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RESUMO

CONTIERI, M. B. Estudo comparativo entre os métodos genético e morfologico para a
identificacio entre espécies, utilizando o tecido 6sseo como matéria. [Comparative study
among double genetic and morphologic methods for species identification, studying the bone
tissue]. 2006. 85 f. Dissertagao (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2006.

Na medicina legal a identificagdo de produtos de origem animal vem atingindo grande
importincia. A grande maioria das amostras encontradas na cena do crime sdao fragmentos de
tecido ndo facilmente degradavel, entre estes o tecido dsseo. Por ter sua estrutura composta
por uma matriz mineral o osso preserva sua caracteristica morfoldgica e material genético
vidvel. Os objetivos do presente trabalho foram: caracterizar morfologicamente o tecido
integro, agregando assim mais informacdes a respeito da espécie animal, e verificar se os
dados da literatura quanto a identificacdo genética sdo confidveis e passiveis de reproducao.
Para isso foram utilizados 10 fémures de espécies diferentes. Este material foi descarnado e
teve suas caracteristicas morfolégicas avaliadas. Ap6s realizar a diferenciagdo macroscopica,
o material foi serrado em sua por¢do diafisdria, de onde retiramos um fragmento para
avaliacdo histolégica e outro para estudo do material genético. Os métodos de avaliacao
histolégica foram baseados na morfologia do sistema harvesiano, na disposicdo destes na
superficie de corte, conformagdo do canal de Havers e nas caracteristicas dos ostedcitos. As
caracteristicas morfométricas foram baseadas apenas na 4rea do canal haversiano e no
diametro do Sistema Harvesiano (osteon). A avaliacdo genética teve como objeto de estudo o
citocromo B, localizado no DNA mitocondrial, que é encontrado em maior quantidade que o
DNA nuclear, além de possuir heranga materna que lhe confere grande especificidade quanto

a espécie animal. Utilizando um par de primers que seleciona uma porciao de 358 pares de



bases e trés enzimas de restricdo, Hinfl, Alul e Hae III, foi possivel identificar geneticamente
as 10 espécies estudadas. Este estudo revelou que a metodologia de identificacdo animal por
morfologia macroscopica, microscdpica e genética podem ser reproduzidas e sdo de grande
importancia dentro da medicina legal. Entretanto, o método genético mostrou-se mais

eficiente e confidvel quando dispomos de fragmentos ¢sseos muito reduzidos.

Palavras-chave: Identificacdo de espécie. Histologia. Morfologia. Enzimas de restricdo. PCR-
RFLP.



ABSTRACT

CONTIERI, M. B. Comparative study among double genetic and morphologic methods
for species identification, studying the bone tissue. [Estudo comparativo entre os métodos
genético e morfoldgico para a identificacdo entre espécies, utilizando o tecido dsseo como
matéria]. 2006. 85 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2006.

In Legal Medicine, the identification of products from animals has been reaching a great
importance. The great majority of samples that have been founded in a crime scene are pieces
of tissues that are not easily destroyed, between them, the bone tissue. Because of their
structure, composed by a mineral matrix, bone preserves morphologic characteristics and
viable genetic materials. The objective of the present work had been: to characterize
morphologically the complete tissue, thus adding more information regarding the animal
species and the verification concerning the information in literature about the genetic
identification, if they are trustworthy and available to reproduction. For this 10 femur of
different species had been used. This material was picked the flesh off and its morphologic
characteristics had been evaluated. After to carry through the macrocospic differentiation, the
material was sawed in its diafisary portion, where we remove a piece for histologic evaluation
and another one for genetic material study. The methods of histologic evaluation had been
based on the morphology of the harvesian system, in the disposal of these in the cut surface,
conformation of the Havers canal and in the characteristics of the osteocitos. The
morphometric characteristics had been based only on the area of the haversiano canal and on
the diameter of the Harvesiano System (osteon). The genetic evaluation had as study object
the citocromo B, located in the mitochondrial DNA, which is better founded than the nuclear

DNA, besides possessing mother inheritance that confers a great especify about animal



specie. Using a pair of primers that selects a portion of 358 pairs of bases and three enzymes
of restriction, Hinfl, Alul and Hae III, it was possible to identify genetically the 10 studied
species. This study disclosed that the methodology of animal identification for macrocospic,
microscopical and genetic morphology can be reproduced and it has a great importance inside
of the medical jurisprudence. However, the genetic method revealed more efficient and

trustworthy when the work involves the use of very reduced bone pieces.

Words-key: Identification of species. Histology. Morphology. Enzymes of restriction. PCR-
RFLP.
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1 INTRODUCAO

Frente ao aumento de questdes judiciais envolvendo animais ou alimentos de origem
animal, a cAmara dos deputados votou a Lei n° 5.517 de 23 de outubro 1999 que regulamenta
a profissdo de médico veterindrio e cria o Conselho Federal de Medicina Veterindria, que em
seu estatuto privatiza a esta classe a peritagem.

Em decorréncia, grandes desafios comecaram a surgir para o médico veterindrio,
principalmente na drea de identificagdo de produtos de origem animal, como: pele, ossadas,
pélos, sangue, cascos, carne e outros subprodutos animais (BELLAGAMBA et al., 2001;
BELLIS et al., 2003; BOTTERO et al., 2003; BRAVI et al., 2004; HSIEH et al., 2001;
IMAIZUMI et al., 2004; KAGAWA et al., 1996; MATSUNAGA et al., 1999; PARSON et
al., 2000; RODRIGUEZ et al., 2003; SOTERIOUO et al., 1995; ZEHNER et al., 1998;
WOLF et al., 1999).

Na medicina legal um dos primeiros passos que devemos seguir quanto a
identificacdo, € a andlise antropomorfica, que consiste na verificagdo de caracteristicas
especificas como espécie, raca, sexo, idade, estatura, sinais individuais, malformagdes, sinais
profissionais, tatuagens, cicatrizes, identificacdo por sobreposicio de fotografias e
identificacdo pela arcada dentaria (FRANCA et al., 2001).

Nos casos em que ndo temos amostra de material suficiente para ser identificado por
métodos tradicionais, podemos optar por exames laboratoriais mais especificos como a
andlise histomorfométrica e a andlise do material genético. Em poucas décadas grandes
avangos aconteceram dentro da area de identificacdo na medicina legal, e a drea da andlise
genética foi a que mais evoluiu, deixando os métodos morfolégicos em segundo plano.

O tecido 6sseo € considerado um dos tecidos mais estdveis tanto morfologicamente,

quanto em quantidade de material organico, por isso € um dos tecidos mais utilizados na
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identificacdo (HOCHMEISTER et al., 1991). Alonso et al. (2001) fizeram esta comprovacdo
mostrando que extratos de DNA obtidos de restos de ossos apresentavam quantidades
minimas de DNA degradado. Vdrios estudos utilizam o DNA como fonte de informacdes,
mas o descobrimento de polimorfismos do 4cido desoxirribonucleico (DNA) tornou-se um
instrumento poderoso nos testes de identificacdo (JEFFREYS et al., 1985).

O estudo aqui proposto tem como base confrontar os dados da literatura em relacdo a

identificacdo espécie-especifica através da andlise morfoldgica e da caracterizacdo genética.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANIMAIS E SEUS PRODUTOS PERANTE A JUSTICA NO BRASIL

Animal — Em sentido restrito e na linguagem do direito, animal se entende vivente
irracional, sobre a qual o homem tenha ou possa ter império. Tecnicamente, diz-se semovente.

Quando em poder do homem, o animal se constitui como bem seu, e assim dele pode
dispor, vendé-lo, di-lo, ou trocé-lo, desde que tenha qualidade e capacidade para alienar bens
que lhe pertencam.

Animais — no plural o termo significa ndo somente o ente dotado de 6rgao respiratorio,
que executa movimento e goza da faculdade de locomocdo, como designa e qualquer espécie
de produto de origem de animais.

Assim, na classificagdo das mercadorias importadas, e sob a denominacdo genética de
animais, incluem-se ndo somente os animais vivos, como também os cabelos, pélos, penas,
peles e couros, carnes, matérias oleosas, madrepérola, marfim, 1 e seda. (DE PLACIDO E
SILVA, 1998).

Animais bravios — Assim se diz dos animais que, sem dono e em liberdade, vivem nas
florestas e nos campos devolutos. Animais selvagens.

Os animais bravios, apreendidos ou cacados, passam a pertencer aquele que deles se
assenhorear e os domesticar, assinalando-os com a sua marca.

Animais domésticos — Assim se designam os animais ja amansados ou domesticados
pelo homem, e por ele assinalados com a sua marca, que lhe dé a propriedade.

Consideram-se propriamente domesticados os que, sendo anteriormente bravios, ja
apropriados, se acostumaram ao jugo do homem e lhe prestam serventia. Mansos, quando

nascem e vivem em poder da pessoa a quem pertencem. Os animais mansos se mostram frutos
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dos animais bravios domesticados e passam a pertencer ao dono do animal doméstico por
efeito de acessdo. (Vocabuldario juridico).

Capitulo III da Usurpacao — Supressao ou alteracao de marca em animais

ART. 162 (c6digo penal) — Suprimir ou alterar, indevidamente, em gado ou rebanho alheio,
marca ou sinal indicativo de propriedade (pena — detengdo, de 6 meses a 3 anos, e multa)
Capitulo III dos crimes contra a satde piblica — Epidemia

ART. 267. Causar epidemia, mediante a propagacio de germes patogé€nicos (pena — reclusio,
de 10 a 15 anos — determinado pela Lei n° 8072, de 25 de Julho de 1990).

§ 1° Se o fato resulta em morte, a pena € aplicada em dobro (art. 1°, II1, i, da Lei n° 7960, de
21 de Dezembro de 1989; arts. 1° e 9° da Lei n° 8072, de 25 de Julho de 1990).

§ 2° No caso de culpa, a pena é de detencdo, de 1 a 2 anos, ou, se resulta morte, 2 a 4 anos.
Capitulo III dos crimes contra a saide publica — Infracio de medida sanitaria
preventiva
ART. 268. Infringir determinagdo do poder publico, destinada a impedir introducdo ou
propagacdo de doenga contagiosa (pena — detencdo, de 1 més a 1 ano, e multa — art. 9° da Lei
n° 7649, de 25 de Janeiro de 1988). Pardgrafo dnico. A pena é aumentada de um tergo, se o
agente ¢ funciondrio da satde ptblica ou exerce a profissdo de médico, farmacéutico, dentista
ou enfermeiro.

Capitulo IIT dos crimes contra a satde piblica — Omissao de notificaciao de doenca

ART. 269. Deixar o médico de denunciar a autoridade publica doenca cuja notificacdo é
compulséria (pena — detengdo, de 6 meses a 15 anos, e multa).

Capitulo III dos crimes contra a satde publica — Envenenamento de agua potavel ou de

substincia alimenticia ou medicinal
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ART. 270. Envenenar dgua potdvel, de uso comum ou particular, ou substancia alimenticia ou
medicinal destinada a consumo (pena — reclusdo, de 10 a 15 anos — determinada pela Lei n°
8072, de 25 de Julho de 1990).

§ 1° Esté sujeito 2 mesma pena quem entrega a consumo ou tem deposito, para fim de ser
distribuida, 4gua ou a substancia envenenada.

Capitulo III dos crimes contra a saiide publica — Falsificacio, corrupcio ou alteragio de
substincias ou produtos alimenticios

ART. 272. Corromper, adulterar, falsificar ou alterar substincia ou produto alimenticio
destinado a consumo, tornando-o nocivo a satde ou reduzindo-lhe o valor nutritivo (pena —
reclusio, de 4 a 8 anos, e multa — caput com redagio determinada com a Lei n® 9677, de 2 de
Julho de 1998).

§ 1° A. Incorre nas penas deste artigo quem fabrica, vende, expde a venda, importa, tem em
depdsito para vender ou, de qualquer forma distribui ou entrega a consumo a substincia
alimenticia ou o produto falsificado, corrompido ou adulterado.

§ 2° Se o crime € culposo, pena — detengdo de 1 a 2 anos, e multa.

