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“Em algum lugar, alguma coisa incrivel esta esperando para ser descoberta.”
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RESUMO

SATO, C. M. Estimativa do intervalo post mortem minimo em situacdes
forenses por meio da andlise histolégica dos dentes. Dissertacdo de
Mestrado, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo,
2023.

O intervalo post mortem (IPM) é a estimativa do tempo decorrido entre o
Obito e o encontro do corpo. Os dentes sdo elementos com caracteristicas de
perenidade, e sdo capazes de se manterem integros em variadas situacdes
adversas. Sendo assim, a presente pesquisa objetivou verificar a possibilidade de
estimar o IPM minimo (IPMmin) por meio de analises histoldgicas de tecidos dentais
em situacBes de inumacédo e submersao, para simular situacdes habituais da
pratica forense. Foram obtidos 110 dentes, os quais foram divididos em quatro
grupos: controle (TO), um més (T1), trés meses (T2) e seis meses (T3). A amostra-
controle foi composta por 10 dentes. Para os demais grupos (T1, T2 e T3), foram
divididos em outros trés subgrupos: controle, inumados e submersos. Para cada
subgrupo, 10 amostras foram utilizadas. Ap6s decorrido o tempo em cada
situacdo adversa, o0s elementos foram processados e obtidas laminas
histoldgicas. O Teste ANOVA de um fator e o Teste de Tukey foram realizados na
analise quantitativa de fibras colagenas da dentina e diferencas estatisticamente
significantes foram observadas (a=5%), sendo possivel a estimativa do IPMminem
trés meses pela contagem superior a 1300000 pixels em dentes submersos, e em
inumados, superior a 800000 pixels. Pela analise qualitativa, estimou-se 0 IPMmin
de dentes submersos em seis meses pela auséncia de pré-dentina, ligamento
periodontal e reabsorcéo parcial do cemento. Em dentes inumados, o IPMmin de
trés meses indicou a auséncia de ligamento periodontal e reabsorcao parcial do
cemento, e o IPMmin de seis meses foi marcado pela auséncia de remanescente

pulpar e pré-dentina.

Palavras-chave: Ciéncias Forenses. Odontologia Legal. Odontoblastos.

Afogamento. Biologia Molecular. Histologia.



ABSTRACT

SATO, C. M. Estimation of the minimum post-mortem interval in forensic
situations through histological analysis of the teeth. Master's thesis, Ribeiréo
Preto Medical School, University of Sdo Paulo, 2023.

Post-mortem interval (PMI) estimates the time between death and finding
the body. Teeth are elements with perennial characteristics and can remain intact
in various adverse conditions. Therefore, the present research aimed to verify the
possibility of estimating the minimum PMI (PMImin) through histological analyses of
dental tissues in burial and submersion conditions to simulate conditions common
in forensic practice. One hundred ten teeth were obtained, which were divided into
four groups: control (TO), one month (T1), three months (T2), and six months (T3).
The control sample consisted of 10 teeth. The other groups (T1, T2, and T3) were
divided into three different subgroups: control, buried, and submerged. For each
subgroup, ten samples were used. After the time spent in each adverse condition,
the elements were processed, and histological blades were obtained. The one-
way ANOVA test and the Tukey test were performed in the quantitative analysis of
dentin collagen fibers, and statistically significant differences were observed
(a=5%), making it possible to estimate the PMImin in three months by counting more
than 1300000 pixels in submerged teeth, and in buried ones, greater than 800000
pixels. Through the qualitative analysis, the PMImin of submerged teeth was
estimated in six months due to the absence of pre-dentin, periodontal ligament,
and partial cementum resorption. In buried teeth, the three-month PMImin indicated
the absence of periodontal ligament and partial cementum resorption. The
absence of pulp remnants and pre-dentin featured the six-month PMImin.

Keywords: Forensic Sciences. Forensic Dentistry. Odontoblasts. Drowning.
Molecular Biology. Histology.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Odontologia no ambito forense

De acordo com as diretrizes preconizadas pela Organizacdo
Internacional de Policia Criminal (INTERPOL), a Papiloscopia, Odontologia
Legal e Analise Genética compreendem métodos primarios de identificacdo
humana (INTERPOL, 2018; FORREST, 2019). Tais métodos recebem essa
designacdo por possuirem carater autossuficiente em um processo de
identificacdo. Uma vez confirmada a identidade de um suspeito por um dos
meétodos citados, ndo ha necessidade de validacdo do resultado por outro
método (FORREST, 2019; GREENE; ALYS, 2017).

A Odontologia Legal participa tanto como método priméario de
identificacdo, como também na formacao do perfil bioldgico, com o objetivo de
reduzir o universo de suspeitos de determinada vitima (TINOCO, 2019; AVON,
2004).

Em casos em gue ha tentativa de ocultacdo de cadaver, como em casos
de inumacao e submersao de corpos, 0os quais se encontram fragmentados ou
em decomposicdo, 0S remanescentes podem perder sua integridade e,
consequentemente, comprometer a identificacdo pelas impressbes digitais
(MONTELIUS; LINDBLOM, 2012).

Além disso, a delonga na localizacdo de corpos influencia diretamente
na intervencdo ambiental e decomposicdo dos tecidos moles. Portanto, a
estimativa do IPM pela cronotanatognose, que envolve a analise de fenbmenos
e sinais cadavéricos gerais, pode ser limitada em alguns casos. Outrossim, locais
diversos promovem estagios de decomposicao incertos (DARUGE; DARUGE-
JUNIOR; FRANCESQUINI-JUNIOR, 2019).

Os elementos dentais sdo capazes de suportar as mais variadas
situacdes, como altas temperaturas, ambientes umidos e acdo de fungos e
bactérias (MONTELIUS; LINDBLOM, 2012; MALAVER; YUNIS, 2003; WURMB-
SCHWARK et al., 2003; MENON; PRADO; SILVA, 2011; DRANCOURT et al.,
2017). Assim, torna-se vantajosa a aplicacdo da Odontologia para comparacgao
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de registros ante mortem e post mortem, ou para o estudo da biologia molecular,
pela andlise genética a partir do tecido pulpar e degradacéo celular dos tecidos,

dado que os elementos dentais sofrerdo baixa influéncia ambiental.

1.2 Estrutura dental e aspectos histoldgicos

Uma das maiores virtudes do método de identificacdo pela Odontologia
€ a sua aplicabilidade em diversas situacfes adversas, tais como incineracao,
imersdo, traumas, mutilacdes e decomposicdo (REESU; AUGUSTINE; URS,
2015). Os dentes séo estruturas altamente mineralizadas e as mais resistentes
do corpo humano, que suportam a acdo do tempo, possuem durabilidade,
longevidade e alta resisténcia as situacdes extremas de degradacao (GIL-BONA;
BIDLACK, 2017; HINCHLIFFE, 2011; VAVPOTIC et al., 2009).

A propriedade de resisténcia conferida ao elemento dental é devido a
sua composicdo (CARRASCO et al, 2017). Em adultos saudaveis, a
composicdo do esmalte se divide em: 96% de fosfato de célcio (matéria
inorganica), 3% de agua e 1% corresponde a matriz organica (GIL-BONA;
BIDLACK, 2017). Ja a dentina é composta por: 70% matéria inorganica, 20%
matéria organica e 10% de agua (NANCI, 2018).

A rica composicdo de matriz inorganica confere ao esmalte a
caracteristica de insolubilidade em diversas situacbes ambientais. Suas
proteinas se mantém preservadas entre o tecido densamente mineralizado,
sendo comparativamente superior ao tecido 6sseo nesse quesito, no qual
apenas 45% sdo compostos por matéria inorganica (GIL-BONA; BIDLACK,
2017; DEMARCHI et al., 2016).

A dentina é um tecido mineralizado a base de colageno e apresenta uma
matriz extracelular composta por 90% de colageno tipo | (LINDE, 2018;
MAZZONI et al., 2015). Ainda que possua uma porcentagem maior de matéria
organica quando compara ao esmalte, Menon et al. (2018) observou a regido do
complexo dentino-pulpar (dentina, pré-dentina, camara pulpar e tecido pulpar
remanescente) em dentes inumados em até 3 meses, e concluiram que a regiao
também resiste as situacdes adversas (MENON; PRADO; SILVA, 2011).
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O cemento é uma estrutura que recobre a regido radicular do dente, e
possui estrutura similar a composicédo do osso: compreende de 45-50% matéria
inorganica, 50-55% matéria organica e agua (RISTOVA; JOSHEVA; BROZEK-
MUCHA, 2022). Por conseguinte, o conjunto das estruturas e as caracteristicas
gue as constituem, conferem alta resisténcia ao dente e se tornam objetos de

estudos na area das Ciéncias Forenses.

Sendo assim, Malaver & Yunis (2003) verificaram a possibilidade da
polpa, dentina e cemento de corpos em processo de putrefacdo servirem como
fonte de material genético para identificacdo humana. Os autores analisaram a
presenca de DNA mitocondrial na dentina, em razdo dos processos
odontoblasticos ricos em mitocdndrias e no cemento, devido a presenca de
células do ligamento periodontal ancoradas a estrutura (MALAVER & YUNIS,
2017).

Os autores acima concluiram que as estruturas dentais conferem uma
maior resisténcia, manutencdo e acesso ao material genético, mesmo em
situacdes ambientais adversas, ainda que sob mecanismos tafonémicos
destrutivos (fendmenos cadavéricos) (MALAVER & YUNIS, 2017).

No ambito das analises histolégicas, Vavpoti¢ et al. (2009) realizaram
analise em nivel molecular para quantificacdo de odontoblastos de amostras
submetidas a duas diferentes temperaturas: ambiente e refrigerada (4 graus
Celsius). Os autores desenvolveram um modelo de regresséo linear relativo aos
valores de densidade de odontoblastos e concluiram que a queda no nimero de

células é diretamente proporcional ao tempo decorrido (VAVPOTIC et al., 2009).

Carrasco et al. (2017) investigaram alteracbes quantitativas e
qualitativas da polpa. Por meio da coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE) e
Tricromio de Masson, respectivamente, observaram o nimero de odontoblastos
e densidade do tecido conjuntivo pulpar. Os autores relataram, de forma inédita,
o IPM através dos dentes pelo periodo de 6 meses em ambiente controlado. Os
resultados obtidos consistiram em queda gradual do nimero de odontoblastos
e, em contrapartida, o aumento da quantidade de colageno com o transcorrer do
tempo (CARRASCO et al., 2017).
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Atualmente, 28 tipos de colagenos foram identificados e o colageno tipo
| € o mais abundante no corpo humano (NANCI, 2018). O colageno é sintetizado
por diversas células mesenquimais (fibroblastos, cementoblastos, odontoblastos
e outros) ou por mediadores inflamatorios (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013;
NANCI, 2018). Nakamura et al. (2021) concluiram que a autélise € um processo
regulatorio crucial no mecanismo do colageno tipo | em células do ligamento
periodontal (NAKAMURA et al., 2021).

Sendo assim, considerando a possibilidade de estimativa do IPM por meio
de analise histologica dos tecidos dentais, bem como, a capacidade estrutural
dos dentes de resistirem as situacdes ambientais adversas, novos estudos em
nivel celular de andlise sdo fundamentais para que a Odontologia possa auxiliar

no direcionamento e conhecimento dos fatos apds a morte.

