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Yo no sé donde naci,
ni sé tampoco quién soy
No sé de donde he venido

ni sé para donde voy.

Soy gajo de arbol caido

Que no sé donde cayo.

¢;Donde estardn mis raices?

¢;De qué arbol soy rama yo?

Coplas populares de Boyaca, Colombia.
citado em Memoria del Fuego II.

Las caras y las mascaras.
Eduardo Galeano, 1995.

Identificagoes

ndo escrevi pra encher paginas
gastar tempo

completar livro

ganhar algo com isso

escrevi gostando curtindo

vendo muita desorganizagdo
objetos da casa

minha alma espantosamente em paz
afinava com

os defensores de pilhas de jornais
amantes incondicionais de livros
colecionadores de vinis

Crocancias inéditas
Frank Jorge, 2001
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APRESENTACAO

A presente Dissertacdo de Mestrado ¢ composta por quatro partes, a saber:

Resumo: o qual apresenta de forma objetiva o trabalho realizado no dambito do Mestrado.
Apresentacdo do Tema, Justificativa e Objetivo: a qual apresenta um referencial tedrico
acerca do conhecimento que embasou a realizacdo do trabalho experimental abordando os
temas que foram estudados, a justificativa da execucdo desta proposta e seus objetivos geral
e especificos.

Um manuscrito com os resultados do trabalho experimental: que trata de um manuscrito
de artigo cientifico, contendo as investigacdes cientificas realizadas pelo po6s-graduando,
durante o periodo do Mestrado, e que serd submetido a revista Forensic Science
International.

Conclusées e Consideracdes finais: a quais apresentam conclusoes e observagdes acerca do

estudo realizado durante o Mestrado.
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RESUMO

Introduciao

Devido a sua estrutura mineralizada e inerte, ao seu tamanho e a sua localizacdo, dentes
molares e pré-molares sdo considerados boas fontes para obtencdo do DNA necessario para a
identificacdo molecular de pessoas. Varias metodologias tém sido empregadas para obtencao de
DNA a partir dos dentes, sendo que o uso do equipamento de pulverizagdo criogénica Freezer mill®
para a pulverizagio ¢ da coluna concentradora Microcon'™-100 sio procedimentos padrio mais
utilizados e difundidos. O uso conjunto dessas duas metodologias é, porém, demorado e de custo
elevado.

Nos desenvolvemos este trabalho com o objetivo de testar e padronizar um novo método
econdmico e rapido para a obtencdo de DNA de dentes para estudos forenses. O resultado deste
trabalho vem a atender aos interesses do Convénio de Cooperacdo entre o Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia Celular e Molecular da PUCRS (PPGBCM-PUCRS) e o Instituto-Geral de
Pericias (IGP-RS) da Secretaria da Justica e da Seguranca Publica do Rio Grande do Sul (SJS-RS),
o qual visa desenvolver pesquisas que atendam as necessidades de avanco na linha de investigacao
da Biologia Forense.

Material

Foram utilizados dentes molares ou pré-molares provenientes de 26 caddveres nao
identificados previamente, depositados no DML-RS. Para cada cadaver avaliado foi registrado seu
estado geral de apresentacdo, o tempo estimado de morte, a idade e o local onde o cadaver foi
encontrado. Os dentes foram retirados dos cadéaveres, armazenados por no minimo 24 horas a —
80°C e, posteriormente, utilizados nos testes. A escolha dos corpos foi aleatoria, abrangendo varios
estagios de decomposi¢do, tempo de morte e locais onde foram encontrados.

Metodologia

Para a economia: (I) foi usado o moinho mineralogico IKA (Ika do Brasil — RJ- Brasil), de
baixo custo em compara¢do ao uso do Freezer mill®; (II) foi usado precipitagdo do DNA com o0 uso
de isopropanol, de baixo custo em comparagio ao uso do Microcon' V'-100.

Para a rapidez: foi testado o tempo de duas horas para a incubagdo do tecido no tampao de
lise celular em comparag@o ao tempo padronizado de 12 horas.

