente polimórficos os

marcadores STR oferecem um significativo grau de discriminação entre os

indivíduos, além de possibilitar uma maior sensibilidade ao exame quando

acoplados com a PCR e com primers fluorescentes (COLLINS et al., 2004; SAAD,

2005; MEISSNER et al., 2007).

FIGURA 1. Padrão de herança dos marcadores genéticos STR. Neste  exemplo, diferenças no

número de repetições CA entre os dois alelos (materno: 6 repetições; paterno: 9 repetições) resulta

em dois picos distintos após a eletroforese capilar (perfil genético da criança). Esses picos podem ser

usados como marcadores genéticos para identificação individual. Ilustração: CARVALHO, H. G. A.

Assim como os marcadores VNTR, os STR também apresentam um padrão

de herança Mendeliana, onde cada indivíduo herda um alelo materno e um alelo
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paterno de um locus STR [Figura 1]. Essa característica, aliada à variabilidade e

àquelas anteriormente citadas, fez destes marcadores genéticos os mais

importantes e rotineiramente utilizáveis em exames de paternidade e identificação

humana, bem como nas ciências forenses (identificação de vestígios de local de

crime – sangue, sêmen, saliva, cabelos, entre outros) (GOLDSTEIN &

SCHLOTTERER, 1999).

A facilidade de amplificação e análise, já que são seqüências de DNA curtas

(< 300 pb), possibilitou a utilização dos STR em estudos evolutivos e antropológicos,

na elaboração de mapas gênicos, em estudos populacionais, no diagnóstico de

doenças e monitoramento de transplantes, em identificação de espécies e

determinação do parentesco evolutivo (COLLINS et al., 2004; SAAD, 2005).

Nos últimos anos, os microssatélites vêm sendo comercializados e

largamente utilizados nos laboratórios sob a forma de kits que representam um

conjunto de marcadores moleculares usados para identificação humana,

previamente validados, os quais são amplificados juntos em uma mesma reação,

numa mesma PCR. Esse conjunto é comumente chamado de sistema multilocus ou

multiplex; nele, são amplificados simultaneamente quinze loci STR e o gene da

amelogenina (COLLINS et al., 2004) [Figura 2].

Autossomos

Y

Y X

FIGURA 2. Localização dos principais loci STR adotados mundialmente para utilização nas ciências

forenses: CSF1PO, D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, D21S11, D2S1338, D3S1358, D5S818,

D7S820, D8S1179, FGA, TH01, TPOX, vWA e Amelogenina. Fonte: JOBLING & GILL (2004).
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Os marcadores autossômicos são os mais empregados em testes de

paternidade ou nas ciências forenses, mas, apesar disso, muitos marcadores

localizados nos cromossomos sexuais (Y-STR e X-STR) foram descritos, estão

sendo comercializados e são de extrema importância em situações onde se faz

necessária a identificação humana pelos cromossomos sexuais (MULERO et al.,

2006).

Neste mesmo contexto surgiu uma nova técnica para auxiliar às ciências

forenses no que concerne à identificação de restos mortais e pessoas

desaparecidas: o seqüenciamento de regiões variáveis presentes no cromossomo

das mitocôndrias. O DNA mitocondrial humano (mtDNA) apresenta-se como uma

molécula circular, dupla fita, com cerca de 15,5 a 19,5 Kb, onde há uma região

controle de 1,2 Kb apresentando grande polimorfismo. A variabilidade presente no

DNA mitocondrial utilizada nas ciências forenses são diferenças em nucleotídeos,

observadas nas sub-regiões dessa região controle: a região hipervariável 1 (HV1), a

região hipervariável 2 (HV2) (GILBERT et al., 2003; TAKAYANAGI et al., 2003) e a

região hipervariável 3 (HV3) (HOONG & LEK, 2005). O polimorfismo dessas regiões

permite não somente a discriminação individual, como também é útil em

determinadas circunstâncias de tipagem de amostras forenses.

A análise do DNA mitocondrial é, atualmente, uma ferramenta de extrema

importância na identificação de ossadas e de amostras que apresentam DNA em

pouca quantidade ou degradado, o que limita sua análise através de marcadores

STR (MATSUDA et al., 2005). Esse material genético é herdado a partir da linhagem

materna, destarte, espera-se que um indivíduo, sua mãe e seus parentes maternos

apresentem cópias idênticas desse DNA (IMAIZUMI et al., 2002). Tal técnica foi

introduzida e vem sendo comumente empregada nos laboratórios, principalmente

pelo fato de que a amplificação de regiões do DNA mitocondrial é bem mais fácil,

uma vez que o número de cópias desse material genético é aproximadamente 500

vezes maior do que as cópias de um determinado locus STR (HOLLAND &

PARSONS, 1999; ÁLVAREZ et al., 2001).