1.3 Intervalo post mortem

Quando restos humanos sdo encontrados, peritos ou especialistas sao
requisitados para determinar a identidade do individuo e investigar as
circunstancias do Obito. Além disso, os peritos estudam a Tanatologia e 0s
fenbmenos cadavéricos (cronotanatognose) para estimar o tempo decorrido
desde a morte do individuo (KULSHRESTHA; CHANDRA, 1987; SZELECZ et
al., 2018).

O periodo entre o 6bito e o encontro do corpo é denominado “intervalo
post mortem (IPM)” (KULSHRESTHA; CHANDRA, 1987). A estimativa do IPM &
relevante no ambito forense por contribuir na reconstituicdo das circunstancias
em casos de mortes violentas ou suspeitas, com objetivo de excluir ou limitar o
universo de suspeitos, além de auxiliar no estabelecimento da veracidade de
informacgodes fornecidas por testemunhas (YOUNG et al., 2013; GARRIDO; NAIA,
2014).

Em 1894, o pioneiro dos estudos de estagios de decomposic¢ao do corpo,
o entomologista forense Jean Pierre Mégnin, estimou o IPM de uma crianca
recém-nascida encontrada em Paris. Reuniu informacdes decorrentes da

guantidade de insetos e acaros que recobriam o corpo da vitima, e comparou
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com o laudo de necropsia emitido por um patologista (MEGNIN, 1894; SZELECZ
et al., 2018; PEROTTI, 2009).

Alguns pesquisadores utilizam o termo “IPM minimo” (IPMmin) para
pesquisas que envolvem a area da Entomologia Forense (MOORE; ADAM;
DRIJFHOUT, 2004; AMENDT et al., 2006; SZELECZ et al., 2017). De acordo
com Amendt et al. (2006), o IPMmin € baseado na estimativa dos estagios de
maturacéo de moscas necrofagas, ou seja, o célculo indica a colonizagéo pelos
primeiros insetos no cadaver até o exame perinecroscépico. Dessa forma, o
periodo minimo entre o ébito e o encontro do corpo € calculado (AMENDT et al.,
2006).

A estimativa de IPM pode ser realizada pelas técnicas
cronotanatognoéticas (FRANCA, 2004). De acordo com Franca (2004), a
estimativa do momento da morte € dividida entre recente (estudo dos fendmenos
abidticos imediatos e consecutivos) e nédo-recente (estudo das fases da

putrefacdo e dos estagios de metamorfose da fauna entomoldgica).

Com efeito, a acuracia da estimativa do IPM diminui com o tempo
transcorrido entre o Obito e o encontro do cadaver. O estudo da
cronotanatognose depende da preservacado morfolégica do cadaver, que por sua

vez, depende de fatores internos e externos (SZELECZ et al., 2018).

Em situacbes que os corpos perderam a morfologia devido a
carbonizacdo ou estado avancado de putrefacdo, a estimativa do IPM pelas
técnicas de cronotanatognose ficam comprometidas (SZELECZ et al., 2018;
GARRIDO; NAIA, 2014). Entdo, técnicas que possuem 0S remanescentes
0sseos como pilares dessa investigacao sao relatadas na literatura cientifica, tais
como métodos bioquimicos, radioquimicos e histolégicos (CAPPELA et al.,
2015).

Métodos bioquimicos consistem, principalmente, na quantificacdo de
material genético (BORGES, et al., 2021; BIANCHI et al., 2022), analise
prote6bmica (PROCOPIO et al., 2018) e datagéo por radiocarbono (CATTANEO,
2007; SZELECZ et al., 2018; UBELAKER; WU, 2020; CAPPELA et al., 2015).
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Os métodos radioquimicos, por meio de medicbes de radioisétopos,
como o isétopo radioativo Estroncio-90 (MACLAUGHLIN-BLACK et al.,1992;
UBELAKER; BUCHHOLZ; STEWART, 2006), e a espectroscopia de absorcao
(no infravermelho) em estudos de formacao 6ssea (BAPTISTA et al., 2021) e de
fluorescéncia em hemoglobinas (DONNO et al., 2022).

Métodos histolégicos se baseiam em analise de autdlise celular,
inerentes ao fendbmeno da decomposi¢do (ALLAM; ALIl; ALI, 2022; PRIETO-
BONETE; PEREZ-CARCELES; LUNA, 2015; MAHALAKSHMI et al., 2016;
YADAV et al.,, 2015). Na Odontologia, métodos de analise histolégica foram
relatados em células epiteliais da gengiva (MAHALAKSHMI et al., 2016; YADAV
et al., 2015) e em tecidos dentais (VAVPOTIC et al., 2009; CARRASCO et al.,
2017).

Conforme exposto, nota-se a variabilidade dos métodos de estimativa de
IPM na integralidade de estagios de putrefacao do corpo. No entanto, quando se
trata de remanescentes 0sseos, torna-se um desafio no ambito forense. As
técnicas relatadas na literatura cientifica possuem desvantagens em termos de
confiabilidade e precisdo. Portanto, novos métodos precisam ser estudados para
que auxiliem, de forma que a combinacéo de diferentes métodos possa fornecer

um valor acurado a pratica pericial (YADAV et al., 2015).
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2 OBJETIVO

Avaliar histologicamente o complexo dentino-pulpar (camara pulpar, pré-
dentina e dentina) e regido apical do cemento de terceiros molares
completamente formados, submetidos a situacbes forenses simuladas de
inumacéo e “afogamento” (submersdo em agua), nos intervalos de tempo de um,
trés e seis meses a fim de estimar, por meio de analises quantitativas e

qualitativas, parametros de IPMmin.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, a fim de cumprir todas as
exigéncias da Resolucédo n°466/2012 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL,
2012). Teve como numero de aprovacdo CAAE 46694021.7.0000.5440
(Apéndice A).

A pesquisa, no decorrer de sua execucao, foi alterada em relacdo ao
namero amostral e local a ser inserido para simulacdo de situacdes adversas
(inumagédo e submersao). Portanto, o projeto de pesquisa foi novamente
submetido a analise por meio de uma emenda, tendo uma resposta positiva a

alteracéo (Apéndice B).

3.2 Amostragem

A amostra foi composta de dentes extraidos por indicacdes terapéuticas,
oriundos de pacientes que passaram por intervenc¢ao cirdrgica na FORP-USP, e
doados ao Biobanco de Dentes Humanos da Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto (FORP-USP). Os individuos foram previamente informados sobre
a pesquisa por meio de um termo de consentimento livre e esclarecido e,
mediante o aceite para doacgéo, assinaram o documento de doacdo (Apéndice

C). As amostras foram coletadas entre junho de 2021 e julho de 2022.

3.2.1 Critérios de inclusao

As amostras consistiram em terceiros molares, inferiores ou superiores,
higidos, de individuos entre 18 e 45 anos, com formagcdo completa (apices

radiculares totalmente formados).

3.2.2 Critérios de exclusao
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Foram excluidos da presente pesquisa elementos dentais com presenca
de restauracdes, caries, fraturas radiculares ou coronais e outros danos
decorrentes do ato cirurgico, além da presenca de alteracdes morfologicas e

patologicas que pudessem comprometer a analise.

3.2.3 Coleta e armazenamento

Os dentes foram coletados de forma individualizada e identificados de
acordo com o sexo e idade do doador. Imediatamente apés a extracdo, os dentes
foram inseridos em um tubo plastico de 50ml e armazenados em isopor com gelo

seco (Figura 1), para mitigar a progressao das alteracfes celulares.

Figura 1 —Isopor com gelo seco, com amostras no interior do tubo plastico

Ty

Fonte: De autoria prépria, 2022

Apos a coleta de cada amostra, os dentes foram armazenados em
freezer -80°C, até a obtencdo do n amostral de cada grupo (n= 33) — 10 dentes
para cada uma das trés situacdes, divididos em subgrupos: controle, submersos

e inumados, e trés elementos para reserva, sendo um para cada subgrupo.

As amostras foram divididas de forma aleatéria, estratificada e por
blocos, em quatro grupos: TO (até um dia), T1 (primeiro més), T2 (terceiro més)

e T3 (sexto més). Dentre os grupos de tempo, foi realizada uma subdivisao:
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inumados (n=10), submersos (n=10) e controle (n=10). Dessa forma, restaram

30 dentes em diferentes situacdes adversas em cada grupo (Figura 2).

Figura 2 — Diagrama de divisdo dos grupos amostrais, de acordo com o tempo/grupo (TO,
T1, T2 e T3) e situacdo/subgrupo (controle, inumados e submersos)

Tempo Situacao
TO (1 dia) Contrale
— _ ——»
n = 10 dentes

Reserva Controle I
n=10 n=10

T1 (1 més) Inumados
n = 30 dentes n=10

Submersos
n=10
n = 110 dentes —
Contrale

n =10

Y

T2 (3 meses)

Inumados
n=10

Submersos
n=10
Contrale |
n =10

T3 (6 meses) Inumadas
n = 30 dentes n=10

Submersos
n=10

n = 30 dentes

Fonte: De autoria prépria, 2022

3.3 Situagdes: controle e situacOes adversas

A pesquisa contou com quatro grupos controle, divididos em: TO, T1, T2
e T3. Apbs a retirada do freezer -80°C, as amostras controle ficaram em
temperatura ambiente, em tubo plastico e alojadas no Laboratério de
Histotecnologia da FORP-USP.

As situacOes adversas de inumacao e submersédo foram simuladas no
Viveiro de Mudas da USP (Apéndice D), nos periodos T1, T2 e T3. As amostras

foram inseridas, separadamente, em pequenos sacos de tecido de poliéster com
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etiqueta de identificacdo, de acordo com o sexo e idade de cada doador, data da
exodontia e data de insercao nas situacfes adversas.

Os sacos que alojaram os dentes foram confeccionados com tecido de
poliéster tramado em rede e com furos hexagonais (Figura 3). Tais
caracteristicas permitem a passagem de terra, umidade e a bioturbacao,

proporcionando uma simulacéo fidedigna.

Figura 3 — Tecido de poliéster com tramas hexagonais e velcro. Etiqueta de identificacao
quanto ao sexo do doador (M — masculino) e idade (22 — vinte e dois), data da coleta ap6s
a exodontia (14/08/21), e data em grifo amarelo, referente a insercdo em situacédo adversa
(04/11/21)

M- 22

14/08/21

04/11/21

Fonte: De autoria prépria, 2021

Para a situacéo de inumacéo, escavacdes foram realizadas em lotes de
solo do Viveiro de Mudas da USP, com dimensfes de 30 centimetros de
profundidade e 30 centimetros de largura. Os elementos dentais foram inseridos
na escavagdo, de forma individual e com seus respectivos dados de
identificacéo, até completarem o periodo de um, trés e seis meses na situacéo

forense simulada.

Para simular o afogamento, elementos dentais foram submersos em um
lago no Viveiro de Mudas — USP. Para alojar as amostras, foram utilizados sacos
de poliéster e as respectivas fichas de identificagdo, de acordo com os dados do

doador e a data de inser¢ao na situagéo (Figura 3).
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Foi utilizado um viveiro de peixes, confeccionado com ago galvanizado,
para alojar as amostras submersas pelos periodos de um, trés e seis meses.
Uma corrente de ferro de quatro metros e cadeado foram utilizados para fixacao

do viveiro de peixes em arvore proxima ao lago (Figuras 4 e 5).

Figura 4 — Viveiro de peixe de ago inoxidavel, corrente de ferro e cadeado

Fonte: De autoria prépria, 2021
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Figura 5 —Insercdo de amostras na situacao de afogamento

Fonte: De autoria prépria, 2021

3.4 Preparo histoldgico

As etapas de preparo histoldégico foram realizadas no Laboratorio de
Pesquisas Morfoldgicas e no Laboratorio de Histotecnologia da FORP-USP. As
amostras foram fixadas em paraformoldeido tamponado a 4% por 24 horas ap6s
a retirada das situacdes forenses, e seguidas pela descalcificagdo em solucéo
de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) a 10%.