Capitulo IIT dos crimes contra a saide publica — Falsificacao, corrupc¢io ou alteracio de
produto destinado a fins terapéuticos alimenticios

ART. 273. Falsificar, corromper, adulterar ou alterar produto destinado a fins terap€uticos ou
medicinais (pena — reclusio, de 10 a 15 anos, e multa).

§ 1° Nas mesmas penas incorre quem importa, vende, expde a venda, importa ou de qualquer
forma, distribui ou entrega a consumo o produto falsificado, corrompido, adulterado ou
alterado.

§ 1° A. Incluem-se entre os produtos a que se refere este artigo os medicamentos, as matérias

primas, os insumos farmacéuticos, os cosméticos, os saneantes e os de uso em diagndstico.
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Capitulo V da apropriacao indébita — Inducao ou abandono de animais em propriedade
alheia

ART. 164 (cédigo penal) — Induzir ou deixar animais em propriedade alheia, sem
consentimento de quem de direito, desde que o fato resulte em prejuizo (pena — detencdo, de

15 dias a 6 meses ou multa — somente em caso de queixa)

2.2 IDENTIFICACAO

Na medicina forense chama-se identificacdo o processo pelo qual se determina a
identidade de uma pessoa, animal ou de uma coisa, ou um conjunto de caracteristicas cuja
finalidade € levantar uma identidade. Portanto, identificar uma pessoa, animal ou um objeto é
determinar uma individualidade e estabelecer caracteres ou conjunto de qualidades que a

fazem diferente de todas as outras e igual apenas a si mesma (FRANCA, 2001).

2.2.1 Métodos de Identificacao

Freqiientemente sdo enviados para o laboratério de medicina forense, varios tipos de
materiais, desde couro, pélos, carne, ossos, sangue, restos bioldgicos em decomposicio e até
objetos utilizados em crimes. Em vérias situagdes € imprescindivel para a resolucdo do caso,
descobrir de que espécie ou raca animal € origindria a amostra, como ocorre nas investigacoes
de adulteragdo de produtos de origem animal (BRAVI et al., 2004; SOTERIOU et al., 1995).

Para fazer a identificacdo da espécie animal temos em maos virios métodos que
podem ser aplicados, dependendo logicamente da amostra encontrada. Quando as amostras
vém de instrumentos que foram utilizados no crime como, por exemplo, uma faca ou

automoével, podemos tentar encontrar restos de gordura. Segundo Kagawa et al. (1996) o
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tecido adiposo compde cerca de 15% do peso corpéreo do individuo, sendo este de dificil
remocdo do objeto mesmo apds enxdgiie com dgua. Para andlise do tecido adiposo pode-se
utilizar dois métodos como o de cromatografia gasosa capilar ou de cromatografia gasosa com
espectrografia de massa que analisa a composicdo dos triglicerideos e a posicdo dos dcidos
graxos dentro destes.

As amostras de fibras ou cabelos que sdo encontradas na cena do crime também
podem ser uma evidéncia importante para o estudo forense e para a resolu¢dao do caso. H4
muito se sabe identificar morfologicamente os tipos de fibras que se desprendem, e muito
pouco se sabe em relacdo aos pélos. Entretanto a identificagdo de pélos € um pouco mais
complexa devido a grande quantidade de espécies animais, da variacdo morfoldgica e de
coloragdo dentro de um mesmo individuo (MENOTTI-RYMOND et al., 1997; PFEIFFER et
al., 2004; SALVOLAINEN et al., 1997; SALVOLAINEN et al., 1999; WETTON et al.,
2003).

Alguns autores relatam a importincia que a medicina forense tem na identificagio de
produtos de origem animal adulterados, nos quais hd presenca de material de qualidade
inferior ou mais barata misturado com material de alta qualidade, muitas vezes com o intuito
de diminuir o custo, ou melhorar o aspecto geral do produto e lesar o consumidor, sendo os
produtos moidos e cozidos como paté de figado de ganso e pato, carnes nobres e queijos 0s
preferidos dos falsificadores (BOTTERO et al., 2003; MATSUNAGA et al., 1999;
RODRIGUEZ et al., 2003; WOLF et al., 1999).

Bellagamba et al. (2001) também cita a importancia da identificagdo dos componentes
das racdes dos ruminantes, nas quais € proibida a mistura de farinha de ossos ou qualquer tipo
de proteina que tenha origem de outro ruminante, justamente para impedir a contaminacio

cruzada, principalmente com o advento da encefalopatia espongiforme bovina (BSE).
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Como em seres humanos, em alguns casos é importante identificar de que origem € o
animal ou seus produtos (s€men, embrides, 6vulos, filhotes), pois trata-se de um elemento
predecessor de uma linhagem genética melhor e que vai adicionar caracteristicas melhores ao
rebanho, sendo assim é um dos topicos mais importantes ndo s6 na reprodugao animal como
na medicina veterindria forense, por isso o estudo filogenético tem sido amplamente estudado
(GABRIEL et al., 2001; MIROL; GARCIA; DUPLOUT, 2002; MIROL; GARCIA; VEJA-
PLA, 2002; MURRAY et al., 1995; WETTON et al., 2003).

Alguns animais selvagens e seus produtos, devido ao seu grande valor bioldgico, t€m
proibidas sua caca e comercializacdo. A legislacdo brasileira e alguns 6rgdos nacionais e
internacionais regulamentam a conservacdo de espécies raras ou ameacadas de extincdo.
Porém podemos observar diariamente em jornais e noticidrios da televisdo que estas leis sdo
transgredidas freqiientemente. Um caso bem estudado é dos tigres asidticos, que pela cultura
local, servem para fabricacdo de produtos farmacéuticos afrodisiacos, anti-reumaticos, anti-
convulsivos entre outros, e este animal € protegido pela Convention on International Trade of
Endangered Species of Wild Fauna and Flora (CITES), sendo proibido a comercializagdo de
qualquer produto que contenha partes deste animal (HSIEH et al., 2001; WAN et al., 2003;
WETTON et al., 2002).

O roubo e o abate clandestino de animais também foram relatados como ponto
importante na medicina veterindria forense na Argentina em especial na regido dos Pampas.
Bravi et al. (2004) mostraram que a utilizagdo da andlise do DNA de qualquer material
biolégico pode identificar a espécie animal, mesmo em amostras degradadas. Em estudos
arqueoldgicos ou até mesmo em casos policiais nos quais se encontram ossadas, € importante
saber a que espécie pertencem. Quando nio se consegue identificar através da andlise
antropolégica devido a conformagao anormal dssea ou pouca quantidade de material, tenta-se

a andlise por exames radiograficos, caracteristicas histoldgicas ou, mais recentemente, a
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andlise do DNA (CATTANEO et al., 1995; CHILVARQUER et al., 1987; IMAIZUMI et al.,
2002; IMAIZUMI et al.,, 2005; LOCKE, 2004; METZ et al., 2003; MULHERN;

UBELAKER, 2001; )

2.3 TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo € um dos tecidos mais resistentes e rigidos dos vertebrados. Tem como
funcgdo principal suporte para as partes moles e protecdo para os 6rgdos vitais. Ele € um tipo
especializado de tecido conjuntivo formado por células e um material intracelular calcificado

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1990).

2.3.1 Componentes 6sseos

A matriz éssea € constituida por vdrios componentes orgianicos € inorginicos, por
exemplo: coldgeno, acgtcares, glicoproteinas, proteoglicanas, glicosaminoglicanas (GAGs),
peptideos, lipidios, fons organicos, fons inorganicos e d4gua. Muitos fatores influenciam o tipo
e a quantidade dos constituintes 6sseos como idade, espécie, estado de saide, tipo de osso,
organizacdo 6ssea. Em uma amostra de osso compacto diafisario as andlises quimicas revelam
conter 22% de matriz organica, 69% de matéria mineral (hidroxiapatita) e 9% de dgua. A
matriz orgéanica do osso, chamada ostedide, € formada pelo estroma fibroso e pela substancia
fundamental amorfa. O coldgeno, o ingrediente predominante da matriz, constitui cerca de
90% da matriz organica e os 10% restantes correspondem a substancia fundamental amorfa. A
hidroxiapatita tem a férmula quimica Cas(PO4)30H. Ocorrem numerosas substitui¢des in vivo

que reduzem a esperada proporcdo molar de 1,66 entre o célcio e o fosfato. Entre os
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numerosos elementos e compostos substituidos estdo: Na*, Mg™, CO™;, F, Pb*™, Sr*™, citrato,

ésteres de fosfato, difosfonatos, pirofosfatos e aminoacidos (BANKS, 1991).

2.3.2 Osteoblasto

O osteoblasto € a célula que sintetiza a base organica da matriz dssea e é responsavel
pela secrecdo do pré-coldgeno (coldgeno Tipo I) e outros componentes (proteoglicanos e
glicoproteinas), dispdem-se sempre na superficie 6ssea num arranjo que lembra um epitélio
simples.

Durante os periodos inativos dos seus ciclos vitais, elas assumem aspecto fusiforme e
sdo chamadas de osteoblastos inativos. Quando inativos apresentam citoplasma levemente
basdfilo, contendo um tinico nicleo oval ou arredondado e, quando em periodos de atividade,
as células se hipertrofiam tornando-se polarizadas; assumindo assim caracteristicas
epitelidides definitivas. O nicleo Unico, com um nucléolo evidente, ¢ deslocado para a
extremidade da célula mais distante da superficie dssea. O citoplasma é levemente baséfilo
devido ao alto conteido em &4cido ribonucléico ribossomico. O aparelho de Golgi é bem
desenvolvido e numerosas mitocondrias sdo caracteristicas (BANKS, 1991).

A atividade secretora do osteoblasto é bifasica. A primeira fase da atividade envolve a
sintese e a secrecao de materiais organicos. A orientacdo das fibras coldgenas pode se dever a
influéncia do osteoblasto, da resposta ao estresse ou a uma combinagdo de ambos os fatores
(LOCKE, 2004; METZ et al., 2003). A primeira fase termina na formagdo da camada de
ostedide.

A segunda fase desta atividade é a mineralizacdo da camada de ostedide. Os ions de
célcio que foram armazenados no osteoblasto, especialmente nas mitocondrias, sdo liberados

das células e reagem com o coldgeno. A mineralizacdo se dé inicialmente sobre as fibras
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coldgenas e, posteriormente, no interior das fibras coldgenas. A mineralizacdo inicial
corresponde a aproximadamente a metade da capacidade da matriz. A adicdo gradual e
progressiva de minerais ocorre durante varios meses, as custas da dgua.

A formacdo progressiva da camada de osteéide e sua posterior mineralizacdo é
responsavel pela caracteristica altamente ordenada e laminar do osso maduro.

A medida que os osteoblastos secretam os seus produtos e se retiram da frente de
ostedide em avango, umas poucas células (uma para cada 10) ficam enclausuradas no seu
proprio produto de secrecdo. Neste ponto os osteoblastos passam a serem chamados de

ostedcitos.

2.3.3 Osteocito

A atividade dos osteoblastos sobre uma superficie 6ssea em formacdo estd bem
sincronizada. As células produzem cerca de 2 pm3 de ostedide por dia. Este ostedide se
acumula, camada sobre camada, até que exista uma camada de ostedide definitiva que pode
variar entre 10-15 um de espessura, dependendo da quantidade de ostedcitos que estdo nesta
regido (METZ et al., 2003). A cor da camada de ostedide que nunca foi mineralizada é rosa
claro, na coloragdo pela técnica da hematoxilina e eosina, comparado com o ostedide
mineralizado (roxo). A camada de ostedide estd separada do osso restante por uma faixa
reversa mais escura, a partir de onde a mineralizacdo centripeta da camada de ostedide
progride. A camada de ostedide fica evidente nos cortes mineralizados. A camada de ostedide
€ matriz organica que, embora nunca tenha sido mineralizada, vira a ser.

Os prolongamentos dos ostedcitos s@o caracteristicas importantes destas células, sendo

que o citoplasma € levemente baséfilo ou acidéfilo. O ostedcito € uma forma menos ativa do
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osteoblasto. A lacuna e a célula nela contida podem variar de arredondadas a lenticulares. Em
conseqiiéncia da fixacdo, os ostedcitos se retraem das superficies lacunares.