Mais recentemente, novos polimorfismos foram descobertos e vêm chamando

a atenção de pesquisadores ligados à área forense: são os polimorfismos de um

único nucleotídeo ou SNP (do inglês: Single Nucleotide Polymorphism). Os SNP são

variações em uma seqüência de DNA que envolvem a modificação de apenas um
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nucleotídeo por inserção, deleção ou substituição  (BUDOWLE, 2004). Em sua

grande maioria, os SNP são bialélicos, sendo individualmente menos informativos

que os loci STR, entretanto são cerca de 15 vezes mais abundantes no genoma

humano possuindo, dessa forma, um maior poder discriminatório absoluto (AYRES,

2005).  Além de estarem distribuídos aleatoriamente por todo o genoma, inclusive no

DNA mitocondrial (COBLE et al., 2004; VALLONE et al., 2004) e cromossomo Y

(LESSIG et al., 2005). Por apresentarem seus produtos de amplificação menores, os

SNP aumentam a possibilidade de êxito na análise de amostras contendo DNA

degradado, em pequena quantidade ou carentes de padrões de comparação

(SOBRINO et al., 2005). Essas características representam um indicativo do grande

potencial dos SNP como ferramenta para diferenciação de indivíduos com

finalidades forenses.

Diversas outras tecnologias vêm sendo desenvolvidas ou ajustadas para que,

cada vez mais, essa poderosa ferramenta que é a tipagem do DNA auxilie na

identificação humana e na resolução de litígios judiciais, inocentando pessoas e

acusando quem realmente deve à justiça.

2.2 O tecido ósseo e sua utilização nas ciências forenses

O tecido ósseo é um tipo de tecido conjuntivo especializado que consiste

basicamente de células e de uma matriz extracelular que é atravessada por sistemas

neurovasculares – canais de Havers.  O osso, visto como um órgão do corpo

humano, é formado por um tecido conjuntivo mineralizado, por uma porção

cartilaginosa, pela medula óssea e por gordura, sendo uma estrutura viva, densa e

que se renova com certa freqüência.

Inicialmente, esse tecido apresenta uma matriz orgânica não-mineralizada,

possuidora de grandes concentrações da proteína colágeno tipo I e pequena

concentração de proteínas não-colagenosas, como as glicosaminoglicanas. Com o

avanço do desenvolvimento, essa matriz torna-se mineralizada através da secreção

de íons fosfato de cálcio pelas células conjuntivas ali existentes, deixando as fibras

colágenas endurecidas. Cristais de fosfato de cálcio bastante comuns na estrutura

óssea são denominados hidroxiapatitas (Ca5(PO4)3OH), que chegam a representar

de 65 até 70% do peso total dessa estrutura, mas outros componentes se fazem
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presentes em quantidades bem menos significativas, como é o caso do fluoreto de

cálcio e dos íons sódio e magnésio (KEMP & SMITH, 2005) [Figura 3]. A

mineralização promove ao tecido ósseo sua resistência e faz com que este seja

utilizado pelos organismos como uma estrutura de suporte, proteção e auxiliar na

locomoção.

FIGURA 3. Corte mostrando a estrutura do tecido ósseo. Fonte:

<http://biologia.ifsc.usp.br/bio1/aulas/aula-08.pdf>, acesso em 05.01.2009.

Intercaladas no meio da matriz mineral e colagenosa estão as células

conjuntivas, que dão vida àquele emaranhado de cristais de cálcio. Elas

representam cerca de 3% da massa óssea total (VELLOSO, 2005). São quatro tipos

principais de células que compõem o osso, cada um com sua função específica: as

células progenitoras, os osteoblastos, o osteócitos e os osteoclastos. As células

progenitoras, como o próprio nome já diz, são aquelas que darão origem a outras

células formadoras de osso (osteoclastos e osteoblastos), a partir de processos

como a auto-multiplicação ou diferenciação (KERR, 2000). Os osteoblastos têm

como função primordial a produção da matriz orgânica na formação de ossos novos,

além de controlar a mineralização desses novos tecidos. Os osteoclastos, por outro

lado, são células grandes e multinucleadas que desempenham função fagocitária,

destruindo e reabsorvendo a matriz calcificada do osso, no processo de

remodelação. Ambos, osteoblastos e osteoclastos, são originários de células

progenitoras. Quando os osteoblastos são envolvidos pela matriz mineralizada
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recém formada, sofrem modificações e são tidos como osteócitos. Os osteócitos

localizam-se em pequenos espaços ósseos denominados osteoplastos e

responsabilizam-se pelas trocas de íons e nutrientes, regulando, dessa forma, a

composição da matriz extracelular (TETI & ZALLONE, 2009).

Os ossos de uma pessoa adulta podem, ainda, ser classificados como

esponjoso e compacto, a depender da estrutura mineralizada que possuem [Figura

4]. Os ossos esponjosos apresentam feixes de tecido mineralizado formando uma

estrutura reticulada, porosa, preenchida por medula óssea e gordura, enquanto que

os ossos compactos são caracterizados por possuírem uma estrutura de tecido

calcificado densa e sólida.

A

B

FIGURA 4. Tipos de ossos. Osso esponjoso com estrutura reticulada (A); e osso compacto com

estrutura densa (B). Fonte: <http://biologia.ifsc.usp.br/bio1/aulas/aula-08.pdf>, acesso em 05.01.2009.