Apoés 24 semanas imersas no EDTA, com trocas semanais da solucéo,
0s elementos dentais atingiram uma consisténcia borrachdide. Foi possivel,
portanto, realizar um corte Gnico dos elementos dentais, no sentido coronal e
mésio-distal, no centro do dente.

As amostras foram inseridas individualmente em cassete histoldgico
(Figura 6), para serem introduzidas nas etapas de desidratacdo, diafanizacéo e
impregnacdo, no processador de tecido (LEICA TP1020, LEICA™, Alemanha).
Seguiu-se a inclusdo das amostras em blocos de parafina.
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Figura 6 — Dente com corte no sentido coronal inserido no cassete histolégico
Legenda - Dados correspondentes: A —situacao de afogamento (submerso); F —individuo

do sexo feminino; 22 (vinte e dois): idade na data da exodontia; 22/11/21 - data da
exodontia

LHHEETHTHIT,

. s

Tummnnne
e

»

Fonte: De autoria prépria, 2022

Apos a obtencdo dos blocos de parafina, prosseguiu-se ao corte dos
elementos com o micrétomo (LEICA RM2025, LEICA™, Alemanha), no sentido
mésio-distal e em espessura de seis micrometros para obtencdo de laminas
histolégicas. Os cortes foram realizados de forma seriada e escalonada, para
evitar o enviesamento da amostra (Figura 7).
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Figura 7 — Corte do bloco de parafina no micrétomo

Fonte: De autoria prépria, 2022

Para a coloracéo das laminas com HE e Picro Sirius Red (PSR), iniciou-
se pelo processo de desparafinizacdo com xilol, hidratacdo em &lcool em
sequéncia decrescente de concentracao (100%, 90%, 80%, 70%) e lavagem em
agua corrente. Apoés, iniciou-se a coloracdo com hematoxilina por trés minutos.
Lavagem em agua corrente, e, coloracdo com eosina por seis minutos. A
coloracdo com PSR teve duracdo de uma hora. O processo das coloracdes se
sucedeu pela imersédo da lamina em série alcodlica crescente (70%, 80%, 90%
e 100%) e diafanizacdo com xilol. Finalizou-se com a selagem da lamina, ou

seja, a insercdo da laminula sobre o tecido corado.

3.5 Analise microscoépica

ApoOs concluidas essas etapas, as laminas histolégicas foram analisadas
no Laboratdrio de Microscopia da FORP-USP, utilizando-se um microscopio
(AXIO IMAGER 22, Zeiss, Alemanha) para obtencao de imagens.

3.5.1 Anélise quantitativa
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O software AxioVision Program (Zeiss, Alemanha) foi utilizado para
quantificar as fibras colagenas presentes na dentina adjacente a camara pulpar,
por meio da coloracdo PSR em microscopia polarizada (Figura 8).

Figura 8 — Dentina e cAmara pulpar vistas a partir de imagem com microscopia polarizada

utilizando a coloracdo PSR. 40x — Escala 100um. Caracteristicas da amostra — grupo: T2,
subgrupo: enterrados, sexo feminino, 23 anos

Dentina

Céamara pulpar

Fonte: De autoria prépria, 2023

Dois cortes escalonados de cada elemento foram analisados em
microscopio com objetiva de 40x, em cada corte, seis imagens foram obtidas das
regides coronal mesial e distal, radicular mesial e distal, teto e assoalho da
camara pulpar, com intuito de abranger a area do complexo dentino-pulpar a ser
analisada. Portanto, doze imagens e medidas de cada elemento dental
compuseram a média de uma amostra.

Através da ferramenta Automatic Measurement Programs, a regido da
dentina foi demarcada. Em imagens em que a area excedeu os limites de
interesse (areas em que as fibras sugerissem restos pulpares), o contorno foi

realizado manualmente para excluséo (Figura 9).
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Figura 9 — Excluséo de areas demarcadas pelo software (setas) e excluidas para contagem
em pixels. 40x — Escala 100um. A: setas indicam as areas a serem excluidas. B: imagem A
apos a excluséo. C: setas indicam areas de tecido sugestivo de remanescente pulpar a
serem excluidas. D: imagem C ap6s a exclusao

Fonte: De autoria prépria, 2023

As medidas foram obtidas em pixels e os dados foram tabulados em uma
planilha do software Excel® (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA). Para cada
elemento, foi calculada a média e desvio padrédo de 12 medidas. A partir do
resultado obtido para cada dente, foi calculada a média da amostra total para
cada grupo das situacfes adversas submetidas.

As variaveis de interesse (tempo e quantidade de pixels) tiveram sua
normalidade analisadas por meio de inspecdes visuais de histogramas e Q-Q
plots. Foi realizado o Teste de correlacdo de Pearson entre tempo e contagem —
em pixels — de colageno, contabilizados por situacfes forenses submetidas
(controle, submersos e inumados). O nivel de significancia estabelecido foi de
a=5%. Para verificar a significancia estatistica das diferencas entre subgrupos e
tempos, foi realizado o Teste de Analise de Variancia (ANOVA) de um fator e
Teste de Tukey. Toda a estatistica descritiva e inferencial foi realizada pelo

software Rstudio versdo 4.1.0© (Rstudio, Inc. software).

A avaliagdo do IPMmin nesta andlise quantitativa foi verificada por meio

de limiares de contagem de fibras colagenas em pixels, do menor periodo
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possivel. A verificagdo de diferenca estatisticamente significante pelo Teste
ANOVA foi decisivo para a predicdo do IPMmin.

3.5.2 Andlise qualitativa e estimativa do IPMmin

Laminas com coloragcdo HE do complexo dentino-pulpar e regido apical
do cemento, com objetivas de 10x e 40x, foram analisadas por meio de
parametros histologicos. Os dados coletados consistiram nas caracteristicas
guanto a presenca ou auséncia de estruturas sugestivas de polpa, pré-dentina,
cemento e ligamento periodontal. Tais dados também foram tabulados em uma
nova planilha do software Excel® (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA) e
submetidos a estatistica descritiva.

Os parametros para avaliacdo do IPMmin foram considerados quando as
estruturas analisadas (polpa, pré-dentina, cemento ou ligamento periodontal)

relataram, pela primeira vez na tabela, auséncia total das estruturas.

3.6 Andlise de pH de agua e solo

As andlises de pH de &gua e solo foram realizadas no Laboratério de
Quimica Analitica Instrumental e Aplicada, da Faculdade de Filosofia, Ciéncias
e Letras de Ribeirdo Preto. O medidor de pH R-TEC-7/2-MP Tecnal foi utilizado
(TECNAL, Piracicaba, SP, Brasil) (Figura 10).
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Figura 10 — pHmetro utilizado na anélise de agua e solo

Fonte: De autoria prépria, 2023

A técnica foi empregada conforme o Manual de Métodos de Analise de
Solos da Embrapa (TEIXEIRA et al., 2017), em inclinacdo a 91% e temperatura
a 21,1°C. Para a mensuracéo do pH de solo, foi utilizada uma solucéo de cloreto
de célcio (CaClz2). Trés amostras de solo e de agua foram utilizadas para medicéo

do pH e o desvio padréao de cada elemento foi calculado.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacdo da amostra e das situacdes forenses

A amostra foi composta por um total de 110 dentes recém-extraidos.
Onze amostras foram excluidas: um elemento do grupo “T2 — inumados” e dois
do grupo “T3 — submersos” foram perdidos durante a insercdo nas respectivas
situacOes forenses, oito elementos foram excluidos por falha no corte histolégico
ou pela delonga no processo de desmineralizagdo do esmalte. Portanto, a
amostra final foi composta de 99 dentes, dos quais, 55 eram provenientes de

individuos do sexo masculino e 44 do sexo feminino.

As caracteristicas das amostras distribuidas por grupos e subgrupos
estédo representadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas da amostra quanto ao sexo e idade, divididos por grupos e
subgrupos

Legenda - TO: controle, T1: 1 més, T2: 3 meses, T3: 6 meses. M: masculino, F: feminino

Grupos Sexo Idade Média | Desvio padrao
M F
TO 7 3 30,1 6,3
T 23 7 25,8 7,4
T2 10 20 25,6 6,2
T3 15 14 25,4 6,1
Subgrupos Sexo Idade Média | Desvio padrao
M F
Controle 21 19 26,0 6,4
Submersos 19 10 27,2 7,9
Inumados 15 15 25,0 5,6
Total 55 44 26,0 6,6

Fonte: De autoria prépria, 2023

O grupo TO apresentou uma faixa etaria mais elevada em relagdo aos
outros grupos e subgrupos (Tabela 1). No entanto, a amostra total teve uma
meédia de idade de 26,0 anos, valor similar a faixa etaria entre as situacdes

forenses e grupos de tempo. As situacdes forenses foram caracterizadas pelo
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pH da agua igual a 6,24 (DP: 0,09), e o solo, quando mensurado com CaClz, pH:
5,21 (DP: 0,18).

4.2 Quantificacado de fibras colagenas

No total, 1188 (mil cento e oitenta e oito) imagens com coloracdo PSR
foram analisadas com intuito de quantificar as fibras colagenas presentes na

dentina préxima a camara pulpar em pixels.

Para compreender o padrao que as fibras coldgenas se comportam apos
a morte (periodo em que ha supressao de sangue e oxigénio, como no momento
da extracdo), o subgrupo controle foi estudado nos periodos TO, T1, T2 e T3. As
variaveis tempo e quantidade de pixels apresentaram tendéncia a distribuicao
normal. O Teste ANOVA de um fator foi executado e os resultados estédo

representados na Tabela 2 e grafico boxplot na Figura 11.

Tabela 2 — Contagem de colageno e desvio padrdo (em pixels) dos subgrupos por tempo
Legenda — Letras diferentes em mailsculo indicam as diferencas das colunas, letras
minusculas diferentes indicam diferencas significativas em tempos dentro de um
subgrupo. *valores estatisticamente significantes (Teste ANOVA). DP: desvio padrao

TO T1 T2 T3 Valor-p

Controle 396840.12 535611.0%2 2408496.340 1158726.5A¢ <0,001*
(DP) (176383.7) (217682.6) (424402.3) (419457.7)

Submersos NA 375199.742 1817492.08b 1555148.9Ab <0,001*
(DP) (187071.9) (565851.3) (511939.4)

Inumados NA 142469.1B2 951422.6¢P 625951.08¢ <0,001*
(DP) (75843.1) (163493.3) (252880.4)

Valor-p - <0.001* <0.001* <0.01* -

Fonte: De autoria prépria, 2023
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Figura 11 — Boxplot contagem de fibras colagenas (em pixels) em dentina do subgrupo
“controle”, de acordo com o tempo estudado (TO, T1, T2 e T3)

2000000
|

CONTAGEM

500000 1000000

T0 T1 T2 T3
TEMPO

Fonte: De autoria prépria, 2023

No momento da remoc¢do do freezer -80°C até um dia (T0), as fibras
colagenas se concentram entre 300000 e 50000 pixels. Ap6s um més, no T1, a
contagem em pixels ndo apresentou diferenca estatisticamente significante entre
ambos os periodos. No entanto, trés meses apos a extracdo (T2), a quantidade
de fibras colagenas atingiu seu apice, com contagem em pixels estatisticamente

significante entre os grupos TO e T1.