Os prolongamentos celulares dos ostedcitos nao sdo facilmente observados com o
microscopio 6ptico. Os canaliculos s@o facilmente observados nos cortes mineralizados. Os
canaliculos formam uma extensa rede de comunicacdo entre os ostedcitos. Cada canaliculo é
ocupado pelo prolongamento celular de um ostedcito. Os prolongamentos osteociticos e 0s
canais associados se estendem para as células da superficie enddstea e peridstea, fazendo
contato com elas. Este contato entre os ostedcitos facilita a coordenagdo de suas atividades.
Contatos semelhantes com as células superficiais osteoblastos - garantem a coordenacio
também entre estas células. Esses contatos favorecem a atividade coordenada da bomba
osteocitica-osteobléstica, um mecanismo para a manutengao homeostatica dos niveis de célcio

plasmatico. (BANKS, 1991).

2.3.3.1 Distribui¢do dos ostedcitos no tecido §sseo

Analisando microscopicamente o tecido 6sseo podemos dividi-lo em dois subtipos: o
primério sendo considerado imaturo e o secundario maduro ou lamelar. Ambos tém os
mesmos constituintes da matriz, porém, enquanto no tecido ésseo primadrio as fibras colagenas
formam conjuntos dispostos irregularmente, no tecido ésseo secunddrio estas fibras se
organizam em lamelas que adquirem uma forma muito peculiar, muitas vezes em camadas
concéntricas em torno de canais com vasos que sido delimitadas por uma linha de cemento,
formando assim o canal de Havers que sdo bem evidenciados nas diafises Osseas
(MULHERN; UBELAKER, 2001).

O osso primdrio é o primeiro 0sso que se forma nos centros de ossificagdo do feto no

0ss0 esponjoso primdrio dos ossos dos adolescentes. Também € o primeiro osso que se forma
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nos locais de reparacdo de fratura. Alguns tipos de tumores Gsseos se caracterizam pela
presenca deste tipo de osso. Normalmente, ele ocorre no osso alveolar associado aos dentes e
aos pontos de unido dos tenddes ao 0sso.

Embora este tipo de 0sso possa variar quanto a forma, de 0sso esponjoso a compacto,
raramente se encontram Osteons neste tecido. Sob circunstancias normais, este 0sso sempre €
substituido por osso secunddrio. E um tecido tempordrio que fornece sustentacio ao
organismo em desenvolvimento.

O osso secundério também pode ser chamado de osso maduro ou lamelar. A maior
parte do esqueleto adulto é formada por este tipo de osso. As lacunas e, portanto, as células
deste 0sso sdo mais alongadas que no osso primdrio. Ainda, as lacunas estdo distribuidas de
forma ordenada na matriz, num padrdo que reflete o arranjo lamelar e ordenado do coldgeno.
As fibras coldgenas estdo dispostas num arranjo helicoidal de angulos variados, em lamelas
sucessivas; portanto, um padrdo muito ordenado de birrefringéncia € observado ao
microscopio de polarizacdo. A matriz orgdnica desmineralizada do osso secunddrio se cora
levemente e de maneira desigual com os corantes 4cidos.

O osso compacto representa a quantidade maxima de osso que pode haver num dado
volume de tecido. O osso compacto pode estar organizado em ldminas (lamelas) ou ésteons
(sistemas Haversianos).

A deposicdo de tecido dsseo num padrdo de laminas sucessivas € tipica da atividade
formadora de osso do periésteo e do enddsteo. As lamelas ou laminas sucessivas de osso
secunddrio sdo depositadas em camadas Gsseas extensas chamadas sistema circunferencial
externo ou lamelas peridsteas. O enddsteo cortical também forma ldminas de tecido dsseo.
Este osso forma o sistema circunferencial interno ou as lamelas enddsteas. As lamelas

internas podem se continuar como parte das trabéculas do osso da cavidade medular.



30

O osso do 6steon € o osso lamelar que forma os ésteons ou os sistemas Haversianos. O
0ss0 estd disposto em laminas ou camadas concéntricas em volta dos canais dos ésteons ou
canais Haversianos. Os limites externos do osso do dsteon estdo demarcados por uma linha
reversa ou linha cimentante. Os canais Haversianos contém vasos sangiiineos, nervos
vasomotores, assim como células do enddsteo dos dsteons.

Os 6steons podem ser primdrios ou secundarios. Os ésteons primarios sdo formados na
superficie peridstea. Eles sdo cilindros de pequeno didmetro, os quais sdo compostos por
poucas laminas &sseas concéntricas. Eles acrescentam forca aos ossos, tornam lisas as
superficies nas quais eles sdo formados e sdo responsdveis pela continuidade dos vasos do
periésteo com os vasos do osso compacto. A formacdo dessas estruturas demonstra
claramente a continuidade dos envoltérios e confirma que o enddsteo do dsteon se origina do
periosteo.

Os 6steons secundarios sao laminas 6sseas concéntricas que se formam no interior do
0sso compacto. O Unico pré-requisito para sua formacao € a existéncia de um tdnel no interior
do osso. O tinel mais 6bvio € o do 6steon primdrio. O tinel (canal do dsteon, canal de
Havers) dessas estruturas se torna o substrato sobre o qual agem os osteoclastos. Os
osteoclastos removem tecido dsseo e expandem os limites do canal de Havers. O limite desta
zona de osteoclastos € definido pela linha reversa (linha cimentante). A linha cimentante,
portanto, € o limite periférico da remog¢do do tecido dsseo e é a superficie de deposi¢ao de
osso neo-formado pelos osteoblastos, depois que a atividade dos osteoclastos cessa nesta
regido. A deposicdo centripeta de 1dminas sucessivas de tecido dsseo resulta na formacao de
novos osteons, os Osteons secunddrios. Estes termos gerais sdo aplicados a todas as geragdes
posteriores de 6steons — secunddrios, tercidrios ou quaterndrios. Este tipo de reabsor¢do dssea
de atividade formadora (remodelacdo) resulta na destruicio dos Osteons previamente

formados, na formacdo de novos dsteons e na formacao de estruturas remanescentes do 0sso
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dos O6steons e dos sistemas circunferenciais. Esses restos dos Osteons sdo chamados de
sistemas intermedidrios. Os Osteons secundarios podem encostar uns nos outros ou podem
estar separados pelos sistemas intermedidrios. Ainda, os dsteons secundarios podem estar
isolados no interior dos sistemas circunferenciais.

Os Osteons sdo as unidades estruturais do osso. Eles s@o cilindros longos com uma
cavidade central, o canal de Havers. Os dsteons podem estar intensamente ramificados.
Geralmente eles estdo presentes nas regides de grande tensdo dssea. Portanto, estas entidades
morfolégicas também podem ser comparadas as barras de ferro do concreto armado.

Os vasos sangiiineos do 0sso s@o enclausurados durante os primeiros estigios de
desenvolvimento. Esses vasos estdo conectados aos vasos da superficie peridstea e enddstea
através dos grandes canais de Volkmann. Os vasos dos dsteons se comunicam livremente uns
com os outros através de canais comunicantes. Portanto, a rede vascular interna esta
intensamente anastomosada (BANKS, 1991).

As caracteristicas histoldgicas descritas sdo a base da identificacio morfoldgica das
espécies por andlise do tecido 6sseo. A variagdo morfolégica é muito vasta devido a
complexidade de formacdo do tecido 6sseo. Os pardmetros morfolégicos apresentados sao
validos em um animal adulto e higido. Porém, ha varia¢des conforme a fase de vida do animal
e sua reorganizacdo mediante processos patolégicos.

O tecido 6sseo pode ser explorado para identificacdo da espécie pela extracdo do

material genético.
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2.4 MOLECULA DE DNA

A célula é a unidade fundamental da vida, com independéncia prépria de
manufaturacio, processando aminodacidos, lipideos, carboidratos e outros elementos essenciais
ao processo vital. Localizados no nicleo da célula, estdo os cromossomos, que sdo estruturas
compostas de DNA e nucleoproteinas. Um cromossomo em cada par autossomico € derivado
de cada célula parental na hora da concepgao, formando os pares de cromossomos homdélogos,
que estdo altamente compactados carregando as informacdes dos padrdes de heranca. Os
genes estdo localizados nos locos que sdo sitios particulares dos cromossomos. Vdrias versoes
dos genes sdo chamadas de alelos e o conjunto completo dos cromossomos com todos 0s seus
genes é denominado genoma (MELSON, 1994).

A molécula de DNA ¢ encontrada em todas as células que possuem niicleo como os
leucdcitos, espermatozoides, células epiteliais e células do tecido 6sseo. Cada fita simples de
DNA ¢ constituida da alternincia de um actcar (desoxiribose) e o grupo fosfato, que se
encontra ligado a uma molécula nitrogenada (Adenina, Timina, Citosina e Guanina). O
conjunto de um grupo fosfato ligado ao agticar com uma base é chamado de nucleotideo. As
repeticdes destes nucleotideos formam a fita simples e conseqiientemente um polimero de
nucleotideos forma a molécula de DNA. A fita simples define como a outra fita, da mesma
hélice, se constituird. Isto se deve as fitas possuirem complementaridade "in natura". Na
molécula do DNA ocorre pareamento das bases nitrogenadas, ou seja, a adenina sempre se
liga a timina e a guanina sempre se liga a citosina, na qual resulta o DNA de dupla hélice,
tendo a aparéncia de uma escada em espiral, onde os degraus sdo os pares de base (A-T) (C-
G) e os suportes laterais sdo os agucares ligados aos fosfatos (LEHNINGER, 1995). A ordem,
ou seqiiéncia destes pares de base constitui o cddigo genético e determina o papel e fungdo da

molécula de DNA (MELSON, 1994).
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2.4.1 Fundamentos teoricos do teste de DNA para identificacdo das espécies

2.4.1.1 A diversidade genética entre individuos e o polimorfismo genético

A variacdo hereditéria entre os individuos € o principio bésico que torna possivel os
estudos moleculares ou citogenéticos. Calcula-se que a cada novo zigoto, existam 100 novas
combinacgdes de pares de bases ausentes no genoma dos dois genitores. Isto se deve as
sucessivas mutacdes no DNA durante as divisdes mitéticas e meidticas que ocorrem, relativos
aos processos de ovocitogénese e espermatogénese. A maior parte desta variacio ndo se
restringe as seqii€ncias codificadoras (exons), mas se encontram em seqii€ncias, nao
codificadoras (introns). O influxo constante de novas variacdes de nucleotideos garante um
alto grau de diversidade genética e individualidade entre individuos da mesma espécie
(GARDNER, 1986; THOMPSON, 1993).

As formas alternativas de informagdes genéticas, de um determinado loco,
denominam-se alelos. Muitos /oci caracterizam-se por varios alelos relativamente comuns,
que permitem que membros de uma mesma populacdo de ocorréncia natural sejam
classificados em fendtipos nitidamente distintos. Polimorfismo genético por definicdo é a
ocorréncia de multiplos alelos em um loco, onde pelo menos dois alelos aparecem com
freqiiéncias superiores a 1%. Por convencdo loci polimérficos sdo aqueles nos quais pelo
menos 2% da populacdo sdo heterozigotos. Em razdo da presenca dos polimorfismos
genéticos, 0 DNA de todos os seres, exceto de gémeos monozigéticos, é tnico (HIRATA;

HIRATA, 1998: WEEDN; SWARNER, 1998;).
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2.5 DNA mitocondrial

A mitocondria € uma estrutura diferente de outras organelas pré-existentes na célula.
Essas organelas contém DNA, e os trés tipos de RNA (rRNA, mRNA e tRNA) e todo o
sistema molecular necessdrio para a sintese de algumas proteinas, com isso tem a capacidade
de se replicar sem a interferéncia do DNA do nitcleo.

A presenca de DNA, dos vdrios tipos de RNA e de um mecanismo de auto-reproducio
por fissdo semelhante ao das bactérias, além de outros dados, sugerem que as mitocondrias se
originaram de bactérias aerdbias, que estabeleceram relacdo simbidtica com células
eucariontes anaerdobias. O DNA das mitocOndrias, como o DNA das bactérias, codifica
mRNAs formados apenas por éxons, sem introns.