Procedimentos: NoOs usamos o moinho mineralogico IKA para obtengdo de tecido
pulverizado dos dentes a fim de extrair DNA na quantidade e qualidade necessarias para a obtencao
de perfil genético. Cada amostra foi moida e separada em quatro subamostras, nas quais foi
avaliado o tempo de incubagdo (2 ou 12 horas de incubagdo) e o método de precipitagdo final do
DNA (Microcon¥—-100 ou isopropanol). A quantidade e a qualidade do DNA obtido foram
testadas. A viabilidade de uso do DNA nuclear e do DNA mitocondrial obtido foi verificada pela
capacidade de amplificacdo por técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR) das amostras através
do uso dos kits apropriados.

Resultados e Discussio:

A utilizacdo do moinho mineraldgico IKA para pulverizagdo de tecido foi eficaz em todas as
amostras testadas. As amostras processadas com Microcon'"-100 ndo apresentaram diferencas
significativas na quantidade de DNA obtido quando incubadas por 2 ou 12 horas, o que permite
aceitar que uma incubagdo de duas horas ¢ suficiente para o procedimento padrao. O mesmo foi
verificado nos subgrupos, nos quais, a precipitagdo foi realizada com isopropanol. Com o uso do
Microcon™-100 obteve-se uma concentragio superior de DNA quando comparado ao uso do
isopropanol (p<0,001). No entanto, a precipitacdo por isopropanol obteve um DNA de pureza
superior ao do DNA processado com Microcon™-100 (p<0,001). Dos 26 casos avaliados, dentes de
20 corpos tiveram seu DNA nuclear autossomico identificado com sucesso e, em dois dos 20 casos,
foi também utilizada com sucesso a analise do cromossomo Y, ndo excluindo vinculo patrilineo. Os
seis demais casos apenas foram identificados pela analise do DNA mitocondrial, ndo excluindo o
vinculo matrilineo. A menor concentracdo de DNA derivada da precipitacdo realizada com
isopropanol parece ter sido compensada pela maior pureza do material uma vez que houve



similaridade do nimeros de loci analisados com sucesso quando se comparam Microcon -100 e
isopropanol. O estado geral do cadaver, o tempo estimado de morte, a idade e o local onde o
cadaver foi encontrado nao foram significativamente associados com a quantidade ou a qualidade
do DNA obtido, bem como com o numero de /oci analisados com sucesso.

Conclusio:

A utilizagdo do moinho mineraldgico IKA para pulverizacdo de tecido foi eficaz e pode
substituir o uso do Freezer mill® reduzindo o custo dos procedimentos. A precipitagio com
isopropanol foi eficaz e pode substituir o uso do Microcon"-100 reduzindo ainda mais o custo dos
procedimentos. Um tempo de duas horas para a incubagdo do tecido no tampao de lise celular foi
eficaz para reduzir o tempo dos procedimentos.

Os experimentos desenvolvidos neste trabalho testaram e padronizaram um novo método
rapido e econdmico para a obtengdo de DNA de dentes para estudos forenses, que pode ser
empregado em outros caso de identificagdo de cadaveres humanos. O resultado deste trabalho
podera atender aos interesses do Convénio de Cooperacdo entre 0 PPGBCM-PUCRS e o IGP-RS no
desenvolvimento e no avanco na linha de investigacdo da Biologia Forense.



APRESENTACAO DO TEMA

Desastres em massa como os ocorridos nas Torres Gémeas, nos Estados Unidos, a Tsunami,
ou ainda como o incéndio ocorrido em 1° de agosto de 2004 no supermercado Ycuéd Bolafios em
Assungao-Paraguai, sdo um desafio para os médicos e odontos-legistas, e para os setores de biologia
molecular encarregados da identificacdo das vitimas e dos restos mortais. A identificacdo de
cadaveres humanos em avangado estado de decomposi¢ao, como por exemplo, exumado, afogado,
esquartejado, ocultado sob condi¢des diversas, expostos ao tempo e a acdo de animais, ou
carbonizados fica extremamente prejudicada uma vez que os elementos utilizados pelos médicos-
legistas, odontos-legistas e/ou papiloscopistas para tal identificacdo, como impressdes digitais, sexo,
compleicdo fisica, grupo étnico, estatura e arcada dentaria podem estar alterados a ponto de
impossibilitar qualquer conclusdo (Grévin et al., 1998, Bilge et al., 2003). Desta forma a unica
possibilidade de identificacdo ¢é através do uso das técnicas de DNA (Clayton et al., 1995, Graw et
al., 2000, Mass Fatality Incidents, June 2005).