Em diversos  casos forenses o estudo  de amostras de ossos é a única

maneira para se chegar à identificação de um indivíduo. Exames antropológicos e

avaliação da arcada dentária são comumente realizados nos Institutos de Medicina

Legal e Criminalística com o intuito de se chegar a essa identificação, porém em

muitos casos, cadáveres e restos mortais não possibilitam a realização de tais

exames por estarem em péssimo estado de conservação – ossos queimados, muito

antigos, restos de vítimas de grandes desastres (YE et al., 2004). A saída para estas
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amostras com pouca qualidade é a utilização de marcadores genéticos e a posterior

identificação através da tipagem do DNA (WURMB-SCHWARK et al., 2004).

Muitos pesquisadores já evidenciaram que o DNA pode persistir em restos

mortais e que devido a sua estrutura compactada e mineralizada, os ossos e dentes

preservam o material genético por períodos de tempo bem mais longos do que

outros  tecidos (WURMB-SCHWARK et al., 2003). A estrutura da matriz óssea

possibilita ao material genético dessas amostras uma maior resistência às

intempéries químicas e físicas do ambiente. Kemp & Smith (2004) acreditam que o

DNA se liga à hidroxiapatita através dos seus grupos fosfato carregados

negativamente e que esta ligação auxilia na preservação do DNA em amostras de

ossos antigos. Nesses casos, desde que sejam mais abundantes do que os restos

de tecidos moles, os ossos são considerados as melhores amostras para

investigação de identidade (KALMÁR et al., 2000).

2.3 Obtenção de DNA de ossos humanos: métodos de extração

O primeiro passo no exame de identificação humana utilizando marcadores

genéticos – e talvez o mais importante – é a extração do DNA. Esta etapa do exame

tem como principal objetivo a liberação do material genético do interior do núcleo

celular e das proteínas a que está aderido, assim como o seu isolamento. Todas as

macromoléculas e conteúdo celular devem ser descartados nesse processo, uma

vez que o sucesso da tipagem do DNA requer o isolamento dessa molécula em

suficiente quantidade, qualidade e pureza (BUDOWLE & BROWN, 2001).

Existem hoje diversos protocolos para obtenção de DNA das células

humanas, que podem variar em função do tipo de amostra a ser utilizada, como

sangue, pêlos, saliva, ossos, entre outras; em função da quantidade de amostra que

se tem para trabalhar, ou ainda, em função do estado em que a amostra se encontra

– se bem preservada ou extremamente degradada (ÁLVAREZ et al., 2001). Os

procedimentos padrão de extração de DNA geralmente envolvem solventes

orgânicos (DIXON et al., 2006), métodos salting out (GOMES et al., 2007), uso de

tampão contendo brometo de cetiltrimetilamônio (CTAB) (YE et al., 2004),

precipitação do DNA com etanol ou trocas iônicas com resina, como é o caso do

sistema Chelex-100® (BioRad) (KALMÁR et al., 2000). Segundo Budowle & Brown
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(2001), o protocolo de extração ideal é aquele que serve para a grande maioria das

amostras, é de simples execução e possui baixo custo para o laboratório.

A obtenção de DNA de amostras contendo material genético degradado e em

pouca quantidade, como é o caso dos ossos e dentes, é de grande importância para

a identificação forense, mas também é particularmente difícil já que alguns

interferentes presentes nessas amostras impedem a atuação dos componentes do

tampão de extração e inibem a amplificação total do DNA (CATTANEO et al., 1995;

KALMÁR et al., 2000). Apesar do DNA dessas amostras ser melhor preservado do

que em amostras de tecidos moles, ele não está livre da degradação ou

contaminação por fatores que interferem na sua obtenção. Os principais fatores

interferentes são aqueles que advêm do local onde a amostra se encontrava, como

é o caso dos ácidos húmicos, dos ácidos fúlvicos e de material genético de outros

organismos (WURMB-SCHWARK et al., 2004).

É necessário, portanto, que esses inibidores sejam removidos para que se

obtenha sucesso na extração e amplificação do DNA de ossos e dentes (YE et al.,

2004). Com o intuito de minimizar ou até solucionar este problema foram

desenvolvidos, nos últimos anos, alguns métodos de extração de DNA humano

baseados em resinas magnéticas que, ao mesmo tempo em que extraem, purificam

o DNA, livrando-o de impurezas e material biológico sem interesse. Esses sistemas

limitam a quantidade de material genético purificado e extraído, uma vez que a

resina magnética capta um número determinado de moléculas. O sistema DNA IQ™

(Promega Corporation) e o sistema ChargeSwitch® (Invitrogen) são exemplos

dessa nova tecnologia. Tais métodos são extremamente fáceis de serem

executados, além de rápidos e práticos, apresentando uma única desvantagem: o

elevado custo (STAITI et al., 2004).