O DNA mitocondrial (mtDNA), localizado na membrana interna da organela, possui
aproximadamente 16.500 nucleotideos nos mamiferos (ALBERTS et al., 1994; ANDERSON
et al., 1982; LEWIN, 2001). Esta molécula codifica 13 enzimas participantes da fosforilacao
oxidadtiva, 22 tRNAs e 2 rRNAs (ANDERSON et al., 1981)

Cada mitocondria possui varias copias de DNA que se apresenta sob a forma de
filamentos circulares em hélice dupla, com uma circunferéncia de 5 a 6 um. Uma
peculiaridade do DNA mitocondrial é sua origem exclusivamente materna. As mitocondrias
do organismo se originam das mitocOndrias do évulo, sem participagdo das mitocondrias do
espermatozéide. Além destas peculiaridades podemos citar que em seu c6digo genético,
existem 4 cddons cujas instrugdes diferem das de seus pares do DNA nuclear. Sdo os cédons
AGA, AGG, AUA e UGA. No DNA nuclear, os dois primeiros correspondem ao aminoécido

arginina, enquanto no DNA mitocondrial se comportam como cddons de terminagdo. No



35

DNA nuclear, o cédon AUA codifica a isoleucina e no DNA mitocondrial, a metionina. No
DNA nuclear, o cédon UGA é um c6don de terminacdo e no DNA mitocondrial codifica o
triptofano.

Evidenciar as diferencas na seqii€ncia de bases do DNA mitocondrial é de extrema
importancia na caracterizacdo da espécie. Essa diferenca pode ser evidenciada com o uso de

enzimas de restrigao.

2.6 ENZIMAS DE RESTRICAO E O POLIMORFISMO DO COMPRIMENTO DE

FRAGMENTOS DE RESTRICAO (RFLP)

Enzimas de restricdo ou endonucleases de restricdo sdo enzimas de origem bacteriana
que se ligam a molécula de DNA em seqiiéncias especificas, cindindo-a. Nas bactérias estas
enzimas desempenham um papel fundamental na protecdo do seu genoma contra infecgdes
virais externas. Também conhecida como impressao digital genética (DNA-"fingerprint"), as
andlises por RFLP baseiam-se na detecc@o de padrdes individuais especificos de fragmentos
de restricdio de DNA de diferentes tamanhos, contendo diferentes nimeros de copias de
seqiiéncias repetidas, os minissatélites. Sdo analisados os fragmentos de restricio que contem
o DNA repetitivo, no qual o nimero de unidades centrais de repeti¢ao difere entre individuos
(WALKER; RAPLEY, 1999). A seqiiéncia de reconhecimento varia de 4 a 6 pares de bases
de caracteristicas palindromicas, ou seja, a ordem de bases do sitio de reconhecimento de uma
fita de DNA € exatamente o reverso daquela na fita complementar (TRENT et al., 1997).

Em 1970, na Universidade John Hopkins, foi descoberta a primeira enzima de
restri¢do, isolada da bactéria Haemophilus influenzae e denominada Hindll. Sucessivamente,
outras enzimas foram isoladas de outras bactérias como, por exemplo, a Eco RI e a Haelll

(LEHINGER, 1995; MELSON, 1994; WALKER; RAPLEY, 1999).
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A molécula de DNA, em seus sitios de reconhecimento pelas enzimas de restri¢do,
quando em contato, resultam na digestdo ou segmentacdo de fragmentos de diferentes
tamanhos. O comprimento depende do niimero de pares de bases entre os sitios de
reconhecimento, que se apresentam de tamanho diverso, a essa variabilidade denomina-se
Polimorfismos do Comprimento de Fragmentos de Restricdo (RFLP). Estes polimorfismos
ocorrem entre individuos, quando as seqiiéncias de DNA diferem entre os sitios de
reconhecimento digeridos pela enzima de restricdo (MELSON, 1994). Devido a enorme
variacdo das caracteristicas fisicas entre os individuos, os mapas de restricdes de vertebrados
demonstram muitos polimorfismos entre os genomas individuais, RFLPs diferentes. O
primeiro RFLP util a aplicagdo forense em identificagdo humana, foi descrito em 1978,
quando Alec Jeffreys descreveu diferencas no nidmero de seqiiéncias curtas repetidas
denominadas minissatélites (PENA et al., 1993). Os RFLPs surgem por quaisquer mutacdes
que alterem as posicdes relativas das seqiiéncias palindrémicas de reconhecimento pelas
enzimas de restricdo. Os RFLPs ocorrem tanto nos introns (regides ndo codificantes), como
nos éxons (regides codificantes). Os RFLPs que ocorrem nos introns sdo 0s mais comumente

utilizados para fins de identificacao forense (WALKER; RAPLEY, 1999).
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3 MATERIAL E METODO

O procedimento experimental referente a extragdo, amplificacdo e digestdo enzimaética
de amostras de DNA, conjuntamente com a andlise histoldgica dos fragmentos de ossos foi
realizado no Laboratério de Oncologia Experimental do Departamento de Patologia e
Toxicologia (VPT) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da

Universidade de Sao Paulo (USP).

3.1 OSSOS

Para manter um padrio neste estudo escolhemos retirar fragmentos da regido diafisdria

do fémur. Os ossos foram obtidos no periodo de 2000 a 2005.

3.1.1 Coleta dos ossos

Foram coletados 30 fémures, sendo 09 gatos, 09 caes, 03 bugios, 02 cachorro do mato,
01 veado, 02 bovinos, 01 caprino, 01 sagiii e 02 gambas, o tecido dsseo foi obtido de animais
que tenham vindo a 6bito por qualquer processo, sendo estes obtidos na sala de necropsia da
Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo.

A foto-documentagdo e medi¢do do tamanho dos fémures foram realizadas antes de
qualquer procedimento.

A limpeza e a obtencdo dos fragmentos de osso compacto foram feitas numa sala

distinta e distante do laboratério de extracdo e anélise do DNA.
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3.1.2 Obtencao dos fragmentos 6sseos

Os fémures coletados foram limpos de tecidos através de descarne e raspagem manual
com a faca de magarefe e a rugina, e logo em seguida limpos com &dgua e sabdo. Os
fragmentos dsseos para o estudo foram retirados de regido medial da diafise femural,
utilizando uma serra manual para esquadrilhas (SME-12 — Metalurgica Caracol LTDA), que
ndo permitia a mudanca de posicdo, mantendo assim a regularidade dos cortes. Foram
serrados dois fragmentos que apresentavam + 7 milimetros de espessura e 1 centimetro cada
lado.

Do fragmento que foi utilizado para a extracdo de material genético. Retiramos a
medula com o auxilio de uma pinga cirdrgica e um bisturi, e a drea dssea que estava em
contato com a medula foi raspada com a ponta de um bisturi. Logo apds este material foi
lavado com dlcool 70% e posto para secar sob um papel no fluxo laminar. Depois de seco este
material foi colocado em sacos plésticos previamente identificados e imersos em nitrogénio
liquido até o momento da pulverizagao.

O fragmento que foi analisado histologicamente foi lavado em dgua corrente e posto
para secar sob um papel e posteriormente armazenado em um cassete previamente
identificado. Estes ossos foram desgastados por uma lixa odontolégica diamantadas, até ficar

parcialmente translicido e permitir sua fixagdo em lamina de vidro.

3.2 PROCESSAMENTO DO TECIDO OSSEO PARA ANALISE DO DNA

3.2.1 Processo de limpeza e pulverizacao dos ossos

Em outro ambiente, distante da sala onde eram obtidos os fragmentos dsseos, a

bancada, o martelo e a base de metal utilizados eram limpos com &alcool 70% antes da
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manipulacdo de cada amostra. O saquinho que continha a amostra era retirado de dentro do
nitrogénio liquido, envolvido com folha de papel aluminio, colado sobre a superficie de metal
e martelado até o material ficar pulverizado. Posteriormente, este pd era colocado em um

microtubo de 2,0 ml.

3.2.2 Extracao do DNA das amostras dsseas.

O DNA foi extraido pelo método organico modificado (MINIATIS et al., 1989). Todo
conteido de ossos pulverizados foi utilizado. Cada amostra foi acrescida de 200 pL de
tampao de lise (500 pL de Tris-HCL 1M pH=8,0, 200 pl de EDTA 0,5 m Ph=8,0, 500 uL
SDS 10%, 8,8 ml de H20 destilada) com proteinase K (2,5 ml de Tris a 50 mM , 2,5 ml de
Glicerol) (50 uL de proteinase K para 3 ml de tampao de lise).

O preparado foi incubado por 2 horas em banho-maria a 65° C, posteriormente
acrescido de mais 200 uL. do tampdo de lise sem a proteinase K. Apds homogeneizagao as
amostras eram deixadas por mais 15 minutos em temperatura ambiente e centrifugadas
durante 20 minutos a 10.000 r.p.m. a 4° C em centrifuga Eppendorf Centrifuge 5810 R.

Foram transferidos 200 uL. do sobrenadante para um novo tubo e adicionado 400 ul de
etanol 100% gelado, e 10% do sobrenadante de acetato de sédio a 3M gelado, sempre
homogeneizando e mantendo os tubos em gelo até o aparecimento da medusa ou botdo de
DNA (pellet). Posteriormente foram processados a centrifugacdo por 10 minutos a 6000
r.p.m. a 4° C e desprezado o sobrenadante por inversdo antes de deixar secar.

Para remover o excesso de sal e facilitar a solubilizagdo do pellet foram adicionados
ao microtubo 400 pl de etanol 70% gelado e centrifugado por mais 10 minutos a 6000 rpm a

4°C . O sobrenadante foi desprezado por inversao.
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O sedimento foi ressuspendido com 100 pl de TE (1 ml de Tris-HCI 1 M pH=8,0, 200
uL de EDTA 0,5 M pH =8.,0, H,O MilliQ q.s.p. 100 ml pH=7,5) e guardado em geladeira a

4°C.

3.2.3 Quantificacdo do DNA

A concentracdo e a relacio A260/A280 (pureza) do DNA extraido dos ossos foram
determinadas através de extingdo em U.V. Efetuou-se uma diluicdo 1:10 do DNA
reconstituido, em tampao TE, com volume final de 100 pl. As leituras realizadas utilizando
comprimentos de onda 260 nm e 280 nm, em um espectrofotdmetro duplo feixe (Eppendorf -
Biophotometer). A concentragdo foi estimada em pg de DNA por osso (1 unidade de
densidade ética = 50 ug de DNA de dupla fita (MANIATIS et al., 1989) e a pureza através de

relacdo das absorbancias medidas em 260 e 280 nm.

3.2.4 Protocolo de Amplificacio

Para amplificacdo de 358 fragmentos do citocromo b dsseo foram utilizados os pares
de oligonucleotideos iniciadores universais, L14816 5-
CCATCAACATCTCAGCATGATGAAA-3’ e H15173 5’-
CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3’. Para cada reacdo foram utilizados um microtubo
tipo eppendorf 0,5ml no qual foi pipetado 2 ul de tampao (Buffer) de PCR 10X (50 mM KClI,
20mM Tris, pH 8,4), 1,6 ul de MgCl,, 1,6 pl de dNTP, 1,0 ul do oligonucleotideo iniciador
L14816, 1 ul do oligonucleotideo iniciador H15173, 12,6 ul H20 e 0,2 ul de Taq polymerase

(Invitrogen).
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Tabela 1 — Quantidade de reagentes aplicados em cada microtubo para amplificagdo do DNA

Materiais 1 tubo microtubo de
0,5ml
DNA ]
To 10 x (Buffer) 2 ul
MeCl 0,6 ul
dNTP 1.6l
Primer F m
Primer R 1l
Taq 02 ul
DMSO Il
H,O 10,6 pul
Total 201

Os tubos com os reagentes foram homogenizados e colocados no termociclador.
Ciclo Empregado:

Para amplificacdo do material foi utilizado o seguinte ciclo de temperaturas:

Desnaturagdo inicial: 94° C por 5 minutos.

Desnaturagdo: 93° C por 40 segundos.

Hibridizacao: 52° C por 40 segundos.

Extensao: 72° C por 40 segundos.

Este ciclo se repete mais 24 vezes a partir da desnaturacio.