O Estado do Rio Grande do Sul tem em seu Laboratorio de Pericias o Setor de Genética
Forense responsavel pela realizacdo destas analises. Quando surgiu em 1997, todas as ossadas ou
amostras provenientes de corpos em estado de saponificagdo, isto ¢é, ossos e dentes, ndo eram
identificadas devido a problemas de metodologia, pois a qualidade e a quantidade do DNA humano
extraido dependem muito do local onde o corpo foi depositado (Clayton et al., 1995, Graw et al.,
2000, Iwamura et al., 2005, Onori et al., 2006). A escolha dos dentes molares e pré-molares para
obtencdo de DNA se baseia na sua estrutura mineralizada inerte, tamanho e localizacdo dos mesmos
(Sivagami et al., 2000, Avon, 2004), pois sua estrutura pode preservar mais tempo o DNA, seu
tamanho pode conter mais material genético e sua localizacdo ¢ privilegiada, pois em caso de morte
traumatica ¢ mais provavel a sua permanéncia na cavidade oral (Drancourt et al., 1998, Gilbert et
al., 2003).

Varias metodologias sdo empregadas para obtencdo de DNA a partir de dentes, algumas
utilizam o Freezer mill™ (SPEX Certiprep, Metuchen, New Jersey, USA) para pulverizagido
criogénica e o Centricon™-100 para filtracdo e concentracao (Alonso et al., 2001, Meyer et al.,
2000, Alonso et al., 2004), outras utilizam trituragdo com moinho mineralogico e extracdo com
silica (Hoss et al., 1993, Vernesi et al., 2001), ou pulverizagcdo com nitrogénio liquido em cadinho e
pistilo autoclavados (Sivagami et al., 2000, Murakami et al., 2000), ou incis@o e sec¢do do dente
(Raoult et al., 2000), ou ainda recobrimento do dente com silicone ¢ a remogdo da dentina com
broca dentaria (Gilbert et al., 2004). Estas metodologias sdo muito caras ou pouco praticas.
Considerando que: a) o Freezer mill™ custa aproximadamente R$ 80.000,00, um valor alto para os

laboratérios de pericias publicos; b) o Freezer mill™ consome alto volume de nitrogénio liquido,



um componente também de elevado custo; c¢) o uso alternativo de equipamentos dentarios de
pulverizagdo por alta-rotagdo tem também alto custo; d) o uso alternativo de equipamentos
dentarios de pulverizacdo por alta-rotagdo necessita de agua ultra pura ou Milli-Q, um componente
também de elevado custo; €) o uso alternativo do pistilo e do cadinho, que teria baixo custo, ainda
que possa ser autoclavado, ¢ passivel de contaminagdo por ser muito poroso e espalha pd no
ambiente de extracdo, o que para um laboratorio forense, nao ¢ recomendavel; noés desenvolvemos
este trabalho com o objetivo de testar e padronizar um novo método que utiliza o moinho
mineralogico IKA (Ika do Brasil — RJ- Brasil), o qual tem um custo aproximado de R$ 3.000,00,
para obtencao de DNA na quantidade e qualidade necessaria para a obtengao de perfil genético.

Em relacdo aos custos, nés nos prepusemos a comparar o uso substitutivo da membrana
concentradora (Microcon"™-100) com o uso do isopropanol como precipitante do DNA. Em relagio
ao tempo, n6s nos prepusemos comparar os periodos de incubacdo, com o tampao de lise celular,
durante duas ou 12 horas.

Os indicadores de sucesso das metodologias a serem testadas foram a verificacdo da
quantidade e da qualidade do DNA obtido por meio de amplificagdes de regides de DNA nuclear e
mitocondrial proprias para analise forense.