Em T3, periodo de seis meses em temperatura ambiente, observou-se o
decréscimo no quantitativo de fibras coladgenas, bem como uma maior dispersao
dos dados. Apresentou diferenca estatisticamente significante com os demais
periodos (TO, T1 e T2) (Tabela 2, Figura 11).

A Tabela 2 apresenta também as médias e os respectivos desvios padrao
de cada situacao forense, em relagdo aos grupos de tempo, e a Figura 12
representa o grafico de boxplot com os subgrupos (controle, submersos e
inumados) em T1, T2 e T3.
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Figura 12 — Boxplot contagem de fibras colagenas (em pixels) em dentina dos subgrupos
emT1,T2eT3
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Fonte: De autoria prépria, 2023

O subgrupo “submersos” em agua, quando comparado entre grupos de
tempo, apresentou diferenca significativa apenas em T1 com os outros periodos
(T2 e T3) (Tabela 2). Quando comparado aos demais subgrupos (controle e
inumados), apresentou indices menores que “controle” em T1 e T2, e, indices
superiores ao subgrupo “inumados”. No entanto, em T3, apresentou um
comportamento  atipico quando comparado aos outros subgrupos

especificamente nesse sexto més (Figura 12).

Em T1, o subgrupo “submersos” ndo apresentou diferenca
estatisticamente significante com as amostras-controle, apenas com inumados.
Em T2, houve diferenca entre os trés subgrupos, e em T3, apresentou diferenca

somente com o subgrupo “inumados” (Tabela 2).

O subgrupo “inumados” em grupos de tempo (T1, T2 e T3) apresentou
diferenca estatisticamente significante entre todos os periodos. Quando
comparado com o0s demais subgrupos, apresentou diferencas em todas as

situacbes e em todos os periodos (Tabela 2). Nota-se que o subgrupo
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‘inumados” demonstrou, em todos os grupos de tempo estudados, 0 menor

indice de colageno, quando contado em pixels (Figura 12).

4.3 Parametros histolégicos qualitativos

As estruturas analisadas sao sugestivas de presenca ou auséncia de
polpa (ou restos pulpares anucleados), pré-dentina, cemento e ligamento
periodontal. Os dados foram tabulados de acordo com o0s grupos de tempo e

subgrupos de situagdes forenses, e estao contidos na Tabela 3.

Tabela 3 — Anélise qualitativa por subgrupos (controle, submersos e inumados) e grupos
(TO, T1, T2 e T3)

Lig.

Polpa Pré-dentina Cemento Perioélgontal

Subgrupos |Grupos| Sim Nao Sim Nao Sim Nao Sim Nao
TO 10 0 10 0 10 0 10 0

Controle Tl 10 0 5 5 10 0 9 1
T2 8 2 2 8 9 1 9 1

T3 10 0 0 10 10 0 10 0

Tl 10 0 9 1 10 0 0 10

Submersos T2 6 4 8 2 10 0 4 6
T3 1 9 0 10 10 0 0 10

Tl 7 3 4 6 10 0 1 9

Inumados T2 3 7 1 9 10 0 0 10
T3 0 10 0 10 8 2 0 10

Fonte: De autoria prépria, 2023

As imagens histologicas do complexo dentino-pulpar foram realizadas
na regido do assoalho da camara pulpar e no terco apical (regido do cemento e
do ligamento periodontal). As Figuras 13 a 18 representam caracteristicas mais
frequentes observadas em cada subgrupo de situacdes forenses, comparadas
com o grupo “controle” (TO), e periodos de tempos representados por grupos,

como pode ser observado na Tabela 3.
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Figura 13 — Regido do complexo dentino-pulpar do subgrupo “controle” em coloracao HE.
10x (a esquerda) e 40x (a direita). AeB: TO; C,D,EeF: T1;GeH: T2;1e J: T3
Legenda — P: polpa, Od: odontoblastos, PD: pré-dentina, D: dentina
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Fonte: De autoria prépria, 2023



44

Figura 14 — Regido do tergo apical do subgrupo “controle” em coloracdo HE. 10x (a
esquerda) e 40x (a direita). AeB: TO; CeD: T1;EeF: T2; GeH: T3
Legenda - D: dentina, C: cemento, LP: ligamento periodontal

CONTROLE

Fonte: De autoria prépria, 2023.
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Figura 15 — Regido do complexo dentino-pulpar do subgrupo “submersos” em coloracéo
HE. 10x (a esquerda) e 40x (a direita). AeB: TO; CeD: T1,;E,F,GeH: T2;1eJ: T3
Legenda — P: polpa, Od: odontoblastos, PD: pré-dentina, D: dentina
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Fonte: De autoria prépria, 2023
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Figura 16 — Regido do tergo apical do subgrupo “submersos” em coloragcdo HE. 10x (a
esquerda) e 40x (a direita). AeB: TO; CeD: T1;EeF: T2; GeH: T3
Legenda - D: dentina, C: cemento, LP: ligamento periodontal

SUBMERSOS

Fonte: De autoria prépria, 2023
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Figura 17 — Regido do complexo dentino-pulpar do subgrupo “inumados” em coloracao
HE. 10x (a esquerda) e 40x (a direita). AeB: TO;CeD: T1;EeF: T2; GeH: T3
Legenda — P: polpa, Od: odontoblastos, PD: pré-dentina, D: dentina
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Fonte: De autoria prépria, 2023



Figura 18 — Regido do tergo apical do subgrupo “inumados” em coloragcéo HE. 10x (a
esquerda) e 40x (a direita). AeB: TO; CeD: T1;EeF: T2; GeH: T3

Legenda - D: dentina, C: cemento, LP: ligamento periodontal

INUMADOS

Fonte: De autoria prépria, 2023
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As caracteristicas das estruturas mais frequentes do subgrupo “controle”
estdo representadas pelas Figuras 13 e 14, pela regido do complexo dentino-
pular e regido do terco apical, respectivamente. Em TO, apresentou integridade
em todas as estruturas analisadas. A polpa continha camada de odontoblastos
com nucleos intactos e fibras aderidas a camara pulpar, onde foi possivel
observar, por meio da coloracdo HE, a pré-dentina em todas as amostras do
grupo (Figura 13A e 13B).

bY

Em T1, apresentou desuniformidade quanto a integridade da polpa.
Observou-se camada odontoblastica proxima a dentina, mas, a presenca de
restos pulpares com auséncia de nucleos foi a caracteristica mais recorrente.
N&o é possivel, portanto, constatar a presenca de camada de odontoblastos,
como foi possivel em TO. A pré-dentina demonstrou estar na linde nesse grupo
de tempo, portanto, as Figuras 13C, 13D, 13E e 13F apresentam ambas as

caracteristicas.

No periodo T2, trés meses ap0s a retirada das amostras das situacdes
forenses, o subgrupo “controle” apresentou resultado positivo a restos pulpares
superior ao resultado negativo. No entanto, quanto a pré-dentina, apresentou
baixo indice (quase nulo) de presenca dessa matriz (Figura 13G e 13H).

ApoOs seis meses submetidos em situacdes forenses, os parametros de
regressao se tornam mais consolidados. Em T3, a presenca de restos pulpares
€ uma caracteristica especifica da amostra-controle em seis meses. A pré-
dentina ndo esteve presente em nenhuma amostra desse subgrupo (Tabela 3,
Figura 131 e 13J).

Quando analisado o terco apical do dente, o subgrupo “controle” n&o
apresentou grandes variagcdes na estrutura do cemento e do ligamento
periodontal. Em TO, ambas as estruturas se apresentaram integras, com
presenca de regides violaceas, com tons mais escuros, sugestivas de nucleos
celulares do ligamento periodontal corados pela hematoxilina (Figura 14A e
14B).

Em T1 (Figuras 14C e 14D), a presenca do cemento foi unanime neste
grupo e o ligamento periodontal, por sua vez, esteve presente em nove das 10

amostras (Tabela 3). No periodo T2, o cemento e ligamento periodontal
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estiveram presentes na maioria das amostras (Figuras 14E e 14F). Em T3,
ambas as estruturas estiveram presentes integralmente no subgrupo “controle”
(Figuras 14G e 14H).

As caracteristicas mais frequentes do subgrupo “submersos” estédo
representadas pelas Figuras 15 e 16. Em T1, foi constatada a presenca de
restos pulpares em todas as amostras. Algumas regides apresentaram regides
violaceas mais escuras, em formatos elipticos, que sugeriram nucleos em
decomposicao. A pré-dentina esteve presente em nove das 10 amostras, sendo
superior aos demais subgrupos (Tabela 3, Figura 15C e 15D).

Em T2, as caracteristicas passam a se dissemelharem. E o periodo em
que € observado maiores variacdes entre as estruturas analisadas em todos 0s
subgrupos (Tabela 3). Em “submersos” a presengca de restos pulpares
apresentou maior frequéncia e estao representadas pelas Figuras 15E e 15F. A
presenca de pré-dentina € uma caracteristica constante de amostras dessa
situacao forense, e estao representadas pelas Figuras 15G e 15H.

No periodo T3, foi constatada a presenca de restos pulpares em apenas
uma das 10 amostras. A pré-dentina esteve ausente em todas as amostras da
situacdo de dentes submersos em agua por seis meses (Tabela 3, Figuras 15l e
15J). Quando analisadas as estruturas do terco apical, 0 cemento no subgrupo
“submersos”, esteve presente em todos os periodos estudados (Tabela 3, Figura
16). No entanto, o periodo T3 é caracterizado pela reabsorcédo parcial dessa
estrutura em todo o grupo amostral (Figuras 16G e 16H).

O ligamento periodontal apresentou uma divergéncia entre os periodos
T1 e T2, como se observa na Tabela 3: em um més (T1), o subgrupo marcou a
auséncia em sua totalidade (Figuras 16C e 16D), ao passo que, em trés meses
(T2), relatou-se presenca dessa estrutura, apesar da menor propor¢cédo — quatro
de 10 amostras — portanto, as Figuras 16E e 16F estdo representadas pela
auséncia do ligamento periodontal. Em T3, esteve ausente em todos os dentes
analisados (Figuras 16G e 16H).

No subgrupo “inumados”, em T1, a presenca de restos pulpares foi inferior
quando comparado aos demais subgrupos (controle e submersos). Sete
amostras apresentaram restos pulpares sem nucleos, enquanto trés nao

apresentaram nenhuma evidéncia deste tecido. Ademais, a auséncia de pré-
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dentina foi superior ao nimero constatado dessa estrutura (Tabela 3, Figura 17C
e 17D).

Em T2, houve uma queda no niumero de presenca de restos pulpares
em dentes inumados, assim como apenas uma amostra apresentou a pré-
dentina (Tabela 3, Figura 17E e 17F). O periodo T3 é marcado pela auséncia
total de restos pulpares e da pré-dentina, quando analisado o complexo dentino-

pulpar de dentes submetidos a situacéo de inumacéao (Figura 17G e 17H).

A regido do tergo apical no subgrupo “inumados” & caracterizada pela
presenca de cemento nos trés periodos estudados. Com excecdo de T3 que
apresentou auséncia em duas amostras, em T1 e T2, constatou-se a presenca
do cemento nas 10 amostras estudadas. Contudo, observa-se uma reabsorcéo
parcial desta estrutura com inicio em T2 (Figuras 18E e 18F) e sucedido pelo
periodo T3 (Figuras 18G e 18H). O ligamento periodontal esteve presente em
apenas uma amostra do periodo T1l. Os demais periodos (T2 e T3) foram

caracterizados pela inobservéancia desta estrutura (Tabela 3, Figura 18).