Outro problema visualizado é a contaminação da superfície das amostras de

ossos e dentes por DNA exógeno, que pode levar a um resultado falso positivo e a

uma análise errônea de um perfil diferente daquele que se busca. Esse problema

deve ser resolvido antes do início da extração e geralmente se faz uso de hipoclorito

de sódio (NaOCl) para limpar as amostras e retirar o DNA contaminante (KEMP &

SMITH, 2005).

2.3.1 Protocolo padrão: método orgânico
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Nas ciências forenses, apesar de não existir um protocolo de extração fixo,

quando se quer obter DNA de amostras ósseas o  método de escolha e mais

comumente empregado é o método orgânico, que faz uso de solventes orgânicos

como o fenol, associado ao clorofórmio. Este método possibilita a obtenção de DNA

de melhor qualidade e pureza, uma vez que grande parte das proteínas acopladas à

molécula de DNA é removida no processo, mas há uma pequena perda de material

durante as etapas do protocolo (BUTLER, 2005).

O método de fenol/clorofórmio tradicional, se comparado a outros, requer um

grau de pró-eficiência técnica, sendo muito trabalhoso e demorado, podendo, no

entanto, garantir uma maior purificação do material genético extraído, principalmente

quando associado a filtros de lavagem como o MicroconTM (Millipore), os quais

garantem a remoção de inibidores enzimáticos (BUDOWLE & BROWN, 2001;
TAKAYANAGI et al., 2003). Estes filtros retêm o DNA em sua fina tela, ao mesmo

tempo em que eliminam solutos de baixo peso molecular, além de fragmentos de

DNA degradado com tamanho inferior a 60 pb (RICAUT et al., 2005).

O protocolo consiste na adição de um tampão de lise celular à amostra,

contendo SDS, Tris-HCl, NaCl, DTT, EDTA e proteinase K. Essa solução irá

desestabilizar a membrana das células, liberando seu conteúdo, assim como irá

destruir as proteínas que rodeiam o DNA. Há, em seguida, a adição dos solventes

orgânicos – fenol/clorofórmio – que irão separar o material genético das outras

macromoléculas celulares, partindo do princípio da solubilidade. Há também a

utilização de álcool isoamílico juntamente com o clorofórmio, para remoção de

qualquer vestígio de fenol remanescente. Após centrifugação da amostra, o DNA,

solubilizado nesses solventes, será separado dos demais conteúdos celulares. O

DNA será retido na fase aquosa, enquanto as proteínas desnaturadas são coletadas

na  interface das fases aquosa e fenólica.  Para “limpar” o material genético de

interesse, a maioria dos laboratórios de genética forense faz uso de f iltros de

lavagem do tipo Microcon™ em conjunto com o método orgânico (GRZYBOWSKI,

2000; BUTLER, 2005).

A extração com mais de um solvente permite que haja uma desproteinização

mais eficiente e, apesar de ser um tanto quanto perigoso para a saúde humana e
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para o meio ambiente, esse protocolo ainda é amplamente utilizado pelos

pesquisadores para o isolamento do DNA (AZEVEDO et al., 2003).

2.3.2 Descalcificação do tecido ósseo

Sabe-se que o osso é o tecido mais resistente do corpo animal, levando-se

em consideração o tempo que leva para se decompor ou para que seja degradado.

Cerca de 65 a 70% da matriz óssea é constituída por cristais de hidroxiapatita, que

inclui fosfato de cálcio, carbonato de cálcio, fluoreto de cálcio e hidróxido de cálcio

[Figura 5]. Essa constituição óssea tende a preservar o material genético contra as

agressões do meio, mas, por outro lado, essas enormes quantidades de minerais na

matriz óssea representam uma barreira física para a obtenção do DNA ali contido,

uma vez que dificulta o acesso e ação dos reagentes químicos empregados nas

técnicas de extração (STAITI et al., 2004; LOREILLE et al., 2007).

Proteína não-
colagenosa

2%

Colágeno
23%

Água
10%

Mineral
(cristais de

hidroxiapatita)
65%

FIGURA 5. Componentes dos ossos. Valores aproximados por peso de osso compacto de adultos.

Fonte: KERR (2000).

Para driblar esse problema muitos protocolos de  extração fazem uso de

agentes químicos que promovem a retirada de minerais do tecido ósseo,

principalmente aqueles que eliminam os íons de cálcio, deixando o tecido mais

penetrável. Isto é feito através do tratamento com agentes descalcificantes (ALERS
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et al., 1999). A descalcificação é tida como um tratamento que tem por objetivo a

destruição da fase inorgânica do tecido ósseo, partindo da remoção do elemento

principal, o cálcio e, dessa forma, liberando caminho para se chegar à porção

orgânica do osso. As técnicas mais empregadas para este fim fazem uso de alguns

ácidos fortes que formam sais de cálcio solúveis e agentes quelantes, que

seqüestram os íons cálcio deixando a porção orgânica mais maleável e de fácil corte

(COOK & EZRA-COHN, 1962).