Os resultados oriundos deste trabalho visam atender aos interesses do Convénio de
Cooperagdo entre o Programa de Pos-Graduagdo em Biologia Celular ¢ Molecular da PUCRS
(PPGBCM-PUCRS) e o Instituto-Geral de Pericias da Secretaria de Seguranca do Rio Grande do
Sul (IGP-RS), o qual tem como objetivo desenvolver conhecimento que atenda as necessidades de

avanc¢o na linha de investigagdo da Biologia Forense.

JUSTIFICATIVA

Aproximadamente 40 ossadas de cadaveres sdo encaminhadas ao Departamento Médico
Legal do Instituto-Geral de Pericias do Estado Rio Grande do Sul, Brasil (DML/IGP-RS), por ano,
para identificagdo. Em média 26% destas sdo destinadas ao Setor de Genética Forense do
Laboratorio de Pericias para identificacdo por DNA. Esta porcentagem de cadaveres necessita de
analises moleculares eficazes para sua identificagdo tanto no ambito legal, pois na auséncia de uma
identificacdo positiva ndo existe a imputagdo do crime quando o caso for de homicidio, como no
ambito familiar, dado que familiares das vitimas aguardam uma resolu¢d@o dos casos em que seus
aparentados estiveram envolvidos. Além disto, o Setor de Genética Forense do Laboratorio de
Pericias do IGP-RS, atualmente, tem a necessidade de identificar as demais ossadas anteriormente
armazenadas que, devido a diversos problemas, ainda ndo foram identificadas e os corpos sem

identidade, que sdo enterrados, e ficam no aguardo de que apareca algum familiar que possa



reconhecer fotos, vestes, tatuagens, ou algum outro objeto que justifique a sua exumagdo para
posterior analise de DNA.

Observa-se, portanto, a necessidade de acesso a uma tecnologia de obtencdo de DNA para
estudos forenses que seja, além de eficaz, econdmica e rapida no intuito de resolver as pendéncias
do Estado do Rio Grande do Sul, bem como atender a crescente demanda do Setor.

Desta forma, a padronizacdo de uma técnica para a extragdo de DNA a partir da polpa de
dentes molares e pré-molares poderd ser uma ferramenta importante para criar uma metodologia
acessivel que atenda as necessidades do Setor de Genética Forense do Laboratorio de Pericias do
IGP-RS, e que possa ser utilizada em Laboratdrios Forenses da rede nacional criada pela Secretaria

Nacional de Seguranca Publica (SENASP).

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenhar e padronizar uma metodologia econdmica e rapida para a obtencdo de DNA de

boa qualidade e quantidade para estudos forenses a partir de dentes molares e pré-molares humanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar a quantidade de DNA obtido com a nova técnica;
Avaliar a qualidade do DNA obtido com a nova técnica;

Avaliar a viabilidade de uso do DNA obtido com a nova técnica;

Eal

Registrar dados das amostras de DNA obtidas com a nova técnica segundo as variaveis: (I) peso
do material inicial; (II) procedimentos da nova técnica; (II) quantidade do DNA; (IV) qualidade
do DNA; (V) viabilidae de uso do DNA; (VI) tempo de morte do cadaver; (VII) condi¢do do
corpo do cadaver.

5. Verificar se ha associagio entre as varaveis acima indicadas.
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Abstract

In this study we describe a method for DNA extraction from molar and premolar teeth using
the IKA Works A11 Basic Mill (IKA do Brasil — RJ, Brazil). We tested 2h and 12h of lysis buffer
incubation, DNA concentration using Microcon-100 (Millipore, Beverly, MA, USA) or
isopropanol, and DNA amplification using kits for nuclear autossomic DNA (nDNA), Y-
chromosome (Y-STR) or mitochondrial DNA (mtDNA). Molar or premolar teeth from 26
previously unidentified bodies, deposited in the Legal Medical Department (DML-RS), were
removed and stored. All specimens were casework samples submitted to the Forensic Lab. of Rio
Grande do Sul, Brazil for DNA typing. DNA typing was successfully detected in all samples. In
conclusion, with this 'fast and cost-effective method' it was possible to obtain sufficient DNA from
molar and premolar teeth. This procedure eliminates the use of expensive tools and is less time
consuming as it reduces the long lysis buffer incubation step, thus reducing the cost and time of the
procedure. This 'fast and cost-effective method' greatly facilitates corpse identification using DNA

analysis.