4.4 Anédlise estatistica

O Coeficiente de Correlacdo de Pearson foi realizado entre duas
variaveis de escala métrica (tempo e quantidade de pixels) da andlise
quantitativa das fibras colagenas. O coeficiente entre tempo e subgrupo
“controle” foi de 0.4344153, indicando uma correlagédo fraca entre as variaveis.

Entre a variavel “tempo” e “submersos”, a correlagao de Pearson foi de
0.5981992, indicando uma correlagcdo moderada. Por fim, entre “tempo” e
‘inumados”, a correlagao foi 0.4153299, também apontando uma correlagédo

fraca. Diante desses valores, ndo se optou por fazer grafico de correlacao.
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5 DISCUSSAO

A estimativa do IPM é um grande desafio no ambito forense (WANG et al.,
2022). As limitagbes advém do avancado estagio de decomposicdo e a
putrefacdo atipica em ambientes externos. Isto porque, a duracédo dos estagios
de decomposicdo da morte depende, dentre outros fatores, da temperatura,
umidade e acesso da microbiota cadavérica ao corpo (SZELECZ et al., 2018;
MEGYESI; NAWROCKI; HASKELL, 2005).

Nos casos em que 0s corpos sdo encontrados em ambientes externos,
como submersos em agua ou inumados sob a terra, a aplicacdo da Odontologia
Legal é vantajosa para o exame pericial, tendo em vista que os elementos
dentais sdo capazes de suportarem diversas situacdes forenses (MALAVER,;
YUNIS, 2003; DRANCOURT et al., 2017).

A caracteristica de perenidade atribuida aos dentes sobrevém de sua alta
composicao inorganica, principalmente do esmalte e do cemento (GIL-BONA;
BIDLACK, 2017). Apesar de ndo possuirem a mesma por¢cdo de matriz
inorganica, ambas sao estruturas mais externas ao dente e possuem a funcao
em comum de protecdo dos tecidos dentais internos (NANCI, 2018).

Desse modo, estudos com dentes em situacfes forenses se tornam
promissores para auxiliar a instrugéo criminal (YOUNG et al., 2013; GARRIDO;
NAIA, 2014), e alguns estudos de estimativa do IPM a partir da analise
histolégica dos dentes foram descritos na literatura cientifica (VAVPOTIC et al.,
2009; MENON; PRADO; SILVA, 2011; YOUNG et al., 2013; CARRASCO et al.,
2017).

Ressalta-se que o estudo do IPMmin descrito por alguns pesquisadores
corresponde a analise do nivel mais avancado de maturagcdo da mosca
necrofaga do cadaver em evidéncia (MOORE; ADAM; DRIJFHOUT, 2004;
AMENDT et al., 2006; SZELECZ et al., 2017). Todavia, 0 estudo do IPMmin
realizado neste trabalho é uma analogia aos descritos pela Entomologia
Forense, por buscarem uma finalidade em comum: a estimativa do menor
periodo possivel entre o 6bito e o encontro do cadaver.

Até o momento, ndo se constataram estudos que utilizam o termo “IPMmin”

para analises a nivel celular ou por quantificacdo de estruturas, no entanto, €
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possivel que a aplicagdo desta terminologia possa ser oportuna para estimar
propriamente o periodo minimo do IPM por meio dos dentes.

No que concerne a estimativa do IPM pela analise histologica dental,
Carrasco et al. (2017) observaram o comportamento do tecido pulpar de dentes
mantidos em temperatura ambiente por um dia, um més, trés meses e seis
meses, e 0s resultados relatados ratificam em partes com os achados da
presente pesquisa.

Os autores acima descreveram as alteragbes qualitativas da polpa, com
foco em odontoblastos: em 24 horas, a matriz extracelular (MEC) se apresentou
homogénea e com grande nimero de nucleos distribuidos pelo tecido conjuntivo
(CARRASCO et al., 2017). Assim como € possivel observar na Figura 13, os
resultados da presente pesquisa demonstraram integridade pulpar com regides
violaceas sugestivas de nudcleos de células bem difundidos por todo tecido
pulpar.

Na analise de um més, observou-se o inicio da perda da homogeneizacao
da MEC com é&reas de vacuolizacdo (CARRASCO et al., 2017). Em T1, apesar
da polpa estar presente em todas as situa¢des controle (Tabela 3), € importante
salientar que a presenca dessa estrutura nesta analise nao revela,
necessariamente, a presenca de nucleos. A polpa dental pode estar
representada por restos pulpares sem células nucleadas (Figura 13).

A presenca de restos pulpares se repetiu integralmente no subgrupo
“submersos” em T1, e em “inumados”, a degradacéao foi comparativamente mais
ativa que nos demais subgrupos, pois, ao observar a Tabela 3, verifica-se que
h& amostras inumadas que n&do apresentaram restos pulpares.

Em trés meses, Carrasco et al. (2017) indicaram que os ndcleos — antes
bem conservados — ndo apresentaram morfologia bem definida, com cromatina
irregular e MEC com areas desagregadas. Os achados do presente estudo
indicaram que no subgrupo “controle” se inicia a perda de remanescente pulpar
(Tabela 3, Figura 13).

Nas situacOes de simulacdes forenses, os subgrupos “submersos” e
‘inumados” apresentaram menor frequéncia de constatacdo de remanescente
pulpar em trés meses. Nota-se que o subgrupo “‘inumados” apresentou um
namero de amostras inferior aos demais subgrupos (Tabela 3), mas ainda em

T2, ndo é possivel inferir um IPMmin pela auséncia da polpa (Figura 13).
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Na andalise de seis meses, a MEC apresentou area totalmente
desagregada, baixa densidade nuclear e aparéncia fibrosa do tecido
(CARRASCO et al., 2017). Apesar disso, esteve presente nas amostras de
Carrasco et al. (2017) assim como no subgrupo “controle” da presente pesquisa.
Em seis meses, ainda foi possivel constatar a presenca de restos pulpares, ndo
sendo um parametro possivel, portanto, para indicar o IPMmin €m situacdes
controladas pela auséncia desta estrutura (Tabela 3, Figura 13).

N&o obstante que em situacdes forenses, o tecido pulpar se apresentou
em apenas uma amostra do subgrupo “submersos”, ao passo que fora
inexistente em todas as amostras do subgrupo “inumados” (Tabela 3). Por
conseguinte, infere-se que é possivel estimar o IPMmin de seis meses em dentes
inumados por meio da auséncia total do tecido pulpar (Figura 13).

Além da analise qualitativa do tecido pulpar, Carrasco et al. (2017)
avaliaram a densidade do tecido conjuntivo da polpa por meio da coloracao
Tricromio de Masson em um periodo de seis meses. O Tricrdbmio de Masson é
um corante para distinguir diferentes tipos de tecidos conjuntivos, enquanto o
PSR, utilizado na presente pesquisa, € especifico para coloracdo de fibras
colagenas (LATTOUF et al., 2014).

A quantificacéo fibras colagenas nesta pesquisa foi realizada na dentina
adjacente a camara pulpar. Apesar de ser uma regido distinta daquela de
Carrasco et al. (2017), é possivel que os resultados de ambas as pesquisas
possuam associacao, tendo em vista a proximidade das areas estudadas.

A partir do comportamento de fibras colagenas do subgrupo “controle”,
teve-se como parametro o aumento de fibras colagenas quantificadas em pixels
entre TO e T2, e apresentou um decréscimo entre T2 e T3 (Tabela 2, Figura 11).
No estudo de Carrasco et al. (2017), a porcentagem do colageno em seis meses
foi significativamente maior que os demais periodos.

Pelo Teste ANOVA de um fator, constatou-se diferenca estatisticamente
significante entre o subgrupo “controle” e os periodos estudados, exceto entre
TO e T1 (Tabela 2). E possivel que os dados relatados nesta pesquisa possam
auxiliar na estimativa do IPMmin, principalmente no que tange o periodo T2
(acima de 2000000 pixels), tendo em vista que em TO e T1 (abaixo de 1000000
pixels) podem conflitarem com periodos superiores a T3, que carecem de serem

estudados para que seja possivel observar o decréscimo das fibras colagenas.
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Assim como sugeriram Carrasco et al. (2017) para a execucao da
pesquisa em diferentes situacdes ambientais, a analise quantitativa de pixels do
presente trabalho revelou que o comportamento do subgrupo “controle” se
reproduziu em situacdes forenses de submersao e inumacdo — apesar de
algumas amostras do subgrupo “submersos” estarem além da contagem em seis
meses quando comparado ao terceiro més (Tabela 2, Figura 12).

Ainda assim, houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos de tempo e subgrupos, o que pode indicar possiveis caminhos para a
estimativa de IPMmin nestes periodos e situagfes estudados. No subgrupo
“submersos”, a diferenca estatisticamente significante se observou entre T1 e
T2; T1 e T3 (Tabela 2). O numero elevado de fibras colagenas (acima de
1300000 pixels) pode inferir um IPMmin de trés meses. A quantidade de pixels
superior ao limiar citado ocorre também em seis meses, mas, 0 IPMmin €&,
invariavelmente, o menor periodo possivel.

No subgrupo “inumados”, o Teste ANOVA de um fator indicou diferenca
estatisticamente significante entre todos os periodos estudados (Tabela 2). Isso
revela que € possivel a estimativa do IPMmin em trés meses, quando a
quantificacdo de fibras colagenas é superior a 800000 pixels, considerando que
a tendéncia observada a partir de trés meses é a reducéao de pixels (Figura 12).

O Teste de Correlagcdo de Pearson demonstrou uma correlacdo fraca
entre as variaveis “tempo” e “situagdo”. As razOes para tal podem estar
associadas ao comportamento do aumento da quantidade de fibras colagenas
em até trés meses, e o inicio de decréscimo a partir deste periodo, conferindo
um padréo néo-linear entre as variaveis (Figuras 11 e 12).

A correlacdo moderada entre “tempo” e subgrupo “submersos’
(0.5981992) pode ser explicada pelas amostras em T3 que estdo além do
intervalo de T2 (Figura 12). Especificamente neste sexto més, a contagem de
fibras colagenas apresentou um comportamento atipico quando comparada aos
demais subgrupos (controle e inumados).

Acredita-se, portanto, que as informacdes ja descritas por Carrasco et al.
(2017), somadas aos dados deste trabalho, podem aumentar o conjunto de
caracteristicas dos tecidos dentais nos periodos descritos, e possivelmente, o
estabelecimento de métodos confiaveis da estimativa do IPMmin por intermédio

de analise histoldgica dos dentes.
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Cabe ressaltar que a justificativa de ter analisado a regido da dentina
proxima a polpa €, justamente, a observacdo das alteracdes decorrentes da
decomposicdo do tecido pulpar e seus anexos ap0s a supressao de sangue e
oxigénio. Nessa perspectiva, a presente pesquisa buscou também analisar o
comportamento e o padrdo de decomposi¢céo da pré-dentina (Tabela 3).

As alteracdes encontradas no tecido pulpar demonstraram que as
amostras sao influenciadas pelas situacdes do local em que o elemento dental é
encontrado. No entanto, a pré-dentina ndo acompanhou esse comportamento.
Em T1 e T2, o subgrupo “submersos” se destacou pela presengca quando
comparado as outras situacoes estudadas (Tabela 3, Figura 15).

Isto reflete nos estudos que envolvem essa estrutura, como exemplo, a
estimativa da idade por meio da racemizagédo do acido pela dentina e cemento
(HELFMAN & BADA, 1976). A analise qualitativa da pré-dentina deste estudo
propde que pesquisas que envolvem essa estrutura talvez possam ser mais bem
conservadas em agua ao invés de ambiente seco.