Os principais ácidos com propriedades descalcificantes utilizados nesses

protocolos são o ácido nítrico, o ácido clorídrico, o ácido fórmico e alguns outros

ácidos hidroclorídricos. Estes ácidos, por serem bastante fortes, têm a propriedade

de descalcificar o osso rapidamente, embora não possam ter seu uso prolongado

por um período maior, já que provocam a hidrólise ácida do DNA, causando sérias

deteriorações na estabilidade do mesmo (BROWN et al., 2002). Sarsfield et al.

(2000) visualizou, com seus experimentos, que o ácido fórmico utilizado para

descalcificar tecidos ósseos degradava o DNA, já que após ser empregado nas

amostras, nada era observado na eletroforese além de uma sujeira, característica de

DNA degradado.

Atualmente, grande parte dos protocolos de descalcificação na área da

Histologia e a maioria dos protocolos para extração de DNA de ossos e dentes é

fundamentada na utilização do EDTA (Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético). O EDTA

é um ácido orgânico de baixo peso molecular que desmineraliza o osso e inativa

enzimas DNAses quelando cátions bivalentes como o Mg++ e o Ca++ (LOREILLE et

al., 2007; ERLICH et al., 2009). Na extração de DNA de restos mortais, em geral, o

material pulverizado é incubado em um tampão de lise contendo EDTA (CATTANEO

et al., 1995; RICAUT et al., 2005; DESMYTER & DE GREEF, 2008). Mas, apesar

dessa quantidade utilizada, ainda existe dificuldade em obter DNA dessas amostras

utilizando tais protocolos, por isso, uma incubação prévia do material pulverizado em

EDTA vêm sendo empregada em alguns laboratórios como etapa de descalcificação

(HAGELBERG & CLEGG, 1991; FUJITA et al., 2004; STAITI et al., 2004;

GONZÁLEZ-ANDRADE & SÁNCHEZ, 2005). Essa descalcificação parece ser a

melhor maneira de recuperação do DNA  de tecidos ósseos, uma vez que, se

comparado a outros ácidos fracos, o EDTA possui uma considerável capacidade de

retirar íons cálcio da matriz óssea, dissociando os cristais formados [Figura 6].
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A descalcificação pelo EDTA age somente na matriz mineralizada do osso,

não apresentando nenhum efeito sobre outro tecido, tampouco sobre o material

genético contido nas células. Por este motivo, técnicas que fazem uso desse agente

quelante são preferíveis àquelas que utilizam agentes descalcificantes que

modificam ou degradam DNA e, portanto,  são inadequadas para estudos que

contém alguma etapa de obtenção de DNA (ALERS et al., 1999). A principal

desvantagem do uso do EDTA como descalcificante, em detrimento dos ácidos

fortes é o fato de a descalcifacação apresentar-se de forma demorada, com tempos

de incubação que podem variar de alguns dias, até algumas semanas, dependendo

da extensão da mineralização (COOK & EZRA-COHN, 1962; ALERS et al., 1999;

ERLICH et al., 2009).

FIGURA 6. Comparação da capacidade de dissolução da calcita por diferentes compostos orgânicos

com propriedades de ligação ao cálcio. Observe que o EDTA e o citrato têm um maior poder de

dissolução, enquanto o gluconato e goma xantana impedem a dissolução da calcita. Fonte: ERLICH

et al. (2009).

A primeira utilização do EDTA para descalcificação total de tecidos ósseos

com o intuito  de obter DNA  foi realizada por Hagelberg & Clegg (1991), que

observaram que pequenas lavagens com EDTA removiam contaminantes solúveis

do pó do osso antes deste ser submetido ao tampão de extração tradicional. A partir
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de então, muitos pesquisadores passaram a visualizar esse ácido quelante como um

poderoso desmineralizante e o incorporaram em seus protocolos de extração de

DNA de restos mortais, como uma etapa de pré-tratamento das amostras.

Concluindo, dessa forma, que o EDTA é altamente preferível para ser utilizado em

estudos que requerem DNA do que outros ácidos descalcificantes (LOREILLE et al.,

2007).

2.3.3 Pulverização do tecido ósseo

Geralmente as amostras de ossos chegam aos laboratórios forenses intactas

ou, algumas vezes, quebradas em fragmentos grandes. Portanto, para que tais

amostras sejam utilizadas na obtenção de DNA para identificação forense, se faz

necessária a quebra desses ossos em fragmentos bem menores, que caibam em

pequenos tubos rotineiramente utilizados para este fim – tubos eppendorf de 2 mL.

A maioria dos protocolos de extração de DNA de ossos – senão todos – faz

uso do pó obtido após uma etapa de pulverização da amostra. Os ossos em geral

são limpos e, em seguida, são cortados em fragmentos de cerca de um centímetro

quadrado, são submetidos à radiação ultravioleta e, então, os fragmentos são

pulverizados em moinhos, especializados ou não para esta função (HAGELBERG &

CLEGG, 1991; HAGELBERG et al., 1991; MEYER et al., 2000; LOREILLE et al.,

2007; DESMYTER & DE GREEF, 2008; FONDEVILA et al., 2008).