1. Introduction

Forensic identification of victims is essential for humanitarian reasons, but also for civil or
criminal investigative needs. It is essentially based on forensic anthropology, fingerprints, forensic
odontology, radiology, and DNA typing [1]. Such identification is usually difficult [1,2,3,4],
because the elements used by pathologists, forensic anthropologists and/or odontologists, such as
fingerprints, sex, physical constitution, ethnic group, stature, and dental arch can be easily modified,
hampering a conclusion. Consequently, the standard forensic identification methods are not
sufficient in 30-35% of all victims [4] and, for this reason, the use of DNA techniques represents a
good possibility of identification [5,6,7]. Given that the quality and amount of human DNA
extracted depends heavily on the place where the body was deposited [5,6,8,9], the choice of molar
and premolar teeth to obtain DNA is based on their mineralized inert structure, size, and location
[8,10,11]. This structure can preserve DNA for longer periods, the large size implies the presence of
a significant amount of genetic material and, because of their privileged location, these teeth, in

case of traumatic death are more likely to remain in the oral cavity [12,13]. The teeth are the hardest

10



materials in the human body because of the dental enamel, which makes them resistant to adverse
conditions that degrade the DNA, such as humidity, high temperature, and the action of fungi and
bacteria [14]. The most important variables upon which identification by DNA apparently depends
are the length of time after death, the type of soil in which the body was buried, and the method of
DNA extraction [15]. At least six methods have been used to obtain DNA from teeth: (I) using a
6750 Freezer mill™ (SPEX Certiprep, Metuchen, New Jersey, USA) [5] for spraying and the
Centricon-100 (Millipore, Beverly, MA, USA) for filtration and concentration [5,16,17]; (II) using
the mill for grinding together with silica-based extraction [18,19]; (III) pulverizing, by means of
liquid nitrogen and an autoclaved mortar and pestle [9,20]; (IV) sectioning the tooth and extracting
the pulp [21,22]; (V) covering the tooth with silicon and removing the dentine with a dental drill
[23]; and (VI) using a QiaAmp® DNA MiniKit (Qiagen Inc., Chatsworth, CA, USA) [24]. All
These methods are expensive and time consuming.

In this study, we describe a method of DNA extraction from molar and premolar teeth using
the IKA Works A11 Basic Mill (IKA do Brasil — RJ, Brazil) (Figure 1). This impact-grinding mill
can be used for hard, brittle, non-elastic materials, and has a high-grade stainless steel beater. This
beater can be used for materials with Mohs hardness of up to six. The grinding chamber is made of
Tefcel (PTFE, glass fiber-reinforced) with a stainless steel inlet (1.4571), an effective volume of 80
ml, for embrittlement of the material to be ground with liquid nitrogen in the grinding chamber. We
tested DNA precipitation using Microcon'"-100 (Millipore, Beverly, MA, USA) or isopropanol,
and the DNA amplification using kits designed for nDNA, Y-STR or mtDNA.