Essa hipétese se fundamenta na observacao da presenca de pré-dentina
no subgrupo “submersos” em T1 e T2, que pressupde menor reabsor¢cao interna
da dentina. No entanto, em seis meses € o periodo em que houve reabsorcéo
total dessa estrutura, em quaisquer subgrupos (Tabela 3, Figura 15). Portanto, o
IPMmin @ partir da auséncia dessa estrutura — tanto em situagdes controladas,
como em situacdes adversas de submerséo e inumacao — € de seis meses.

A presenca de pré-dentina, no entanto, ndo esta associada ao aumento
observado de colageno tipo | na regido da dentina (Tabelas 2 e 3). No subgrupo
“submersos” a manutencédo de pré-dentina em T2 foi mais frequente que nos
demais subgrupos, enquanto a contagem de pixels de fibras colagenas no
subgrupo “controle”, neste mesmo periodo, fora superior.

Ainda néo se conhece razfes para o aumento de fibras colagenas em até
trés meses na regido da dentina, mas, um estudo realizado por Nakamura et al.
(2021) associou a autofagia ao favorecimento da sintese de colageno tipo | no
ligamento periodontal. A autofagia € um termo genérico para as vias em que o0s
materiais citoplasmaticos sao transferidos aos lisossomos em células animais
(NAKAMURA et al., 2021). Trata-se do principal sistema de decomposi¢cao
intracelular cujo objetivo €, segundo Mizushima & Komatsu (2011), além da
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eliminacdo de materiais, a adaptacdo metabdlica, controle de qualidade
intracelular e homeostase.

Nesse sentido, ao fazer uma analogia com o estudo de Nakamura et al.
(2021) com o aumento do colageno tipo | na dentina apresentado nos trés
subgrupos até T2 (Figuras 11 e 12), pode ser explicado pela autofagia das
células como odontoblastos e fibroblastos da polpa, em uma tentativa de se
adaptarem a inibicdo de circulacéo e nutrientes decorrentes da morte. A partir de
trés meses, a tendéncia a queda de contagem de fibras colagenas pode ser
explicada pelo préprio processo de autolise decorrente dos fendmenos
cadaveéricos destrutivos da morte (FRANCA, 2004).

Apesar de a pesquisa de Nakamura et al. (2021) estar associada ao
ligamento periodontal quando em processo de autofagia, até o momento nédo
foram encontradas na literatura cientifica raz6es para que ocorra a sintese e 0
aumento de colageno em dentina, conforme observado no presente estudo, apos
a cessdo da circulacdo. E possivel que o estudo realizado em ligamento
periodontal também possa ser aplicado a autofagia da dentina. No entanto,
estudos especificos nesse assunto sao necessarios para elucidacdo das causas
desse fenébmenao.

Assim como o tecido pulpar, o ligamento periodontal € uma estrutura que
se destacou pela forte influéncia que sofre pelo meio em que se encontra (Tabela
3). Trata-se de um tecido conjuntivo rico em fibras colagenas, que se localiza
entre 0 cemento e 0sso alveolar, e atua como uma barreira biolégica protetiva
(NAKAMURA et al., 2021).

Um fato interessante observado na presente pesquisa é que, apesar de
ser um tecido conjuntivo — isto €, mais susceptivel a degradacdo do que tecidos
mineralizados — o ligamento periodontal esteve presente nas amostras controle
até o sexto més (Tabela 3, Figura 14). Tal informacéo € relevante pois, segundo
Malaver & Yunis (2017), o ligamento periodontal pode fornecer material genético
para fins de identificagdo humana. No entanto, para fins de estimativa de IPMmin,
nao foi possivel deduzir em situa¢des controladas.

Em situagcbes forenses, todavia, a analise do ligamento periodontal
apresentou resultados relevantes para estimativa de IPMmin. NO subgrupo
“submersos”, apesar dessa estrutura estar ausente em T1, em T2 foi relatada a

presenca em quatro amostras, e posteriormente, em T3 ocorreu a auséncia total
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da estrutura (Tabela 3, Figura 16). Desse modo, é possivel inferir que a
estimativa do IPMmin de amostras submersas pela auséncia de ligamento
periodontal é de seis meses. No subgrupo “inumados”, a auséncia do ligamento
periodontal se deu em trés e seis meses (Tabela 3, Figura 18), portanto, 0 IPMmn
estimado nesta situagao forense € de trés meses.

Na analise qualitativa do terco apical, também foi observada a presenca
do cemento, que demonstrou uma alta resisténcia no subgrupo “controle” aos
periodos estudados, ndo sendo, portanto, um parametro para a estimativa do
IPMmin. O cemento também foi constatado em situagfes forenses, exceto em
duas amostras do subgrupo “‘inumados” (Tabela 3). Apesar de nao ter sido
observada a auséncia total do cemento nas estruturas, uma caracteristica
especifica foi verificada em amostras submersas e inumadas.

No subgrupo “submersos”, em T3, notou-se uma reabsorcéo parcial do
cemento em todas as amostras (Figura 16). Essa caracteristica foi observada
também no subgrupo “inumados”, em T2 (Figura 18). A vista disso, é possivel
estimar o IPMmin a partir da reabsorcéo parcial do cemento de dentes submersos
em seis meses, e, em dentes inumados, em trés meses.

Segundo Manoilescu et al. (2015), em estagios avancados de putrefacao,
0 cemento é caracterizado por cavidades em sua superficie. No entanto, ndo
especificaram em quanto tempo apds a morte isso acontece. A conservagao do
cemento em T3 no subgrupo “controle”, ratifica que o cemento é uma estrutura
de insercdo importante para a protecdo dos tecidos mais internos do dente
(MALAVER & YUNIS, 2017).

As estruturas acima descritas (tecido pulpar, ligamento periodontal e
cemento) apresentaram caracteristicas regressivas mais relevantes em
amostras inumadas, seguidas pelas submersas (exceto em pré-dentina) e pelas
amostras-controle (Figuras 14, 16 e 18). Desse modo, propde-se que as
alteracdes nos dentes sdo mais expressivas a depender das condi¢des do local
em que o elemento dental € encontrado.

Manoilescu et al. (2015) descreveram as alteracdes estruturais no dente
de acordo com fatores biologicos e fisicos. Os fatores bioldgicos dizem a respeito
aos animais e aos insetos que podem danificar os tecidos duros com
mordeduras, fendmenos estes denominados bioturbacdo. Sobre os fatores

fisicos, os autores afirmaram que a agua pode alterar a coloracdo do dente
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devido a deposi¢do de minerais no esmalte e na dentina; e o solo em que é
inumado o elemento dental foi caracterizado entre acidos, neutros/alcalinos e
solo arenoso (MANOILESCU; ION; IOAN, 2015).

De acordo com o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos (2023), os
dentes desta pesquisa foram inumados em solo classificado como latossolo,
vermelho-podzélico e estruturado, caracterizados pela acidez e coloracéo
vermelha. O solo estruturado € descrito pela presenca de macroagregados, ou
seja, poros grandes pelos quais a 4gua e o ar podem se mover livremente, e
raizes de plantas encontram caminhos para crescer (KOTCHETKOFF-
HENRIQUES; JOLY; BERNACCI, 2005).

E possivel que a caracteristica de solo estruturado em que foram
submetidas as amostras possa ter colaborado para a biortubacgéo por anelideos,
insetos e outros animais. A auséncia total do ligamento periodontal no subgrupo
‘inumados” em T2, demonstrou ser uma estrutura influenciada pela situacéo de
inumacao, possivelmente pela bioturbacdo existente no solo em que foi
submetido (Tabela 3, Figura 18). Sem a protecdo bioldgica conferida pelo
ligamento periodontal, o cemento fica exposto e sujeito as intempéries e aos
fenbmenos tafondmicos.

Segundo Manoilescu et al. (2015), em solos acidos ocorre a
descalcificacdo e perda de esmalte, mas, em contrapartida, ha a preservacédo de
tecidos moles. Em solos neutros, alcalinos e arenosos, os dentes se mantém
integros devido a sua composicao por hidroxiapatita, que € um composto rico em
material inorganico (MANOILESCU; ION; IOAN, 2015). Portanto, a
caracterizacdo dos meios em que foram submetidas as amostras é essencial
para analise de diferentes aspectos da decomposi¢édo dos dentes.

A analise de pH de solo e agua foi realizada com intuito de pormenorizar
as propriedades do meio e fornecer dados especificos para futuros estudos. O
pH do solo em que os dentes foram inumados foi igual a 5,21 (DP: 0,18),
corroborando com a caracteristica de acidez pelo Sistema Brasileiro de
Classificacao de Solos (2023), e o pH da agua igual a 6,24 (DP: 0,09). Na Figura
16 e 18, em seis meses de incubacdo em agua e em trés meses inumados em
solo, respectivamente, observou-se a reabsorcéao parcial do cemento.

Apesar do estudo de Manoilescu et al. (2015) tratar sobre a

descalcificacdo de esmalte, ao fazer uma analogia ao cemento — também pela
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sua alta composicdo mineral — € possivel que a reabsorcdo parcial seja
influenciada pela caracteristica levemente acida do solo e da agua. No entanto,
estudos em locais com pH neutros e basicos devem ser realizados para verificar
tal constatagao.

As amostras desta pesquisa foram inseridas em agua doce. Alvarez-
Garcia et al. (1996) também realizaram uma pesquisa com dentes submersos e
observaram a disponibilidade do material genético para analise. Concluiram que
em amostras submersas ndo ha diferenca significativa quanto a incubacéo em
agua doce ou salgada (ALVAREZ-GARCIA, 1996).

ApoOs expostos e discutidos todos os resultados, cabe ressaltar ainda que
existe a necessidade de reduzir a falta de acuracia da estimativa do IPM (YADAV
et al., 2015). Esta pesquisa teve como objetivo a andlise de altera¢bes tardias,
considerando que em remanescentes 0sseos e dentais a estimativa do IPM é
um desafio nas ciéncias forenses, e a obtencdo de uma estimativa de IPM pode
ser essencial se outras evidéncias forem escassas (SZELECZ et al., 2018).

Apesar de observar as alteracdes tardias, a presente pesquisa contou
com a coleta cuidadosa e individual dos dentes, inseridas em gelo seco — com a
tentativa de reduzir as regressfes celulares, pois € resfriado a temperatura
inferior a -78°C — até o armazenamento em freezer -80°C da FORP-USP, posto
que células podem ser criopreservadas por até um ano quando armazenadas
nessa temperatura (SIMIONE, 1992; JANG et al., 2017).

Quanto a amostragem, sugere-se que em estudos futuros os
pesquisadores insiram um numero amostral maior para cada situacao forense,
tendo que em vista que neste trabalho, a inser¢cdo dos elementos dentais em
situacOes forenses culminou com a perda de algumas amostras, refletindo na

caréncia de um dado do subgrupo “submersos”.

A presente pesquisa apresentou algumas limitagdes: o método histolégico
€ um meétodo invasivo e a sua preparacao envolve o corte e destruicdo do dente
(CARRASCO et al., 2017). Neste sentido, quando um remanescente dental
encontrado, sugere-se a correta fixagdo do vestigio por meio de fotografias e

tomada de medidas, antes de prosseguir ao processamento histolégico.