Há dois tipos de moinhos que são freqüentemente empregados nas ciências

forenses: um tipo de moinho  mineralógico e um moinho  criogênico. O moinho

mineralógico é uma ferramenta semelhante a um triturador, utilizado primordialmente

para a trituração de pedras e minérios, que foi adaptado para a pulverização de

amostras de ossos e dentes (FUJITA et al., 2004; LOREILLE et al., 2007). Já o

moinho criogênico, caracteriza-se por ser uma ferramenta mais sofisticada,

especializada para a trituração de amostras ósseas, onde se faz necessária a

utilização de nitrogênio líquido (HAGELBERG & CLEGG, 1991; HAGELBERG et al.,

1991; LOREILLE et al., 2007; FONDEVILA et al., 2008). Um dos moinhos

criogênicos mais utilizados para pulverização de ossos é conhecido por Freezer Mill

e seu uso se dá da seguinte forma: as amostras são colocadas em um frasco que é

submerso em um banho de nitrogênio liquido dentro do moinho; elas são mantidas à
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temperatura baixa enquanto uma espécie de bastão de impacto movido

magneticamente pulveriza-as. As amostras permanecem refrigeradas durante todo o

processo (SPEX, 2008).

O nitrogênio líquido é comumente usado em laboratórios para pesquisas que

envolvem congelamento e necessitam de temperaturas extremamente baixas. Ele

caracteriza-se por ser um gás incolor e inodoro, que se apresenta liquefeito a uma

temperatura de -196°C, mas rapidamente pode vaporizar em temperatura ambiente.

Apesar de ser um gás não inflamável e pouco tóxico, acidentes fatais relacionados

com o uso de nitrogênio líquido são freqüentemente descritos na literatura, portanto,

é necessário algumas precauções ao se trabalhar com o nitrogênio líquido, uma vez

que pequena quantidade desse gás pode evaporar e, em ambientes com pequeno

espaço, ele pode levar a uma redução na quantidade de oxigênio do ar. Este é o

principal motivo de acidentes envolvendo  pesquisadores que fazem uso do

nitrogênio líquido, já que a depleção de oxigênio no ar pode provocar asfixia e levar

à morte (KIM & LEE, 2008; KERNBACH-WIGHTON et al., 1998).

De acordo com os experimentos de Loreille et al. (2007), que comparou os

pós obtidos com os dois tipos de moinhos, as amostras pulverizadas com o moinho

mineralógico resultaram em uma maior quantidade de DNA em relação àquelas

obtidas com o moinho criogênico, levando-se em consideração a quantidade de pó

utilizada. Mas o que foi percebido, no decorrer das pesquisas, foi que o protocolo de

extração de DNA utilizando uma completa desmineralização do osso com EDTA traz

resultados satisfatórios, independente da utilização de um ou outro triturador. Os

autores sugerem que o mais importante são os componentes da técnica de extração

e não a forma como o osso é trabalhada – se em pó ou em pequenos cortes finos.
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33 OOBBJJEETTIIVVOOSS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo de extração de DNA de ossos humanos

baseado na desmineralização da amostra e sem a utilização de

mecanismos de pulverização.

3.2 Objetivos específicos

Obter DNA de amostras de ossos humanos referentes a casos

criminais, com finalidade de identificação forense;

Avaliar a extração de DNA de ossos humanos sem pulverização;

Comparar o método de extração de DNA sem pulverização do tecido

ósseo com o protocolo padrão, que se utiliza de amostras de osso

pulverizadas.
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44 RREELLEEVVÂÂNNCCIIAA

A tipagem de DNA utilizando marcadores genéticos é, nos dias de hoje, uma

ferramenta de extrema importância para a identificação humana com finalidades

forenses. Relevantes esforços vêm sendo feitos continuamente para identificar

cadáveres e restos humanos após guerras, grandes desastres, bem como

cadáveres de pessoas desaparecidas que, rotineiramente, ocupam os necrotérios

dos institutos de medicina legal. Na maioria dos casos, a utilização de técnicas de

tipagem do DNA oferece uma resposta definitiva para o estabelecimento da

identidade das vítimas e, dessa forma, realiza um benefício direto à sociedade. A

extração do DNA de amostras de ossos e dentes é uma etapa crucial para o bom

andamento do exame e para a obtenção de resultados satisfatórios em identificação

humana, uma vez que estas amostras são bastante comuns nos laboratórios

forenses. Entretanto, a etapa de lise celular e a eliminação de interferentes são

obstáculos para a obtenção de DNA do tecido ósseo. Isto justifica o estudo,

desenvolvimento e aprimoramento de novas técnicas para extração de DNA deste

material.

A desmineralização das amostras de ossos com um pré-tratamento a base de

EDTA demonstra ser uma etapa importante para facilitar a lise celular e,

conseqüentemente, a eliminação de interferentes, possibilitando, assim, um melhor

acesso a grandes fragmentos de DNA outrora protegidos pela matriz calcificada e a

obtenção de material genético com maior qualidade e pureza ao final do processo de

extração.