2. Materials and methods

2.1. Sample collection and DNA extraction

All specimens were casework samples submitted to the Forensic Laboratory of Rio Grande
do Sul, Brazil for DNA typing. Molar or premolar teeth from 26 previouly unidentified bodies,
deposited in the DML-RS, were removed and stored, for at least 24 hours, at -80°C in an
UltraFreezer (SANYO, Tokio, Japan). For each evaluated corpse, the general state of presentation,
the approximate time of death, the age, and the place where the corpse was found were recorded.
Teeth were ground using an IKA All Basic Mill. Each tooth was exhaustively ground and
separated into four 2-ml tubes. Between 0.4 and 0.8 g of teeth powder was used for each DNA
extraction. DNA was extracted from the tooth samples using 600 pl of lysis buffer [100 mM NaCl,
10 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid), 2% SDS (sodium dodecyl sulphate), 10 mM Tris-
HCI (pH 8), 24 ul of 20 mg/ml proteinase K (Invitrogen, Carlsbad, USA) and 48 ul of 1 M DTT
(dithiotreitol — Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)]. The samples were incubated at 56°C for 2 or 12
hours. For extraction, 700 ul of UltraPure™ [phenol / chloroform / isoamyl alcohol (25:24:1, v/v),
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA] was added, vortexed, and centrifuged for 7 min at 15,000 X g in a
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microcentrifuge. The upper aqueous layer was placed inside a Microcon™-100 concentrator
(Millipore, Beverly, MA, USA) and centrifuged at 500 X g until only a few microliters remained.
Microcon™-100 filtering was repeated twice by adding 400 ul of DNA-free H,O. Fifty microliters
of DNA-free H,O was added, the columns inverted and the retentate collected by centrifugation at
1000 X g for 3 min. The retentate was transferred into a new microcentrifuge tube and stored at
-20°C. Alternatively, the upper aqueous layer was precipitated by adding an equal volume of
isopropanol, centrifuged at 7000 X g for 7 min and washed twice with 70% ethanol, centrifuged,
and dried in a dry bath at 95°C for 5 min. Extracted DNA was re-suspended in a volume of 50 pl of
DNA-free H,O followed by proteinase K inactivation at 95°C for 5 min, and stored at -20°C (Figure
2).

2.2. DNA quantification

Total DNA concentration was measured with a GeneQuant pro spectrophotometer
(Amersham Biosciences, Cambridge, England) at A=260 nm. Purity of DNA was assessed using the
ratio of OD260/280 with a ratio of 1.7-2.0 representing good purity [25].

2.3 PCR amplification conditions

Samples were amplified by PCR using either a PTC-100 (MJ Research, Watertown, MA,
USA) or an ABI 9700 thermocycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). STR genotyping
was performed using the PowerPlex16™ System PCR Amplification Kit (Promega Corporation,
Madison, WI, USA) (nDNA). Y-STR genotyping was conducted using the AmpFlSTR® Yfiler™
Amplification Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). PCR was carried out according to
the manufacturer’s instructions. Fluorescence detection of genotypes was performed with an ABI
Prism® 3100-Avant Genetic Analyzer and by using the Data Collection v.2.0, and Gene Mapper ID
v.3.2 analysis software (Applied Biosystems, Foster City, USA). For mtDNA analysis, PCR
amplification using the primer pairs L15996/H16401 yielded a fragment of 406 bp, as described by
Wilson et al., 1995 [26]. The PCR products were separated from residual primers and sequenced
directly by cycle sequencing. The ABI PRISM™ 3100-Avant Genetic Analyser was used for
separation and detection of the fluorescence-labeled chain termination products. Hypervariable
segments were sequenced with the BigDye Terminator Cycle Sequencing kit from Applied
Biosystems on an ABI PRISM™ 3100-Avant DNA sequencer. The sequences were manually
checked in CHROMAS [27] and aligned with CLUSTAL-X [28].

2.4 Statistics

The relationships between the samples were examined using ANOVA, or ANOVA followed
by Student Newman’'s Keul Post Hoc, and Pearson’s correlation (SPSS software package for
Windows version 13.0; SPSS, Inc.). A P value of <0.05 was considered to be statistically

significant.
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3. Results

In this study, post-mortem time, sex, tooth mass, and environmental conditions of the cases
presented varied widely, as shown in Table 1. The total mean+SD weight of the teeth was
2.649+1.22 g. The use of the IKA A1l Basic Mill presented satisfactory results, with the possibility
of positive identification of all the investigated bodies (Table 1).

Nuclear DNA typing was successful in 20 cases out of 26 samples (77%). In two (8%) of
these 20 cases Y-STR was used to confirm the male lineage. Although in the six remaining samples
(23%) there was a good amount of DNA, the amplification of nDNA (PowerPlex16™) produced an
insuffucient number of /loci to allow for the positive identification of the samples. The amount of
DNA in the samples could be due to microorganism contamination [29,30]. To verify this, specific
human DNA quantification by Real Time PCR analysis would be necessary [31]. With regard to the
remaining six cases, mtDNA amplification was performed and the nucleotide sequences of the HV1
region were successfully analysed. The nucleotide sequences of the HV1 were consistent with those
in reference samples obtained from presumed maternal relatives (data not shown). In all tested
cases, the electropherograms obtained from the case samples showed no ambiguous peak, which
could be a result of contamination.