Extensao final: 72°C por 2 minutos.

Ao final do processo a reagdo € interrompida por esfriamento a 4° C
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3.2.5 Analise do produto amplificado

Os produtos originados pela PCR foram dispostos em um gel de agarose a 2% em
cuba horizontal com solucdo tampao TE (Tris-HCI 1,0M; EDTA 0,5M) conjuntamente com
um marcador de peso molecular com fragmentos multiplos de 100 pares de base, em seguida,
submetidos a eletroforese. Foram analisadas aliquotas de 20 ul de cada amostra.

Ap6s a corrida eletroforética, o gel era corado com banho de solugdo de brometo de
etideo (solugdo a 0,5 pug/mL) por 30 minutos, lavado em 4gua destilada e observado sob
transluminacdo com luz ultravioleta para visualizacdo das bandas. A documentacdo

fotografica foi feita com a camera digital através de analisador de gel.

3.2.6 RFLP Enzimas de Restricao

Para realizac@o da digestdo enzimdtica foram utilizadas trés enzimas especificas, Hinf
I, Alul, Hae III. A enzima Hinf I isolada da Haemophilus influenzae Rf tem a capacidade de
digerir entre as ligacdes 5’-G ANT C-3’ e 3°C TNA G-5" do DNA, a enzima Alu I isolada
do Arthrobacter luteus tem a capacidade de digerir entre as ligagdes 5°-AG CG-3’ e 3’-
TC GA-5’ do DNA, a enzima Hae III isolada do Haemophilus aegypitus tem a capacidade de
digerir entre as ligagdes 5°-GG CC-3’ e 3’-CC GG-5" do DNA. Para cada 5 ul do DNA
mitocondrial amplificado (amplicom) foram utilizados, 0,5 ul de enzima, 2 ul de tampao e 6,5
ul de 4gua milliQ. Esta solugdo permaneceu 12 horas em estufa a 37°C para que ocorresse a

digestdo completa pelas enzimas.



Tabela 2 — Quantidade de reagentes Hinfl, Alul e Hae III utilizados para cada amostra

43

Hinf1 Alul Hae 111
Amplicom Sul Sul Sul
Enzima 0,5ul 0,5ul 0,5ul
Buffer 2ul 2ul 2ul
H,O 6,5ul 6,5ul 6,5ul
Total 14ul 14ul 14ul

3.2.7 Gel de Poliacrilamida a 8%

O gel de poliacrilamida foi preparado utilizando uma solucdo de 40% de acrilamida,

49 ul APS10, 700 pl de tampao TAE (Tris HCL 0,45mM, 4cido bérico 0,45mM e EDTA 2,5

mM pH 8,0), 4,9 ul TEMED e 4,9 ml de dgua estéril. Apés a polimerizagdo do gel os

produtos do PCR foram aplicados. Os amplicons digeridos pelas enzimas de restricdo foram

submetidos a separacdo eletroforética em gel de poliacrilamida a 8%, utilizando o sistema de

eletroforese vertical Bio Rad.

A separacgdo eletroforética foi realizada a 100V por 1 hora, utilizando uma fonte de

corrente continua, modelo Whatman Biometra model 250 EX.
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Tabela 3 — Reagentes e suas quantidades utilizados para a formacao do gel de poliacrilamida a

8%
Acril 40% 1,4 ml
TAE 10x 700 pl
H,O 4,9 ml
APS10 49 ul
TEMED 4,9 ul

3.2.8 Coloraciao do gel de poliacrilamida utilizando método de Sammons et al. 1981 e

Schoenle et al. 1984

Ap6s a separacdo eletroforética, os géis foram transferidos para recipientes plasticos
contendo solugdo de fixacdo (10% de etanol absoluto e 5% de acido acético glacial em 4dgua),
incubando 4 minutos sob agitacdo leve (Agitador automatico). Em seguida, foi desprezada
toda solugcdo de fixacdo da cuba e substituida por uma solugdo de impregnacdo (0,2% de
nitrato de prata em 4gua), deixando por 4 minutos em agitacdo. Apds remocgao desta solucdo,
foi retirado o excesso, lavando duas vezes com dgua destilada por 20 segundos sob agitacao.
Para revelacdo do gel, foi utilizada solu¢do de hidréxido de sédio a 3% contendo formaldeido
a 0,5%, e incubada por 5 minutos sob agitacao. O gel revelado foi lavado com dgua destilada.
Para posterior andlise, o gel foi desidratado entre duas folhas de papel celofane, em suporte de

plastico, tornando-os um registro permanente.
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Tabela 4 — Reagentes e suas quantidades utilizados para a colorag@o do gel de poliacrilamida

a 8%

Solucdo Tempo Temperatura
Fixadora 4 minutos 24° C

Nitrato de Prata 4 minutos 24° C

H,O dest. 20 segundos 24° C
H,Odestilada 20 segundos 24° C
Reveladora 10 minutos 24° C
Fixadora 5 minutos 24° C

H,O dest. 20 segundos 24° C

3.3 Processamento do tecido 6sseo para analise histologica

Os ossos cortados de diafise femural foram submetidos a técnica de desgaste
preconizada por Ramalho e Daruge (1994). A primeira etapa do processo € o corte do 0sso
utilizando um um disco adiamantado de 7/8 polegadas associada a um mandril de motor
odontoldgico, obtendo-se amostras de 1mm de espessura. Para o desgaste foi utilizado lixa de
esmeril, apds isso a mostra foi seca sobre pressdo e colocada em lamina de vidro e balsamo

canada.
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Os resultados a seguir serdo apresentados em itens, de acordo com as metodologias

utilizadas, para os diferentes grupos de amostras, com a inten¢do de facilitar o entendimento

do leitor.

e Avaliacdo macroscdpica dos ossos coletados.

® Avaliacdo microscdpica dos fragmentos ossos colhidos em regido diafisaria de fémur.

e Avaliacao dos resultados obtidos pela PCR.

Tabela 5 — Animais estudados e nimero de amostras colhidas

Espécie Niimero de animais Numero de Sistemas  Nuimero de canais
Harvesianos Harvesianos
Gato 8 122 130
Cao 8 147 175
Eqiiino 1 10 12
Bovino 2 37 41
Suino 1 14 16
Ovino 3 42 48
Bugio 2 34 42
Cachorro do Mato 2 39 55
Gamba 3 30 46
Coelho 2 35 63
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4.1 AVALIACAO MACROSCOPICA DOS OSSOS COLETADOS

4.1.1 Descricao dos ossos intactos

4.1.1.1 Gato

O corpo do fémur é regularmente cilindrico, exceto préximo das extremidades, onde ¢
mais largo e comprimido cranio-caudalmente. Ele é fortemente curvado em seus dois tercos
distais e convexo cranialmente. A face dspera é achatada transversalmente, estreita no meio, e
alargando-se no sentido de cada extremidade. Ela é limitada por duas linhas asperas (1abios
lateral e medial), que divergem no sentido das extremidades. O terceiro trocanter € pequeno.
H4 duas tuberosidades supracondiléides, sendo a medial pequena. O forame nutricio localiza-
se no terco proximal da superficie caudal. A cabeca € pouco mais que meia esfera e possui
uma févea rasa, caudal e lateral ao seu centro. O colo é bem definido. O trocanter maior nao
se estende tdo alto quanto a cabeca; um ressalto espesso corre de sua superficie cranial para o
colo. O trocanter menor tem o formato de uma tuberosidade rombuda. A fossa trocantérica é
redonda e profunda. Os ressaltos da tréclea sdo praticamente sagitais na dire¢do e quase

semelhantes. A fossa intercondiléide € larga (Figura 1).
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Figura 1- A - Vista cranial B - Vista caudal do fémur de um felino doméstico

4.1.1.2 Cao

O corpo do fémur é levemente conico do sentido cranio-caudalmente, sendo mais
evidente o alargamento préximo a epifise distal. Ele é levemente curvado em seus dois tergos
distais e convexo cranialmente. A face dspera é achatada transversalmente, estreita no meio, e
alargando-se no sentido de cada extremidade. O terceiro trocanter é pequeno. A fossa
supracondiléide é discreta. H4 duas tuberosidades supracondil6éides bem evidentes. O forame
nutricio localiza-se no ter¢o proximal da superficie caudal. A cabeca apresenta como uma
meia esfera. O colo € bem definido. O trocanter maior nao se estende tdo alto quanto a cabega
e apresenta uma superficie mais arredondada dando um caracte mais arredondado a epifise
proximal. A crista intertrocantérica é bem evidente e levemente curva. O trocanter menor tem
o formato de uma tuberosidade rombuda. A fossa trocantérica é redonda e mais superficial
que a dos gatos. Os ressaltos da tréclea sdo praticamente sagitais na direcdo e quase

semelhantes. A fossa intercondiléide € mais discreta em relagdo a dos gatos (figura 2).
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Figura 2 - A - Vista cranial B - Vista caudal do fémur de um canideo doméstico

4.1.1.3 Bovino

O fémur tem um corpo relativamente pequeno, que ¢é cilindrico no seu meio e
prismético distalmente. O trocanter menor tem a forma de uma tuberosidade rugosa, estd
situado mais alto do que no cavalo e invade a face caudal.

A crista intertrocantérica une o trocanter menor com o trocanter maior. Falta o terceiro
trocanter. A fossa supracondilea € rasa. A extremidade proximal € muito larga. A cabeca é
menor do que no cavalo, e a superficie articular estende-se consideravelmente sobre a
superficie proximal do colo. A févea da cabeca é uma pequena depressdo no meio da cabeca
para insercdo do ligamento da cabeca do fémur. O colo € bem definido, exceto
proximalmente. O trocanter maior € macico e ndo dividido; sua face lateral é muito rugosa. A
fossa trocantérica é profunda, mas ndo se estende tdo distalmente como no cavalo. A
extremidade distal ndo apresenta caracteristicas diferenciais muito acentuadas, nas cristas da
troclea sdo menos obliquas do que no cavalo e convergem muito ligeiramente em sentido

distal (Figura 3).
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Figura 3- A - Vista cranial B - Vista caudal do fémur de um bovino

4.1.1.4 Suino

O fémur tem um corpo relativamente largo e macigo, no qual quatro superficies podem
ser reconhecidas. O forame nutricio principal estd situado no ter¢o proximal da superficie
cranial. A superficie caudal € larga e estd limitada lateralmente por um ressalto que se estende
do trocanter maior até a grande tuberosidade supracondilar lateral. Nao hd nenhuma fossa
supracondilar. A cabeca, acentuadamente curva, ¢ demarcada no sentido do lado medial por
uma tuberosidade um tanto grande para a inser¢io do ligamento da cabeca do fémur. O colo é
distinto. O trocanter, maior, embora macico, nfo se estende acima do nivel da cabeca. A crista
intertrocantérica e a fossa trocantérica sdo semelhantes as do bovino. O terceiro trocanter estd
ausente. Os ressaltos da troclea sdo semelhantes e quase sagitais. As extremidades unem-se ao

corpo, aproximadamente, aos trés anos e meio de idade (Figura 4).
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Figura 4 - A - Vista cranial B - Vista caudal do fémur de um suino

4.1.1.5 Ovino

O corpo do fémur é ligeiramente encurvado, sendo a convexidade dirigida
cranialmente. Uma linha distinta separa as faces lateral e caudal. A fossa supracondilea &
muito rasa. A cabeca apresenta uma févea rasa e o colo é distinto. O trocanter maior € um
pouco mais alto do que a cabeca. As cristas da tréclea sdo similares e paralelas, mas

ligeiramente obliquas (Figura 5).
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Figura 5 - A - Vista cranial B - Vista caudal do fémur de um ovino

4.1.1.6 Bugio

O corpo do fémur € relativamente longo, com as faces cranial e caudal achatadas em
toda a sua extensdo, sendo as outras faces convexas.A crista intertrocantérica e discreta e une

0 trocanter menor com o trocanter maior . Falta o terceiro trocanter. A fossa trocantérica €
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rasa. O trocanter maior ndo se estende tdo alto quanto a cabeca; um ressalto espesso corre de
sua superficie cranial para o colo. A cabeca é pouco mais que meia esfera. O colo é bem
defenido e curto.Os cdndilos sdo bem evidenciados devido ao acinturamento da regido

proximal a epifise distal. A fossa intercondilar rasa e nao se prolonga muito para a face cranial