Outra limitac&o foi relativa & delonga na descalcificacdo das amostras. O

uso do quelante EDTA a 10% para esse fim se fundamenta na preservacéo da
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morfologia estrutural dos tecidos (KHAN et al., 2022). No entanto, a composi¢ao
rica em matriz inorganica do esmalte (GIL-BONA; BIDLACK, 2017), somado a
robustez da estrutura dos terceiros molares, implicaram na manutencdo em
solucéo por 24 semanas. Para fins periciais, segundo Garrido & Naia (2014), é
importante que a investigacao seja eficiente e objetiva.

De acordo com Procopio et al. (2018), a estimativa do IPM sofre com a
baixa confiabilidade dos métodos, especificamente quando os tecidos estdo
decompostos. A analise dental em situagbes forenses, principalmente em
estagios avancados de decomposicdo, onde parametros regressivos Ssao
constatados predominantemente em cemento e polpa, pode contribuir para a
estimativa do IPMmin em até seis meses, quando aliado a outros métodos ja
consagrados.

Desse modo, é desejavel que estudos de alteracBes histoldgicas de
dentes sejam realizados em novos intervalos temporais, com intuito de averiguar
a progressdo das alteracbes principalmente em situacdes de temperatura
ambiente (controle), onde sera possivel observar a degradacédo pulpar e de
tecido periodontal. O periodo da reabsorcéo total do cemento também pode ser
oportuno para estimativa do IPMmin, principalmente em dentes submersos e
inumados.

Cabe ressaltar que o intuito deste trabalho foi simular situacdes em que
fossem encontrados dentes avulsos em situacdes forenses. No entanto, faz-se
necessario frisar que estudos em cadaveres nessas situacdes podem fornecer
dados mais fidedignos com a realidade, devido aos tecidos de protecéo e
sustentacdo que circundam o dente. No entanto, esta pesquisa se torna
fundamental pois as regressfes histologicas descritas nas situacdes forenses

em seis meses sao inéditas na literatura cientifica.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que caracteristicas e parametros
histologicos qualitativos e quantitativos de tecidos dentais foram observados
para estimativa de IPMmin em situacdes forenses. Em dentes submersos em
agua, o IPMmin de trés meses foi caracterizado pela contagem de fibras
coldgenas superior a 1300000 pixels, e em seis meses pela auséncia de preé-
dentina, ligamento periodontal e reabsor¢ao parcial do cemento. Em dentes
submetidos a simulacdo de inumacéo, o IPMmin de trés meses indicou a auséncia
de ligamento periodontal, reabsorcao parcial do cemento e contagem de fibras
coldgenas da dentina acima de 800000 pixels; o IPMmin de seis meses foi

marcado pela auséncia de remanescente pulpar e pré-dentina.
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submetidos a extragdo para oulros fins, expostos a condigies adversas, como a imersdo no lage do campus
da USP, por até 6 meses, para simular as condigdes de caddveres encontrados e que tém de ser
identificadas. Segundo os aulores, a polpa dentaria oferece condigbes favordvels de conservacao de células
& do DNA, gue pode ser explorada na medicina forense.

Objetive da Pesquisa:
Objetive Primario:
Avaliar, in vivo, lerceiros molares recém-extraidos e seus lecidos (esmalle @ complexo denlino-pulpar), no

tocante & ralagio de alteragies teciduais e a degradagio do niclea, odonloblastos & oulros tipos celulares,

bem como seus aranjos e caracteristicas de hibulos dentinarios, assim como observar o tempo de mudanga
do padrio de bactérias residentes duranie & meses em situagdes simuladas de inumacdo & submersdo, afim
de

estimar o lempo decorrido desde a sua extragio — simulando, no esludo, a morte do individuo em condighes
advarsas.

Enderago. CAMPUS UNIVERSITARIO

Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14.048.800
UF: 5P Municipia: FRIBEIRAC PRETD
Telefone: (18)3602-2278 Fax: [18)3833-1144 E-mail: cepf@hecipusp b
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CBraa ™

Contiruagdn do Parecer: 4 T48 841

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Realizada.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Og autores obliveram a concordancia do Biobanco de Dentes Humanos da FORP-USP para o
fornecimentos dos dentes para o estudo.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

Os termos de apresentagio obrigatdria constam do protocolo de pesquisa.

Consta ainda do prolocolo TCLE elaborado pelo biobanco que fomecerd as amastras dos dentes.
Recomendagdes:

A liberagio dos denles pele Biobanco, sem consullar o doador para novo consentimento, esta restrita
aqueles que optaram por ndo ser consullados a cada projeto de pesquisa, do contrario, o doador do denle
lerd de ser consultado sobre a eventual doagio para essa pesquisa

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Diante do exposlo e 4 luz da Resolugio CNS 466/2012, o projete de pesquisa, assim como demais
documentos, podem ser enquadrados na categoria APROVADO.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Projeto Apravado: Tendo em vista a legislacio vigente, devem ser encaminhados ao CEP, relatdrios parciais
anuals referentes ao andamenlo da pesquisa e relatdrio final ao rmino do trabalhe. Qualquer modificacio
do projelo original deve ser apresentada a este CEP em nova vers&o, de forma objetiva & com justificativas,
para nova apreciacio.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquiva Paostagem Autor Siluagao
Informactes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/05/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1716411.pdl 16:42:07
Daclaragio de Declaracac_Biobanca_CINDY pdf 11/05/2021 |CINDY MAKI SATO | Aceito
Manuseio Material 16:48:14
Biolagico /

Biorepositdria /

Biobanca

Projeto Detalhado ! |Projeto_de_Pesquisa_CINDY .pdf 10/05/2021 |CINDY MAKI SATO | Aceito
Brochura 21:57:25

Linvestigador

Enderaco: CAMPUS UNIVERSITARIO

Bairre: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-500
UF: 5P Municipie: RIBEIRAD PRETD
Telefone: (18)3602-2278 Fax: (16)3833-1144 E-mail: cap@heip usp be

Pigina (2 & 03



73

:J) USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE W
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HoRP L. P PRETO DA USP -
Continuacdo do Panscer: 4 748 841
TCLE/ Termos de | TCLE_Bicbanco.pdi 10008/2021 |CINDY MAKI SATO | Aceito
Assentimento [ 21:57:03
Justificativa de
Auséncia
Outros Dispensa_CINDY pdf 06/05/2021 |CINDY MAK] SATO | Aceilo
11:14:42
Falha de Roslo Folha_de Rosto. pdl 08/04/2021 |CINDY MAKI SATO | Aceito
12:47:02
Daclaracio do Carta_de_Deoacaa JOAOPAULOMISSA] 23/03/2021 |CINDY MAKI SATO | Aceito
Patrocinador pdi 13:40:43
Orgamenta Oreamaento. pdl 29/03/2021 |CINDY MAKI SATO | Aceito
13:40:29

Situacdo do Parecer:
Aprovade

MNecessita Apreciacido da CONEP:
Nao

RIBEIRAO PRETO, 01 de Junho de 2021

Assinado por:
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
(Coordenador{a))

Endereco: CAMPUS UNIVERSITARID

Bairra: MONTE ALEGRE CEP: 14.043.800

UF: 5P Munigipio: RIBEIRAD PRETO

Telefone: (18)3602.2278 Fax: (16)3633-1144 E-mail: csp@@hrp usp be
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Apéndice B — Emenda do parecer do Comité de Etica em Pesquisa

f.j USP - HOSPITAL DAS
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WCRP -FHRP. USP PRETO DA USP -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO
DADDS DA EMENDA
Titulo da Pesquisa: INTERVALD POST MORTEM 0B SIMULAGOES DE CONDICOES FORENSES POR
UM PERIODO DE 8 MESES
Pesquisador: CINDY MAKI SATO
Area Tematica:
Versia: 7
CAAE: 468540217 00005540
Instituicao Proponents: Faculdade de Medicina de Ribeirio Prelo
Patrecinador Principal: Financiamenio Priorio

DADDS DD PARECER

Mimero do Parecer: 5.714.481

Apresentacio do Projeto:
Trala-ze de EMENDA aa pf&jf!& de pfsquisa conforme documenta
PE_INFORMACOES BASICAS 1848924 E1.pdl de 11/11/2021.

JUSTIFICATIVA DA EMENDA:

Meu name & Cindy Maki Salo, a0 mestranita em Palolopia Experimental pelo Departamenin de Palniogia &
Medicina Legal [FMIRP), orienlada pela prof. Dr. Jofio Pauls Mardegan lssa [FORF).

O prasenie documenlo refers-se ap projete, aprovade pelo Comid de Elica em Pesquisa do Hospilal das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirso Prelo - HOFMRP-LISP), com o ebjelive de eslimar o
intervalo past merem sob condicdes forenses (de inumagde & submersdio) utilizando denles. Mo prejets
inicial, consta.se: A amoatra de analise neste (Gpico divide-ae am N=36 (3 elemenlos para 3 siluacdes, am
4 periodos de lempo) lerosinos molares, exiraidos com indcacio erapdulica” Mo entanlo, com a relomada
de alividades presenciais de cursas de especializacio, houve o aumenin de sirurgias de 3° molares. Senda
ASEim, com O inluild de Sumenlar o FlﬁdEf eslalistico da amoslra & com resullados mass embasados, o
presanie docwumenls bam o objelive de allerar a amosira para N=130. Sendo que 100 sarde destinados 4
andlise [controle: 10; més 1: 30 (3 silactes) més 2 30 (3 silusches) &: més 5: 30 (3 situagbes)) & culres 30
elemenilos para lesles

Endareca: CAMPUS UNVERS TARKD

Bairre:  WONTE ALEGRE CEP: 14, [M2-000
WF: EF Munizipia: RIBEIRAD PRETD
Telalona: |15)3E02-2222 Fau: (16)3633-1144 E-mall: cap@horp.usp b
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Corfinuagdo do Parecer: 5.114.461

(lécnica de desminerallzagdo, coloragao e cortes) e reservas. As 3 siluagies mencionadas s3o: In situ,

inumacfio & submersao. Os denies serio doados pelo Biobanco de Dentes da Faculdade de Odontologia de
Ribeirao Preto (FORP-USP). Ademais, as siluagbes de submersdo e inumacao serdo realizadas no Lago do
Viveiro de Mudas do Campus da Universidade. Anteriormente, o projeto de pesquisa constava que seria
realizado no Lago do Campus, no entanto, com a infestacio de carrapato estrela e, com a disponibilidade
de ser realizado no Viveiro de Mudas, local monitorado 24 horas pela Guarda Universitdria, decidiu-se
moedificar a localizagdo das siluactes.