Table 2 shows that: (I) no significant differences were observed in the amount of DNA
obtained with distinct incubation times; however, Microcon™-100 extraction resulted in an
increased amount of DNA when compared to isopropanol (p<0.001); (II) isopropanol precipitation
resulted in higher DNA pureness in comparison to Microcon' " -100 (p<0.001); (II) the lower
concentration of DNA obtained with the precipitation of isopropanol seems to be compensated by
the higher purity, since no differences in the number of amplified /oci were found (p<0.001).

Body state, age, and place where the corpse was found had no effect on concentration,
quality and/or numbers of /oci (data not shown). No correlation between time of death and DNA

concentration was found.

4. Discussion and Conclusion

Dental pulp is generally considered sheltered from the Taq DNA polymerase inhibitors
contained in soil (humic acids, tannins) [24]. However, the DNA samples obtained from corpses
found in rivers or on their banks presented higher amplification inhibition. This inhibition must be
related to the great amount of bacteria found in the water and, therefore, may be greatly increased
when the bodies are floating facedown [29,32].

The DNA samples obtained from bodies that were recovered from rivers or river banks,
presented higher inhibition. However, while the length of time the body remains in the water may

be an important factor, some bodies have been identified with nDNA [32].
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Concerning the PCR results, no inverse correlation could be observed with respect to the
success of typing and the postmortem times of the corpses. The employment of DNA typing shown
in this report therefore suggests the high potential of tooth specimens as a source of DNA typing.

Malaver and Yunis (2003) [14] suggested that the amount of DNA in teeth was below the
limits of detection with a Quantiblot kit, indicating the need to develop methods that could
accurately determine the amount of DNA in teeth used in forensic casework [14]. Pfeiffer et al.,
1999, suggested that fragment lengths of more than 500 bp cannot be successfully amplified in old
skeletal material or decomposed bodies [7]. In the methods analyzed in this study, we found no
significant difference between the numbers of /oci genotyped, because the kits used for nDNA do
not present fragment lengths longer than 400pb (Table 2).

The DNA concentration in the extracts did not depend on the weight or the type of tooth
from which the DNA was extracted, as also reported by Iwamura et al., 2005 [8]. The amount of
DNA, confirmed by spectrophotometry, was higher in the protocols where Microcon™-100 was
employed than in those where precipitation with isopropanol was used (Table 2). This could be due
to contamination by microorganisms, since tooth samples did not undergo any cleaning process.
However, the quality of the electropherograms and the evidence of the genetic relationship with the
putative relatives, seem to indicate that this procedure produces DNA in sufficient quantity and
quality to permit DNA examination. The precipitation with isopropanol produces a DNA with
higher degree of purity, as indicated by the OD260/280 relation. This is because isopropanol is
more selective in the precipitation of DNA [25].

In conclusion, the use of this 'fast and cost-effective method' made it possible to collect
sufficient DNA from molar and premolar teeth. This procedure completely eliminates the need to
use any expensive tool, and is more time effective, since it eliminates of the step of long lysis buffer
incubation, thus reducing the cost and time of operation.
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Table 1: Data on investigated bodies.