(Figura 6).
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Figura 6 - A - Vista cranial B - Vista caudal do fémur de um bugio

4.1.1.7 Cachorro do Mato

O corpo do fémur € relativamente longo, cilindrico, exceto nas extremidades, onde é
mais longo. Ele é discretamente curvado em seus dois tercos distais. A fossa supracondiléide
¢ evidente. Hd duas tuberosidades supracondiléides bem evidentes. O forame nutricio
localiza-se no terco proximal da superficie caudal. A cabeca apresenta como uma meia esfera
pouco evidente. O colo é bem definido e longo em relacdo ao cdo. O trocanter maior fica
abaixo da cabeca e apresenta uma superficie mais arredondada. A crista intertrocantérica é
discteta. O trocanter menor tem o formato de uma tuberosidade rombuda. A fossa trocantérica
¢ redonda e mais superficial que a dos gatos. Os ressaltos da tréclea sdo praticamente sagitais
na direcdo e quase semelhantes. A fossa intercondiléide é mais evidente que a dos cies

(Figura 7).
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Figura 7 - A - Vista cranial B - Vista caudal do fémur de um canideo silvestre

4.1.1.8 Gamba

O corpo do fémur é regularmente cilindrico, exceto proximo a extremidade distal,
onde € mais largo e de conformacao quadrangular. A face dspera é achatada transversalmente.
O forame nutricio localiza-se no ter¢o proximal da superficie caudal. A cabeca € uma meia
esfera. O colo é bem definido. O trocanter maior ndo se encontra acima da cabeca do fémur,
esta estrutura € romba e rugosa e se liga ao trocanter menor. A fossa trocantérica € redonda e
profunda. Os condilos sdo bem evidenciados devido ao acinturamento da regido proximal a

epifise distal. A fossa intercondilar rasa (Figura 8).
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Figura 8 - A - Vista cranial B - Vista caudal do fémur de um gamba
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4.2 AVALIACAO MICROSCOPICA DOS OSSOS COLETADOS

4.2.1 Cortes histolégicos de fragmentos de osso de diafise femoral.

4.2.1.1 Gato

Ao corte histoldgico do tecido 6sseo da didfise femoral dos gatos adultos (Figura 9),
verifica-se a presenca de 5 (+0,6) canais de Havers em cada campo estudado, sendo estes
arranjados na regido central do sistema Haversiano. Este sistema apresenta um conjunto de
lamelas distribuidas concentricamente ao redor do canal de Havers. A conformacdo do
sistema tende a ser mais ovalado do que arredondado e em alguns sistemas observamos uma
conformacdo triangular. Apresenta mais lamelas que no cido porém mais quantidade de osso
trabecular entre os osteons. O canal de Havers em propor¢ao ao Sistema Haversiano mantém

a harmonia.
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Figura 9 - Corte histoldgico de fragmento de diéfise femoral de felinos, onde empregamos a
técnica de desgaste. Este corte mostrando algumas caracteristicas dos canais e dos
sistemas harvesianos (100 m)

4.2.1.2 Cao

Ao corte histoldgico do tecido dsseo da didfise femoral dos cdes adultos (Figura 10),
verifica-se a presenca de 7 (£0,3) canais de Havers em cada campo estudado, sendo estes
arranjados na regido central do sistema Haversiano, este sistema apresenta um conjunto de
lamelas distribuidas concentricamente ao seu redor. A conformacio do sistema tende a ser
mais arredondado do que ovalado e apresenta poucas lamelas e discreta distribuicdo de osso

trabecular entre os osteons. O canal de Havers em proporcéo ao Sistema Haversiano é grande.

Flgura 10 - Corte h1st010g100 de fragmento de diafise femoral de caes, onde empregamos a
técnica de desgaste. Este corte mostrando algumas caracteristicas dos canais e dos
sistemas harvesianos (100 m)
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4.2.1.3 Bovino

Ao corte histolégico do tecido 6sseo da didfise femoral de bovinos adultos (Figura 11),
verifica-se a presenca de 6 (£0,8) canais de Havers em cada campo estudado, sendo estes
arranjados na regido central do sistema Haversiano. Este sistema apresenta um conjunto de
lamelas distribuidas concentricamente ao redor do canal de Havers. A conformacgdo do
sistema tende a ser mais arredondado do que ovalado, apresenta-se com lamelas mais
delgadas que nos eqiiinos e o tamanho do sistema menor, porém tem menos quantidade de

osso trabecular entre os osteons. O canal de Havers em propor¢do ao Sistema Haversiano

mantém a harmonia.

Figura 11 - Corte histolégico de fragmento de diafise femoral de bovino, onde empregamos a
técnica de desgaste. Este corte mostrando algumas caracteristicas dos canais e dos
sistemas harvesianos (100 m)

4.2.1.4 Suino

Ao corte histolégico do tecido 6sseo da didfise femoral do suino adulto (Figura 12),
verifica-se a presenca de 5 (£0,3) canais de Havers em cada campo estudado, sendo estes

arranjados na regido central do sistema Haversiano. Este sistema apresenta um conjunto de
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lamelas distribuidas concentricamente ao redor do canal de Havers. A conformacgdo do
sistema tende a ser mais arredondado. H4 grande presenga de canais de Volkmann entre os
canais Harvesianos, dificultado a individualizacdo dos sistemas e caracterizar a quantidade de

tecido 0sseo trabecular.

Figura 12 - Corte histolégico de fragmento de didfise femoral de suino, onde empregamos a
técnica de desgaste. Este corte mostrando algumas caracteristicas dos canais e
dos sistemas harvesianos (100 m)

4.2.1.5 Ovino

Ao corte histoldgico do tecido dsseo da diéfise femoral de ovinos adultos (Figura 13),
verifica-se a presenca de 5 (£0,3) canais de Havers em cada campo estudado, sendo estes
arranjados na regido central do sistema Haversiano. Este sistema apresenta um conjunto de
lamelas distribuidas concentricamente ao redor do canal de Havers. A conformacdo do
sistema tende a ser arredondado, apresenta-se com lamelas delgadas como nos bovinos,
porém com presenca de grande quantidade de canais de Volkmann, o tecido dsseo trabecular é

bem evidende. O canal de Havers mantém a harmonia em relacdo ao Sistema Haversiano.
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Figura 13 - Corte histoldgico de fragmento de diéfise femoral de ovino, onde empregamos a
técnica de desgaste. Este corte mostrando algumas caracteristicas dos canais e
dos sistemas harvesianos (100 m)

4.2.1.6 Bugio

Ao corte histologico do tecido 6sseo da diafise femoral dos bugios adultos (Figura 14),
verifica-se a presenca de 7 canais de Havers em cada campo estudado, sendo estes arranjados
na regido central do sistema Haversiano. Este sistema apresenta um conjunto de lamelas
distribuidas concentricamente ao redor do canal de Havers. A conformacao do sistema tende a
ser arredondado, apresenta pouca quantidade de lamelas e discreta quantidade de osso
trabecular entre os Osteons. O canal de Havers em propor¢do ao Sistema Haversiano apresenta

relativamente maior.
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e diafise femoral de bugio, onde empregamos a
técnica de desgaste. Este corte mostrando algumas caracteristicas dos canais e dos
sistemas harvesianos (100 m)

Figura 14 - Corte histgfégico de fragmento d

4.2.1.7 Cachorro do Mato

Ao corte histolégico do tecido dsseo da didfise femoral dos cachorros do mato adultos
(Figura 15), verifica-se a presenca de 9 (+0,2) canais de Havers em cada campo estudado,
sendo estes arranjados na regido central do sistema Haversiano, este sistema apresenta um
conjunto de lamelas distribuidas concentricamente ao seu redor. A conformacio do sistema
tende a ser mais arredondado do que ovalado porém encontramos sistemas de caracteristicas

poligonais a distribui¢do de osso trabecular entre os dsteons € moderada. O canal de Havers

mantém a harmonia em relagdo ao Sistema Haversiano.

Figura 15 - Corte histoldgico de fragmento de didfise femoral de cachorro do mato, onde
empregamos a técnica de desgaste. Este corte mostrando algumas caracteristicas
dos canais e dos sistemas harvesianos (100 m)
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4.2.1.8 Gamba

Ao corte histoldgico do tecido ¢sseo da didfise femoral de gambds adultos (Figura 16),
verifica-se a presenca de 6 (+£0,6) canais de Havers em cada campo estudado, sendo estes
arranjados na regido central do sistema Haversiano. Este sistema apresenta um conjunto de
lamelas distribuidas concentricamente ao redor do canal de Havers. A conformacdo do
sistema tende a ser mais arredondado do que ovalado, apresenta-se com poucas lamelas e

dificil individualizacdo do sistema, porém temos mais quantidade de osso trabecular entre os

osteons. O canal de Havers em proporcao ao Sistema Haversiano mantém a harmonia.

Figura 16 - Corte histoldgico de fragmento de diafise femoral de gambd, onde empregamos a
técnica de desgaste. Este corte mostrando algumas caracteristicas dos canais e
dos sistemas harvesianos (100 m)

4.2.1.9 Coelho

Ao corte histoldgico do tecido dsseo da diafise femoral de coelhos adultos (Figura 17),
verifica-se a presenca de 10 (+0,5) canais de Havers em cada campo estudado, sendo estes
arranjados na regido central do sistema Haversiano. Este sistema apresenta um conjunto de

lamelas distribuidas concentricamente ao redor do canal de Havers. A conformacgdo do
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sistema tende a ser ovalado, apresenta as mesmas caracteristicas das lamelas do gambd, porém
conseguimos mais facilmente identificar o sistema Haversiano, a quantidade de tecido 6sseo

trabecular € discreta entre os dsteons. O canal de Havers em proporc¢do ao Sistema Haversiano

mantém a harmonia.

Figura 17 - Corte histolégico de fragmento de diifise femoral de coelho, onde empregamos a
técnica de desgaste. Este corte mostrando algumas caracteristicas dos canais e dos
sistemas harvesianos (100 m)

4.2.2 Registros das caracteristicas histomorfométricas dos ossos

A andlise estatistica revelou diferenca significante no didmetro dos sistemas
ravesianos entre cdes e gatos sendo df=129, r =0,9596 e P<0,001. Em relacdo a drea do canal

de Havers observamos df 117, r=0,9956 e P<0,001.

Tabela 6 — Dados estatisticos da area a do canal de Havers e didmetro do Sistema Haversiano
apresentados em forma de tabela

Espécie Animal

Mensuracao
Gatos Caes
Area do Sistema
342.35+142.11 (118) 451.29 £ 182.59 (145)*
Harvesiano
Diametro dos
155.16 £ 38.67 (132) 155.88 £30.10 (143)*

canais de Harvers

* estatisticamente significante
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* Difere significativamente (P<0,001). Teste t de Student

4.3 ANALISE DE DNA MITOCONDRIAL

A trituragdo do material congelado em nitrogénio liquido por um martelo em superficie
rigida se apresentou como um método eficiente para a extragdo de DNA. Isso fica bem
ilustrado na tabela 7 que mostra as concentragdes e purezas obtidas no DNA usado neste
estudo, sendo portando o DNA com caracteristicas adequadas e em quantidade suficiente para

reacdo de PCR.



Tabela 7 - Quantificagdo do DNA extraido de osso das diferentes espécies e respectiva

avaliacdo da pureza do DNA obtido

Quantificacao do DNA
Amostra quantidade pureza

Gato 01 116 ng/ul 1,5
Gato 02 98 ng/ul 1,5
Gato 03 209 ng/ul 1,7
Gato 04 148 ng/ul 1,6
Gato 05 90 ng/ul 1,5
Gato 06 111 ng/ul 1,6
Gato 07 93 ng/ul 1,5
Gato 08 77 ng/ul 1,5
Cao 01 56 ng/ul 2,0
Cao 02 29 ng/ul 2,0
Cao 03 87 ng/ul 2,0
Cao 04 78 ng/ul 1,96
Cao 05 188 ng/ul 1,85
Cao 06 343 ng/ul 1,85
Cao 07 262 ng/ul 1,83
Cao 08 132 ng/ul 1,85
Veado 01 291 ng/ul 1,68
Veado 02 38 ng/ul 2,25
Veado 03 122 ng/ul 1,52
Cachorro do Mato 01 51 ng/ul 1,91
Cachorro do Mato 02 142 ng/ul 1,8
Bugio 01 131 ng/ul 1,94
Bugio 02 193 ng/ul 1,83
Bovino 01 94 1,93
Bovino 02 40 2,11
Equino 41 2,02
Suino 259 1,70
Gambd 01 109 1,9
Gambd 02 170 1,87
Gamba 03 127 2,11
Coelho 01 114 1,81
Coelho 02 207 1,73
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4.3.1 Produto da amplificacio do citocromo B

64

O DNA dos animais teve o gene mitocondrial do citocromo B amplificado com

sucesso conforme ilustra a figura 20.