Segundo Budowle & Brown (2001), o protocolo de extração ideal é aquele que

serve para a grande maioria das amostras, é de simples execução e possui baixo

custo para o laboratório. A pulverização de amostras de osso, parte integrante dos

protocolos de extração de DNA de osso em uso corrente, é uma etapa de custo

significativo, relativamente complexa e está associada à manipulação de nitrogênio

líquido. Portanto, a eliminação da etapa de pulverização diminui os riscos de

contaminação e torna o processo de extração do DNA de ossos mais simples,

seguro e barato, o que determina a relevância deste trabalho.
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RReessuummoo
O uso de tecido ósseo como substrato na obtenção de DNA para estudo de

loci STR é bastante útil em ciência forense, especialmente na identificação de restos

mortais. Algumas técnicas de extração de DNA de material ósseo incluem uma

incubação prévia do material pulverizado em EDTA como etapa de descalcificação.

Neste trabalho, alíquotas de amostras de osso foram submetidas à extração de DNA

pelo método orgânico tradicional com pré-tratamento de descalcificação em EDTA

sem pulverização prévia e resultaram em quantidades de DNA compatíveis com a

obtenção de perfis genéticos com amplificação simultânea de 16 regiões (loci) STR.

Portanto, esta técnica é adequada para emprego em ciência forense.

Palavras-chave: Extração de DNA; Tecido Ósseo; Identificação Forense.

IInnttrroodduuççããoo
O uso de tecido ósseo como substrato na obtenção de DNA para estudo de

loci STR é bastante útil em ciência forense, especialmente na identificação de restos

mortais. Cerca de 70% da matriz óssea é constituída pelo mineral hidroxiapatita que

inclui fosfato de cálcio, carbonato de cálcio, fluoreto de cálcio e hidróxido cálcio e

citrato. A grande quantidade destes minerais no tecido ósseo dificulta o acesso e a

ação dos reagentes de extração e, portanto, representam uma barreira para a

obtenção de DNA.

A maioria dos protocolos atuais para extração de DNA de ossos e dentes é

fundamentada na incubação de material pulverizado em um tampão de extração

contendo EDTA (acrônimo do inglês: ethylenediamine tetraacetic acid, ácido

etilenodiamino tetra-acético). Em alguns destes protocolos é empregada uma

incubação prévia do material pulverizado em EDTA como etapa de descalcificação

[4]. A descalcificação pelo EDTA tem pouco ou nenhum efeito sobre a estrutura do

DNA do tecido ósseo, outras técnicas de descalcificação baseadas na utilização de

ácidos modificam ou degradam DNA e, portanto, são inadequadas para estudos que

contém alguma etapa de obtenção de DNA [1].

Neste trabalho é apresentado um eficiente protocolo para obtenção de DNA

em amostras de osso, com descalcificação da matriz óssea por meio do quelante

EDTA, sem a etapa de pulverização da amostra.
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MMaatteerriiaaiiss ee mmééttooddooss
Amostras

Neste experimento foram utilizadas seis amostras de fêmur de duas ossadas

humanas expostas a condições ambientais diversas – como calor, chuva e umidade

– por um período de pelo menos três meses.

Descalcificação
Fragmentos de osso de cerca de 1cm², cortados com uma ferramenta

rotatória tipo Dremel®300series, foram incubados por cinco dias em 20 mL de uma

solução de EDTA 0,5M. Após a incubação, a parte desmineralizada dos ossos foi

retirada com o auxílio de uma lâmina de bisturi.

Extração
Entre  0,2 e 0,3 gramas de cada  amostra de osso descalcificado, foram

incubadas a 56ºC overnight, em 600 μL do tampão de extração (10 mM Tris-HCl;

100 mM NaCl; 10 mM EDTA; 2% SDS, pH 8,0), 60 μL de Proteinase K e 30 μL de

DTT. Após o período de incubação, foram adicionados 600 μL de

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25/24/1, v/v/v) em seguida as amostras foram

submetidas à agitação até a formação de uma emulsão leitosa e centrifugadas por 7

minutos a 9700 g (Eppendorf 9500 rpm – ALC 12000 rpm). A fase aquosa

(sobrenadante) foi transferida para um novo tubo, filtrada em filtro Microcon® e o

material retido no filtro foi dissolvido em 50 μL de água ultra pura (Milli Q).

Análise de STR
A amplificação dos loci Short Tandem Repeat (STR) foi feita utilizando o

sistema Identifiler ™ (Applied Biosystems, Foster City, CA). Os procedimentos de

PCR foram realizados de acordo com as recomendações do fabricante [2]. Os

produtos de PCR foram separados em um seqüenciador genético Applied

Biosystems 3130, e analisados usando software Genemapper versão ID 3.2 para

determinação dos alelos nos eletroferogramas, utilizando escada alélica que

acompanha o kit Identifiler™ como referência.

Controles positivos e negativos foram incluídos em cada etapa do estudo e

não foi observado qualquer sinal de contaminação.
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RReessuullttaaddooss
Alíquotas de duas amostras de osso que foram submetidas à extração de

DNA pelo método orgânico tradicional não resultaram na obtenção de um perfil

genético (dados não mostrados). Alíquotas do mesmo material quando foram

submetidas ao protocolo de extração com pré-tratamento de descalcificação em

EDTA sem pulverização, seguida de uma etapa de lise pelo método fenol-

clorofórmio tradicional [9] resultaram em perfis genéticos completos [FIGURA 1].