Estimate

Quantity of

Case Teeth Age Sex Referen?e Location were Post-mortem teeth powder . PO.S 1t1ve.
(years) Information found time® (2) identification
01 PM nr M Putrefactive  Under ground 4380 2.297 nDNA
02 ML nr M  Putrefactive  Under ground 2065 3.394 nDNA
03 PM nr M  Putrefactive =~ Under ground 1915 2.098 nDNA
04 pM 22 M Completely Outside 1670 1.993 nDNA
skeletonized
05 PM 44 M Drowned River 1095 2.104 mtDNA
06 ML 43 M Putrefactive Woodland area 1335 2.638 ‘;D;\]T‘;/
07 ML 43 M  Putrefactive Outside 1104 3.245 nDNA
08 ML 51 M Putrefactive Outside 760 2.107 nDNA
00 ML 16 M Completely i dlandarca 2555 2,590 mtDNA
skeletonized
10 ML 44 M Burned Outside 635 1.689 mtDNA
11 PM 51 M  Putrefactive River 605 4,712 mtDNA
12 ML 33 M  Putrefactive = Woodland area 730 5.810 nDNA
13 PM 33 M Putrefactive  Under ground 540 1.794 nDNA
14 pM st om0 Sompletely e oround 1215 2.137 nDNA
skeletonized
15 ML 48 M  Putrefactive =~ Under ground 69 2.159 nDNA
16 PM 46 M  Putrefactive River 820 1.899 mtDNA
17 ML 32 M  Putrefactive River 820 2.400 nDNA
18 PM nr M  Putrefactive River 395 2.085 nDNA
19 ML 26 M  Putrefactive River bank 150 1.890 nDNA
Completely nDNA
20 ML 50 M skeletonized Woodland area 665 2.247 Y-STR
21 ML 56 M Drowned River bank 850 3.043 nDNA
22 PM 59 M  Putrefactive =~ Under ground 1185 1.983 nDNA
23 PM 23 M  Putrefactive Outside 180 1.640 nDNA
24 ML 22 M  Putrefactive River bank 120 2.099 mtDNA
25 ML 18 M completely i eround 120 2.318 nDNA
skeletonized
26 ML 23 F Putrefactive River bank 90 6.499 nDNA

PM: premolar tooth; ML: molar tooth; nr: not report; nDNA: nuclear DNA fragments analyzed by

PowerPlex16™ System; Y-STR: Y-Chromosome STR analyzed by AmpF1STR®Yfiler™,;

mtDNA: mitochondrial (HVI) DNA analyzed by Big Dye Terminator; * estimated days between

person’s disappearance and the analysis for DNA.
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Table 2: Comparison of four methods of DNA extraction:

12h/Micro 12h/iso 2h/Micro 2h/iso
ugDNA/ul/g Teeth . .
184.32 +£75.78 52.08+54.04 207.88 + 89.93 53.43 +45.44

mean + SD
OD 260/280 . N

1.46 £0.22 1.76 £ 0.31 1.42 +£0.27 1.71 £0.21
mean + SD

number of studied /oci
11.5+£5.70 9.15+6.14 10.77 + 6.87 9.77 £5.52

mean + SD

12h/Micro: 12h lysis buffer incubation and Microcon™™-100 concentration; 12h/iso: 12h lysis buffer

incubation and isopropanol concentration; 2h/Micro: 2h lysis buffer incubation and Microcon™-100

concentration; 2h/iso: 2h lysis buffer incubation and isopropanol concentration; *p<0.001 relative to

the comparison between 12h/Micro versus 12h/iso, and between 2h/Micro versus 2h/iso (ANOVA

followed by Student Newman’s Keul Post Hoc).
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Figure 1. IKA Works A11 Basic Mill (IKA do Brasil, RJ, Brazil)
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Figure 2. Comparison of methods for DNA extraction.
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CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Conclusoes:

A utilizagdo do moinho mineralogico IKA para pulverizagdo de tecido dentario foi eficaz e

pode substituir o uso do Freezer mill®, reduzindo o custo dos procedimentos.

e A precipitagio com isopropanol foi eficaz e pode substituir o uso do Microcon™"-100,
reduzindo ainda mais o custo dos procedimentos.

e Um tempo de duas horas para a incubacdo do tecido no tampao de lise celular foi eficaz na
redugdo do tempo dos procedimentos.

e Os experimentos desenvolvidos neste trabalho testaram e padronizaram um novo método
econdmico e rapido para a obtencdo de DNA de dentes para estudos forenses.

e O resultado deste trabalho ird atender aos interesses do Convénio de Cooperagdo entre o

PPGBCM-PUCRS ¢ IGP-RS no desenvolvimento e no avango na linha de investigagdo da

Biologia Forense.

Consideracoes Finais:

Com este trabalho foi possivel a identificacdo de cadaveres criando a possibilidade de que
outros Laboratorios de Pericias, ligados a rede de Laboratorios de DNA mantida pela SENASP
(Secretaria Nacional de Seguranca Publica) utilizem uma metodologia mais barata, rapida e tdo

eficiente quanto os procedimentos padrao ja estipulados na literatura forense.
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