Figura 20 — Produto da amplifica¢do do gene do citocromo B com 358 pb (seta) linha 5, 6, 8
e 9, linha 2 leader de 100 pb

4.3.2 Produtos da Reacao enzimatica em DNA do citocromo B amplificado

O produto da amplifica¢do do gene do citocromo B foi tratado com 3 enzimas de

restri¢do exibindo um padrao diferente de bandas para cada espécie (Tabela 8).

Tabela 8 — Exibe o tamanho dos fragmentos (em pares de base) gerados pela lise enzimatica
com as enzimas Hinfl, Alul e Haelll no produto de amplifica¢ao do citocromo B

Hinf I Alul Haelll
Gato 45 79 117 48 120 190 74 273
Cio 55 294 30 85 243 233 125
Bovino 45 117 196 168 190 74 284
Suino 358 115 243 74 131 153
Ovino 55 294 358 74 125 159
Bugio 131 227 358 358
Cachorro 54 278 85 358
do Mato
Gamba 358 358 152 235
Coelho 234 358 44 131 153
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Na espécie felina (gato), foram gerados 3 fragmentos para enzima Hinf I, com peso
molecular de 45, 79 e 117 bp, 3 fragmentos para enzima Alu I, com peso molecular 48, 120 e

190 pb, 2 fragmentos para a enzima Hae I1I, com o peso molecular 74 e 273 pb (Figura 21).

Gato Gato

Figura 21 - Gel de Poliacrilamida mostrando o padrdao de bandas da digestdo do produto do
gene do citocromo B na seqiiéncia com as enzimas Hinf I, Alu I, Hae III na
espécie felina. Linha 1, leader 100 pb e nas linhas 2 e 7 produto amplificado sem
adicdo de enzimas de restri¢do

Na espécie canina (cao), foram gerados 2 fragmentos para enzima Hinf I, com peso
molecular de 55 bp e 294 pb, 3 fragmentos para enzima Alu I, com peso molecular 30, 85 e

243 pb, 2 fragmentos para a enzima Hae I1I, com o peso molecular 233 e 125 pb (Figura 22).
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Figura 22 - Gel de Poliacrilamida mostrando o padrdo de bandas da digestdo do produto do
gene do citocromo B na seqiiéncia com as enzimas Hinf I, Alu I, Hae III na
espécie canina. Linha 1, leader 100 pb e nas linhas 2 e 7 produto amplificado
sem adic@o de enzimas de restricdo
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Na espécie bovina (bovino), foram gerados 3 fragmentos para enzima Hinf I, com
peso molecular de 45, 117 e 196, 2 fragmentos para enzima Alu I, com peso molecular 168 e

190 pb, 2 fragmentos para a enzima Hae III, com o peso molecular 74 e 284 pb (Figura 23).

Bovino
-—m

Figura 23 - Gel de Poliacrilamida mostrando o padrdo de bandas da digestdo do produto do
gene do citocromo B na seqiiéncia com as enzimas Hinf I, Alu I, Hae III na
espécie bovina. Linha 1, leader 100 pb e nas linhas 2 e 7 produto amplificado
sem adicdo de enzimas de restricdo

Na espécie suina (suino), foi gerado 1 fragmento para enzima Hinf I, com peso

molecular de 358 pb, 2 fragmentos para enzima Alu I, com peso molecular 115 e 243 pb, 3

fragmentos para a enzima Hae II1, com o peso molecular 74, 131 e 153 pb (Figura 24).

Suino

Figura 24 - Gel de Poliacrilamida mostrando o padrdao de bandas da digestdo do produto do
gene do citocromo B na seqiiéncia com as enzimas Hinf I, Alu I, Hae III na
espécie suina. Linha 1, leader 100 pb e nas linhas 2 e 7 produto amplificado sem
adi¢do de enzimas de restri¢do
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Na espécie ovina (ovino), foram gerados 2 fragmentos para enzima Hinf I, com peso
molecular de 64 e 294 pb, 1 fragmento para enzima Alu I, com peso molecular 358 pb, 3

fragmentos para a enzima Hae I1l, com o peso molecular 74, 125 e 159 pb (Figura 25).

Ovino

Figura 25 - Gel de Poliacrilamida mostrando o padrdao de bandas da digestdo do produto do
gene do citocromo B na seqiiéncia com as enzimas Hinf I, Alu I, Hae III na
espécie ovina. Linha 1, leader 100 pb e nas linhas 2 e 7 produto amplificado sem
adi¢do de enzimas de restri¢do

Na espécie primata (bugio), foram gerados 2 fragmentos para enzima Hinf I, com peso

molecular de 131 e 227 pb, 1 fragmento para enzima Alu I, com peso molecular 358 pb, 1

fragmentos para a enzima Hae IIl, com o peso molecular 358pb (Figura 26).
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Bugio

Figura 26 - Gel de Poliacrilamida mostrando o padrdo de bandas da digestdo do produto do
gene do citocromo B na seqiiéncia com as enzimas Hinf I, Alu I, Hae III na
espécie primata. Linha 1, leader 100 pb e nas linhas 2 e 7 produto amplificado sem
adi¢do de enzimas de restri¢do

Na espécie canina (cachorro do mato), foram gerados 2 fragmentos para enzima Hinf

I, com peso molecular de 54 bp e 278 pb, 1 fragmento para enzima Alu I, com peso molecular

85 pb, 1 fragmento para a enzima Hae I1I, com o peso molecular 358 pb (figura 27).

Cachorro do Mato

Figura 27 - Gel de Poliacrilamida mostrando o padrdo de bandas da digestdo do produto do
gene do citocromo B na seqiiéncia com as enzimas Hinf I, Alu I, Hae III no
cachorro do mato. Linha 1, leader 100 pb e nas linhas 2 e 7 produto amplificado
sem adi¢@o de enzimas de restri¢do
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No gambd foram gerados 1 fragmento para enzima Hinf I, com peso molecular de 358,
bp, 1 fragmento para enzima Alu I, com peso molecular 358 pb, 2 fragmentos para a enzima
Hae 111, com o peso molecular 152 e 235 pb (Figura 28).

Gamba
e

Figura 28 - Gel de Poliacrilamida mostrando o padrdo de bandas da digestdo do produto do
gene do citocromo B na seqiiéncia com as enzimas Hinf I, Alu I, Hae III na
espécie gambd. Linha 1, leader 100 pb e nas linhas 2 e 7 produto amplificado sem
adicdo de enzimas de restri¢do

No leprina (coelho) foram gerados 1 fragmento para enzima Hinf I, com peso
molecular de 234, bp, 1 fragmento para enzima Alu I, com peso molecular 358 pb, 3

fragmentos para a enzima Hae II1, com o peso molecular 44, 131 e 153 pb (Figura 29).

Coelho

Figura 29 - Gel de Poliacrilamida mostrando o padrdo de bandas da digestdo do produto do
gene do citocromo B na seqiiéncia com as enzimas Hinf I, Alu I, Hae III na
espécie leporina
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5 DISCUSSAO

Na medicina legal a identificacdo de restos humanos tem grande importancia para a
resolucao de casos de desaparecimentos e de acidentes tragicos envolvendo muitas vitimas
(CATTANEO et al.,, 1995; CHILVARQUER, et al.,, 1987; CORACH et al., 1997
IMAIZUMI; NOGUCHI et al., 2002; IMAIZUMI; SAITOH et al., 2002; LORENTE et al.,
2001; MELKI et al., 2001; OLAISEN et al., 1997; PRIMORAC et al., 1996; SOTERIOU,
B. et al., 1995; ZEHNER, R. et al., 1998;). Em outras ocasides s6 a identificacdo em
humano ou ndo humano, nédo € suficiente, como nos casos de adulteracdo de alimentos de
origem animal, identificacdo da origem, bem como na identificacdo de animais roubados,
raros ou em extin¢cdo. Portanto, muitos estudos, tanto de andlise filogenética, quanto de
aspecto médico legal foram realizados (BRAVI, C.M. et al., 2004; MATSUNAGA, T. et
al., 1998; MIROL, P.M. et al., 2002; MURRAY, B.W. et al., 1995; RODRIGUEZ, M.A., et
al 2003; SUN,YU-LING; LIN, CHICH-SHENG, 2003; WAN, QIU-HONG; FANG,
SHENG-GUO, 2002; WETTON et al., 2002; WOLF; RENTSCH; HUBNER, 1999).

Nos trabalhos encontrados na literatura a respeito da identificacdo de animais, a
maior parte mostra bons resultados quanto a diferenciacdo de espécies. A qualidade e a
quantidade de material encontrado na cena do crime € um fator limitante para as técnicas de
identificacdo. Nesse sentido, embora existam trabalhos avaliando as caracteristicas
macroscépicas, microscopicas e genéticas, ndo encontramos em um mesmo trabalho, uma
descricdo morfoldgica macroscOpica, da microestrutura ou mesmo das diferenciagdes
genéticas. Assim, o presente trabalho visou comprovar, obter e compilar em um sé estudo
mais informagdes a respeito da identificacdo das espécies animais utilizando o tecido dsseo

como matéria de pesquisa, uma vez que a maioria dos estudos utiliza amostras de sangue ou
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pélos. Além disso, sdo raros os dados e relatos dentro da comunidade cientifica brasileira a
este respeito.

A escolha do tecido 6sseo como matéria de estudo deste trabalho deu-se pela
capacidade do tecido manter sua integridade e suas caracteristicas, por milhares de anos
(HAGELBERG; CLEGG, 1991; HOSS et al., 1996; HUMMEL et al., 1999). Uma das
justificativas mais relatadas € de que a matriz do tecido dsseo € composta por duas porgoes,
uma organica outra inorganica, o que contribui tanto para conservacao da estrutura quanto
na preservagdo de certa quantidade de DNA. Entretanto, faltam estudos mais apurados para
se comprovar como a estrutura genética se mantém vidvel por tanto tempo (CATTANEO et
al., 1995; HOCHMEISTER et al., 1991).

A andlise antropoldgica € uma das primeiras ferramentas utilizadas na medicina
forense. Quando se encontra um animal, vivo ou morto, com estruturacgao fisica normal, a
identificacdo € facilitada. Mas quando encontramos apenas uma peca Ossea integra como
num caso criminal, devemos ter em mente as caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas.

Conforme a fun¢do e o tamanho dos animais, o fémur apresenta caracteristicas
proprias, sendo possivel utilizd-lo para a diferenciacdo entre espécies. Como primeiro
objetivo deste estudo, comparamos a estrutura integra do fémur de 10 animais; gato, cdo,
cavalo, boi, suino, ovino, bugio, cachorro do mato, gambd e coelho. As espécies se
diferenciam principalmente pela variacdo de comprimento, espessura e conformacdo do
corpo do fémur; variacdo da insercio da cabeca como também variacdo na sua
conformagdo e posicionamento em relacdo a tuberosidade maior; tamanho e espessura do
colo da cabeca do fémur; formato e protuberincia das cristas intertrocantéricas; presenga ou
auséncia do 3° trocanter; variacdo da posi¢do do forame nutricio; variacdo da conformacio

e posicionamento da fossa intertrocantérica; forma dos trocanters. Somente irdo variar
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dentro da mesma espécie quando houver alguma alteragcdo patoldgica local ou sist€mica que
comprometa a composi¢cdo Ossea ou vicio de trabalho (posicionamento). As caracteristicas
morfoldgicas de algumas espécies domésticas ja foram bem estudadas por Getty, R. et al.
(1986) e corroboram com os dados encontrados, porém alguns animais como o bugio,
cachorro do mato, gambd e coelho ndo foram citados em sua obra. Apesar de ndo
encontrarmos relatos anatdmicos na literatura sobre estas espécies elas se diferenciam entre
si, possibilitando a diferenciagdo morfoldgica destes.