FIGURA 1. Perfil genético obtido de uma amostra de osso por meio de extração com descalcificação

sem pulverização. Esta mesma amostra quando submetida a várias extrações pelo método orgânico

com pulverização em moinho mineralógico não resultou em perfil genético em condições de análise e

confronto.

DDiissccuussssããoo
Em ciência forense, o resultado da PCR (acrônimo do inglês: Polimerase

Chain Reaction, reação em cadeia da polimerase) pode ser significativamente

modificado por impurezas como, por exemplo, inibidores da enzima DNA polimerase

que estão naturalmente presentes na matéria prima utilizada como fonte de DNA.

Portanto, a escolha do tampão de lise é uma etapa fundamental para o êxito de um

protocolo de extração. Estudos relacionados à determinação de tampões de

extração são freqüentemente publicados [8, 9].
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O emprego de moinhos criogênicos como o Freezer Mill em procedimentos de

pulverização de ossos [7] aumenta consideravelmente as possibilidades de

obtenção de DNA deste material. De fato, as partículas de pó de osso obtido com o

Freezer Mill são de tamanho menor e mais homogêneo que aquelas obtidas, por

exemplo, com o emprego de moinhos mineralógicos. Esta propriedade assegura

resultados sensivelmente melhores para obtenção de DNA em amostras ósseas

pulverizadas com moinhos criogênicos.

Amostras pulverizadas com o moinho criogênico de impacto submetidas ao

protocolo de extração pelo método orgânico tradicional apresentaram uma

quantidade considerável de resíduos, o que determina uma lise parcial do material

ósseo e, conseqüentemente, uma extração  parcial do DNA nele presente. As

amostras de osso não pulverizado submetidas ao pré-tratamento com EDTA e à

extração pelo método orgânico tradicional resultaram em um produto sem resíduos

sólidos, um indicativo de que houve lise total do material ósseo e uma extração total

do DNA da amostra.

Loreille et al. (2007) propuseram uma técnica de extração para material ósseo

pulverizado em moinho criogênico de impacto (CertiPrep  6750 Freezer Mill,

Spex/Mill, Spex, Metuchen, NJ) contendo uma etapa  de desmineralização com

EDTA 0,5 M, pH 8,0, cuja eficácia foi ratificada por Desmyter & Greef (2008). O

emprego de moinho criogênico de impacto como o freezer mill para pulverização de

material ósseo está condicionado à manipulação de nitrogênio líquido, acidentes

fatais relacionados com o uso de nitrogênio líquido são freqüentemente descritos na

literatura [5, 6]; portanto, o investimento na aquisição do moinho e a manipulação

rotineira de nitrogênio líquido representam desvantagens da técnica proposta por

Loreille et al. (2007). O nosso protocolo utiliza uma quantidade menor de material

para extração de DNA de ossos e não inclui a etapa de pulverização, tornando

desnecessário o emprego do moinho criogênico de impacto e, conseqüentemente,

do nitrogênio líquido.

Para minimizar os riscos de contaminação, após a pulverização de material

ósseo os moinhos são submetidos a uma lavagem criteriosa. A eliminação da etapa

de pulverização diminui os riscos de contaminação e torna o processo de extração

DNA de ossos mais simples, seguro e barato. Segundo Budowle & Brown (2001), o
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protocolo de extração ideal é aquele que serve para a grande maioria das amostras,

é de simples execução e possui baixo custo para o laboratório.

CCoonncclluussããoo
Os resultados obtidos indicam que o nosso protocolo de extração de DNA de

ossos sem etapa de pulverização é seguro, apresenta menor custo e menor risco de

contaminação que as técnicas em uso corrente, além de resultar em quantidades de

DNA compatíveis com a obtenção de perfis genéticos com amplificação simultânea

de 16 regiões (loci) STR sendo, portanto, adequado para emprego em  ciência

forense.
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77 CCOONNCCLLUUSSÕÕEESS

O uso do quelante EDTA auxilia na obtenção de DNA de amostras

ósseas, não interferindo na estrutura desse material genético;

A pulverização do osso não é uma etapa fundamental no processo de

extração de DNA deste tecido quando se utiliza uma etapa de

desmineralização;

O protocolo de extração de DNA de ossos com uma etapa de

desmineralização e sem uma etapa de pulverização apresentou

resultados melhores do que aqueles obtidos com o protocolo padrão;

Os resultados obtidos são adequados para o emprego em ciência

forense, sendo compatíveis com a obtenção de perfis genéticos com

amplificação simultânea de 16 regiões (loci) STR;

A técnica mostrou-se mais simples e com menores custos do que a

convencional, uma vez que reduz uma etapa do processo de obtenção

de DNA de ossos e elimina o uso e a manutenção de estoques de

nitrogênio líquido.
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