Frequentemente, o material a ser analisado ndo estd integro ou se encontra
modificado por agentes fisicos, bioldgicos ou quimicos. Portanto, para identifica-lo faz-se
necessario uma avaliacdo histomorfoldgica diferencial para cada espécie animal. As
referéncias sobre este assunto sdo extremamente limitadas e contraditérias, o que mostra a
necessidade de realizar um estudo mais amplo e profundo sobre a andlise comparativa
histomorfoldgica dos tecidos 6sseos (RAMALHO et al., 2003).

Arbenz (1988), Féavero (1993), Franca (2001) e Calabuig (1998) estudaram
caracteristicas diferenciais entre humanos e ndo humanos, ressaltando desta forma sua
importincia nas investigacOes criminais. O estudo de Owsley et al. (1985) permitiu a
diferenciagdo entre o osso humano e de um veado, enquanto Imaizumi et al. (2002)
estudaram os Osteons e os canais de Havers e diferenciaram o tecido ¢sseo humano de
suino. Porém Remaggi, F. et al. em 1999 conclui em seus estudos que a medi¢do dos
sistemas Harvesianos ndo sdo bons parametros para andlise, no que se relaciona a
diferenciagdo entre espécie, pois durante o desenvolvimento, prenhes e lactacio as taxas de

absorcao e remodelacdo Ossea sdo altas, embora segundo Jowsey1 (1965 apud IMAIZUMI

'y OWSEY, J.; PHIL, D.; KELLY, P.J.; et al. Quantitative microradiographic studies of normal and osteoporotic
bone. J Bone Joint Surg Am., v. 47, p. 785-806, 1965.
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et al.,, 2002) a absor¢do e remodelacdo sdo os principais responsavel pela diferenciagcdo
morfoldgica dos ossos entre as espécies. Ramalho et al. em 2003 utilizou os ostedcitos
como parametros para a diferenciacdo entre espécies, mostrando variagdo quanto a
distribui¢do, quantidade, forma e disposi¢cdo dentro do Osteon, afirmando ainda que o
ostedcito ndo varia sua caracteristica no tecido 6sseo lamelar para o trabecular.

Estes dados corroboraram para a segunda parte do estudo onde foi utilizado um
fragmento de didfise femoral de cada espécie, cortado transversalmente e depois submetido
a técnica de desgaste, para confeccdo da lamina histoldgica, e a partir dai avaliado o
diametro do dsteon, a area do canal de Havers e as caracteristicas morfoldgicas.

Os dados estatisticos dos diametros dos Osteons e a area dos canais de Havers sdo
suficientes para a distin¢do sem dificuldades entre as espécies caes e gatos, porém por falta
de numero estatistico suficiente nas outras espécies, nao foi possivel avalid-las. As
variacOoes morfologicas concordam com as do estudo de Ramalho et al. (2003),
confirmando a capacidade de se reproduzir o experimento. Apesar de dados na literatura
mostrarem certo grau de dubiedade quanto a utilizacdo da andlise morfologica e
morfométrica para caracterizacdo das espécies, o presente trabalho vem mostrar que
podemos utilizar esta metodologia em diédfise de ossos longos com certa seguranca.

Em medicina legal qualquer amostra dssea disponivel pode ser utilizada para
extragdo de DNA mitocondrial. Optou-se em trabalhar com ossos compactos (fémur), pois
estes conservam mais o0 DNA da célula, devido a prote¢do pela matriz dssea calcificada,
presente em maior quantidade neste tipo 6sseo (HOCHMEISTER et al., 1991;
HOCHMEISTER et al., 1998).

Um cuidado especial foi direcionado para o problema potencial da contaminagdo,

durante o estudo da andlise de DNA a partir de osso. Um procedimento de limpeza
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macroscopica das amostras de fragmentos O&sseos € fundamental para se evitar
contaminagdes mais grosseiras, como por exemplo, terra, tecidos liquefeitos contendo
fungos e bactérias em grande proporcao (HOCHMEISTER et al., 1991; HOCHMEISTER
et al, 1998). Vérios outros procedimentos sdo citados na literatura (HOCHMEISTER et al.,
1998). Neste trabalho, foi utilizado o alcool 70% para limpeza externa dos fragmentos
dsseos, por ser este, o degermante de menor custo, de f4cil obten¢do, ndo caotrdpico, baixa
toxicidade e o mais recomendado para esta finalidade (FISHER et al., 1993).

Além desses cuidados de prevencdo as contaminacdes, para o controle de qualidade
e critérios de autenticidade do DNA, foram seguidas as recomendacdes de Alonso et al.
(2001), Crouse et al. (2001), Kalmar et al. (2000) e Hanidt et al. (1994), e. Esses incluem a
separacdo fisica obrigatdria entre o laboratorio onde o DNA € extraido e a amplificacdo é
preparada do restante dos laboratorios, além de medidas de precaugdo para se evitar a
contaminac¢do, como a limpeza de equipamentos, luvas, etc.

Para pulverizacdo dos ossos elegeu-se o método de pulverizacdo por impacto
criogénico, utilizando nitrogénio liquido que utiliza um martelo e uma estrutura rigida de
impacto. Este método apresenta um menor custo, facil execucdo e ndo precisa de
instrumentos especiais, apenas o recobrimento da amostra por um papel aluminio.

O método de extracdo do material genético utilizado no estudo foi o Organico
segundo Miniatis et al. (1989) que utiliza o detergente SDS para desestabilizar as
membranas plasmaticas, proporcionando a liberagao do material contido no niicleo e a a¢do
enzimdtica inespecifica da proteinase K nas proteinas. Possui uma etapa especifica de
purificacdo, a qual se utiliza uma solucdo de fenoicloroférmio-dlcool isoamilico, capaz de
remover as impurezas contidas no extrato, como proteinas, restos celulares e lipides. Além

do procedimento especifico de purificacdo, este método contribui ainda mais para
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purificacio do DNA com a precipitacio e lavagem alcodlica. E um método de extracio de
DNA robusto, amplamente utilizado pela comunidade cientifica e que tem aplicacdes para
extracdo de DNA em outros tipos de amostras como sangue total e tecidos moles (COMEY,
et al., 1994). Segundo Alves et al. (2000) o método de extragcdo organica mostrou excelente
eficiéncia para as amostras de tecido 6sseo de corpos carbonizados e esqueletizados e
putrefeitos, por isso sendo o método de primeira escolha. Esta afirmacdo pode ser
comprovada através de tabela 7 que nos mostra a quantidade de DNA mitocondrial extraido
e o seu grau de pureza.

Nos trabalhos encontrados na literatura sobre estudos filogenéticos e
conservacionistas, o citocromo B € utilizado em grande escala (HSIEH et al., 2000). Esta
grande utilizacdo € justificada pela grande variacdo genética do DNA mitocondrial se
comparada com o material genético do nucleo, além de serem transmitidos apenas pela
linhagem genética materna e estd presente em cada mitocondria dentro da célula. Para
amplificacdo do fragmento de DNA mitocondrial que estamos estudando foi utilizado dois
pares de oligonucleotideos iniciadores, L14816 5-
CCATCAACATCTCAGCATGATGAAA-3’ e H15173 5’-
CCCCTCAGAATGATATTTGTCCTCA-3’ que selecionou um fragmento de 358 pb.

O processo de amplificacdo aconteceu com grande sucesso em todas as amostras.
Foi observado grande especificidade na selecio e amplificagio do DNAmt conforme
podemos observar na figura 20. A amplificagdo foi feito como preconizado por Bravi et al.,
porém com algumas mudancas. Os resultados de amplificacdo e digestdo do DNA obtidos
foram iguais ao estudo citado.

A utilizacdo de enzimas de restricao na identifica¢do de espécies € uma técnica nova

que estd sendo utilizada no esclarecimento da origem filogenética do animal como no caso
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de Bos tauros e Bos indicus (RIPAMONTE et al.,, 2002), racas de eqiiinos (MIROL;
GARCIA; DULOUT, 2002; MIROL; GARCIA; VEJA-PLA, 2002), e na caracterizagdo de
amostras humanas ou ndo humanas (IMAIZUMI et al., 2004). Muitos trabalhos utilizam o
citocromo b como base de pesquisa, porém a maioria deles utiliza micro satélites de DNA
ou seqiienciamento para a identificagdo de espécies (BELLIS et al., 2001; IAMIZUMI et
al., 2002; PARSON et al., 1999). Apenas alguns autores relatarem a utilizagdo de um par de
primers para amplificacdo de DNA do citocromo b mitocondrial para identificacdo da
falsificagdo dos produtos de origem animal ou na identificacao de espécies com a utilizagao
de enzimas de restricdo (BRAVI et al., 2004; WOLF; RENTSCH; HUBNER, 1999). Wolf,
Rentsch e Hiibner (1999) apresentaram pela primeira vez um estudo no qual foi utilizada
uma seqiiéncia de 464 pb do DNA do citocromo b mitocondrial e 11 enzimas de restri¢ao
(Alu I, Asel, BamHI, Haelll, HinclIl, Hinfl, Msel, Nlalll, Rsal, Sspl e Taql). Os autores
obtiveram uma seqii€éncia muito vasta de fragmentos possibilitando a individualizagcdo de
25 espécies. Bravi et al. em 2004 utilizou uma seqiiéncia de 358 pb DNA do citocromo b
mitocondrial e utilizou 3 enzimas (Hinfl, Alul e Haelll), conseguindo individualizar as 13
espécies estudadas.

A identificacdo das espécies através do RFLP teve com base os estudos realizados
por Bravi et al., em 2004 e foi possivel reproduzir o seu experimento, incluindo ainda
algumas espécies nao estudadas por ele.

O PCR-RFLP se mostrou extremamente confidvel devido a grande variacdo na
altura de quebra das enzimas dentro do DNA mitocondrial, a utilizacio de mais de uma
enzima aumenta a especificidade em relacdo a determinacdo da espécie, porém o aumento

do nimero de enzimas de restri¢io na metodologia deixa o procedimento mais oneroso.
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Foram encontradas, em algumas espécies, bandas extras acima do limite de 358 pb.
O aparecimento destas bandas pode ser explicado por uma digestdo parcial do primer por
algumas enzimas. Outra explicacdo que podemos ter é a co-amplificagdo de pseudogenes,
que sdo encontrados comumente no DNA mitocondrial (WOISCHNIK; MORAES, 2002).

Com o desenvolvimento das técnicas de biologia celular na area da reproducio e a
criacdo de clones a partir de DNA de célula de um individuo adulto, utilizando como
substrato um odcito enucleado, podemos ter individuos que apresentem o DNA nuclear do
ser clonado, porém apresentam o DNA mitocondrial do ser que doou o odcito, podendo
assim alterar a caracteristica genética desse ser e interferir na identificacdo da espécie,

prejudicando a analise forense.



79

6 CONCLUSOES

Ao avaliar os trés métodos de identificacdo médico-legal para as espécies animais, pdde-se
concluir que:

1 — A técnica antropomorfolégica pode ser utilizada com grande sucesso quando
encontramos o osso femoral intacto.

2 — A utilizacdo de métodos histomorfométricos de Osteons e canais de Havers sdo de
grande valia quando temos fragmentos 6sseos que nao sabemos a espécie.

3 — O tecido 6sseo é uma grande fonte de reserva de material genético vidvel.

4 — A utilizagao do PCR-RFLP é um método de grande valia ndo sé para identificacdo das
espécies domésticas, como também para algumas espécies selvagens.

5 — O PCR-RFLP ¢ o método mais rdpido e confidvel para a identificacdo de espécies
animais

6 — Cada técnica tem sua importancia quanto a diferenciacio entre as espécies, porém o uso
concomitante de duas ou mais técnicas garantem maior segurancga e maior confiabilidade no

resultado.
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