RESUMO DO PROJETO DE PESQUISA
Seguinde es protecolos da Organizagao Internacional de Policia Criminal (INTERPOL) para identificacio de

vilimas de desastres em massa, tanlo naturals come aqueles decorrentes de falhas humanas e mecinicas,
a Odonlologia ¢ de fundamental impontdncia para identificacdo de vilimas, bem come em casos isolados,

quando si0 encontradas inumadas ou am melos aqualicos, @ os corpos & se encontram em um avangado
estado de putrefagdo, em virlude do meio e sua biodiversidade. O uso de elementos dentals para a
identificacio humana se deve a alta resisténcia do esmalte dentario, sendo esta a estrutura mals
mineralizada e resistente do corpe humano. Devido 4 sua alta resisténcia e prolegdo, o complexe
dentinopulpar se mantém como uma fonte adequada de DNA para pesguisa, dado que os edontoblastos se
prasarvam mesmo no periodo post morem. Sendo assim, a utiizagio da biclogla molecular para analise e

quantificagio das células presenies, mais especificamente os odonloblastos no complexe dentino-pulpar,

podem apresentar evidénclas para a estimativa de tempo decormmido apds o acldente, podendo direcionar e
auxiliar na resolucdo de questdes juridicas & conhecimento dos fatos. O presente trabalho visa acompanhar
@ analisar 100 amoslras de terceiros molares higidos, com dpices completamente formados e com indicagao
lerapéutica de extragdo, em siluacSes de inumacdo e afogamento no lago do Viveiro de Mudas da
Universidade de Sao Paulo (USP) em Ribeirdo Preto - S3o Paulo. Seguir-se-a pelo pericdo de tempo de 24
horas, sendo 10 elementos para amostra controle, num periodo de lempo de até um dia (lempo 0). Apds
sardo analisados o primeiro (tempo 1), terceiro (tempo 2) e sexio més (tempo 3), com 30 amosiras para
cada més (10 submerses, 10 inumados & 10 in situ), com o intuite de direcionar o conhecimento das fatos
am relacio ao tempo desde o desastre. Espera-se dos resultados de elemenios em lais condigbes adversas
a mudanga no padrao dos odontoblastos, tanto em sua morfologia, como em seu ndmers com o decorrer do
tempo em relacio a4 amostra conirole, devido ao processo natural de degradacio e também pela agdo dos
microorganismos presentes em cada siluagdo adversa. Serao observados o processo de auldlise do

Enderego: CAMPUS UNIWVERSITARIO

Bairre: MONTE ALEGRE CEP: 14.045-900
UF: 2P Municipio: RIBEIRAD FRETO
Telefore: [16)3602-2228 Fax: (18)3833-1144 E-mail: cep@hapusp be
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Connuagdo do Parecer: 5.114.461

nicleo, o padrao de bactérias e microrganismos presentes nos tibulos dentinarios e andlise do padrio de
fibras coldgenas.

Objetivo da Pesquisa:

Conforme documents PE_INFORMACOES BASICAS 1849924 E1.pdf de 11/11/2021

Objetive Primaro:
Avallar, in vivo, terceiros molares recém-extraidos e seus tecidos (esmalte e complexo dentino-pulpar), no

locante 4 relacdo de alleragbes teciduais e a degradacio do nicleo, odonloblastos e outres tipos celulares,

bem como seus arranjos e caracteristicas de libulos dentindrios, assim como observar o lempo de mudanca
do padrao de bactérias residentes durante & meses em siluagbes simuladas de inumacdo e submers3o, afim
de estimar o lempo decorrido desde a sua extragao — simulando, no estudo, a morte do individuo em
condicies adversas.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Conforme documents PE_INFORMACOES BASICAS 1849924 E1.pdf de 11/11/2021

Riscos:
O projelo ndo possul nenhum tipo de desconforto ou riscos a nenhum dos envolvidos, visto que, sera

realizado apenas a parlir de dentes previamenle diagnosticados e indicados para extracdo terapéutica.

Beneficios:

A estimativa do intervale apds a morte por meio de remanescentes dentais de um desastre auxilia na
solugio de casos. Nesse contexto, faz-se necessaro o emprego de novas lécnicas, como o uso da biclogia
molecular na pratica pericial. O desenvolvimenlo em pesqguisa na esirutura do complexo dentino-pulpar
poderd auxiliar na estimativa de tempo decorride apds um acdente ou homicidio em tentativa de omitir o
corpo do caddver em rios, lagos @ alé mesmo sob o solo. Assim, estudos mais representativos envolvendo o
processo de decomposicio das estruluras dentals, com simulagio de situacdes forenses, pode melhorar a
eslimativa do periodo post mortem do individuo, direcionando as buscas para resolugio de

questdes juridicas. Portanto, pesquisas carecem de serem realizadas, visto que na literatura cientifica a
represeniacdo de incubacgao de dentes em situagdes forenses ¢ brevemnente relatada. Estudos que buscam
novos mélodes devem ser execulades a fim de avancar e acrescenlar para o

Enderego: CAMPUS UNWERSITARID

Bairro: MONTE ALEGRE CEP: 14.0458-900
UF: &P Municipio: RIBEIRAD PRETO
Telefors: |16)3602-2228 Fax: (18)3833-1144 E-mail: cepihop.usp.be
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campo forense, além de permitir a devolugdo correta de remanescentes mortals aos entes queridos da
vitima.

Comentarios e Consideracbes sobre a Pesquisa:

Conforme documento PE_INFORMAGOES_BASICAS_1845524_E1 pdf de 11/11/2021

EMENDA
Meu nome & Cindy Maki Sato, sou mestranda em Patolegia Experimental pelo Departamento de Palologia e
Medicina Lagal (FMRP), orentada pelo prof. Dr. Jodo Paulo Mardegan Issa (FORP).

O presente documento refere-se ao projeto, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — HCFMRP-USP), com o objetive de estimar o

intervalo post mortem sob condigdes ferenses (de inumagdo e submersdo) utilizando dentas.

Mo projeto inicial, consta-ge: “A amosira de andlise neste Wpico divide-se em N=38 (3 elementos para 3

situagdes, em 4 periodos de lempo) terceiros molares, extraidos com indicagdo terapéutica.” No entanto,

com a retomada de alividades presencials de cursos de especlalizacao, houve o aumento de cirurglas de 3°
molares.

Sendo assim, com o intuito de aumentar o poder estalistico da amostra @ com resullades mais embasados,

o presente documento tem o objetivo de alterar a amostra para N=130. Sendo que 100 serdo destinados &
andlise (controle: 10; més 1: 30 (3 siluagdes); miés 2: 30 (3 siluacbes) e; més 3: 30 (3 silvagies)) e outros 30
alementos para testes (Wcnica de desmineralizagdo, coloragio @ cortes) e reservas. As 3 siluagbes
mencionadas sdo: in situ, inumagio & submarsdo.

Os dentes serdo doados pelo Biobanco de Dentes da Faculdade de Odonlologia de Ribeirde Prete (FORP-
USP). Ademais, as situagies de submersao e inumacao serdo realizadas no Lago do Viveiro de Mudas do
Campus da Universidade. Ameriormente, o projelo de pesquisa constava que seria realizade no Lago do
Campus, no entanto, com a infestacio de carrapato esirela e, com a disponibilidade de ser realizado no
Viveiro de Mudas, local monitorado 24 horas pela Guarda Universitdra, decidiu-se modificar a localizagao
das situagbes.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Todos os lermos da emenda foram devidamenie apresentados ao CEP, sio eles:

Enderego:  CAMPLUS UNIVERSITARIO

Bairra: MONTE ALEGRE CEP: 14.048-900
UF: 5P Municipio: RIBEIRAQ PRETO
Telefone: [16)3602-2228 Fax: (18)3833-1144 E-mail: cepfherp.usp be
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HKCRP -FMRP-USP
Con@nuagdo do Parecer: 5.114.461
- Emenda.pdf;
- Oficio_ViveirodeMudas. pdf,

- Declaracas_Biobanco pdf:
- Projeta_de_Pesquisa_CINDY .pdf.

Recomendagbes:
Mao ha.
Conel ou Pendéncias & Lista de Inadequagbes:

Diante do exposto e a luz da Resolugio CNS 466/2012, a EMENDA submetida em 11/11/2021, assim coma
o Projelo de pesquisa Versao 2 — 09/11/2021, podem ser enquadrados na categoria APROVADO.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Emenda ao Projete Aprovado: Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados ao CEP,
relatdrios parcials anuals referentes ao andamento da pesquisa e relatdrio final ao término do trabalhe.
Qualquer modificagdo do projeto original deve ser apresentada a esle CEP am nova versdo, de forma
objetiva & com justificativas, para nova apreciagdo.

Este parecer foi elaborade baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Decurmente Arquive Postagem Autor Situacio
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_184982] 11/11/2021 Aceilo
do Projeto 4 E1.pdl 16:31:44
Qutres Emendal.pdl 11/11/2021 [CINDY MAKI SATO | Acein

16:30:16
Declaracao de Oliclo_VivelrodeMudas. pdl 11/11/2021 [CINDY MAKI SATO | Aceio
concordancia 16:25:11
Declaracio de Declaracas_Blobanco. pdl 11/11/2021 [CINDY MAKI SATO | Aceio
Manuseio Material 16:24:55
Bioldgico |
Biorepositara
Biobanco
Projeto Detalhado | |Projeto_de_Pesquisa_CINDY . pdl 11/11/2021 |CINDY MAKI SATO | Aceio
Brochura 16:22:01
or
Folha de Rosto folhaderosto_atual pdf 03/11/2021 |CINDY MAKI SATO | Aceilo
16:05:22
TCLE / Termos de | TCLE_Biobanco.pdf 10/05/2021 [CINDY MAKI SATO | Aceils
Assentimenio / 21:57:03

Enderego:

CAMPUS UNINVERSITARIO
Bairro: MONTE ALEGRE

CEP: 14048900

UF: 8P Municipio: RIBEIRAD PRETO

Telefora:

(18)3602-2228

Fax: (18)3833-1144

E-mail: cep@hap.usp.be
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Consnuaclo do Parocer: 5.114.461

Q,Mm’ l

Justificativa de TCLE_Biobanco.pdf 10/05/2021 |CINDY MAKI SATO | Aceito
Auséncia 21:57:03
tros Dispensa_CINDY.pdf 21 |CINDY MAKI SATO | Aceito

11:14:42

Declaracao do Carta_de_Doacao_JOAOPAULOMISSA] 29/03/2021 |CINDY MAKI SATO | Aceito

Patrocinador pdf 13:40:43

Orgamento Orcamento.pdf 29/03/2021 |CINDY MAKI SATO | Aceito
13:40:29

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

RIBEIRAO PRETO, 19 de Novembro de 2021

Assinado por:
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
(Coordenador(a))

Enderego: CAMPUS UNIVERSITARIO

Bairro: MONTE ALEGRE

UF: SP

Municipio: RIBEIRAD PRETO

Telefone: (16)3602-2228 Fax: (16)3633-1144

CEP: 14.048-900

E-mail: cep@hcap.usp.be
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Apéndice C - Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE RIBEIRAOPRETO
BIOBANCO DE DENTE 5 HUMANOS

TERMOQ DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Biobanco de Dentes Humanos da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo
Preto — USP, convida vocé

natural de , nascido em __ [/ [
SEX0 residente a X
telefone (__) portador(a) do RG . a
consentir (concordar) que o{s) dente(s) extraido(s) s
com grau de irrupcao por indicacdo terapéutica

(incluso ou irrompido)
(tratamento) para a melhoria de sua saldde, como documentado em seu
prontuario, possa(m) ser coletado(s) e armazenado(s) para ser{em) utilizado(s)
pelos alunos desta Faculdade em treinamento(s) pré-clinico{s) efou
pesquisa(s). Ofs) dente(s) sera(de) armazenado(s) individualmente e
identificado(s) por cddigos, garantindo o seu anonimato. Ndo sendo de sua
vontade concordar com a coleta do(s) dente(s) extraido(s), vocé ndo sofrera
nenhum prejuizo ou penalidade. A utilizacdo deste(s) dente(s) em pesquisa(s)
devera ser previamente aprovada pelo Comité de Efica em Pesguisa da
Faculdade de Odoniologia de Ribeirdo Preto-USP, sendo sua identidade
preservada na divulgacdo.
Solicito que manifeste o seu desejo quanto as sequintes alternativas:
{ )} I- Necessidade de novo consentimento a cada pesquisa
{ )} ll- Dispensa de novo consentimento a cada pesquisa
A utilizacAo do(s) dente(s) armazenado(s) sera para aprimoramento de
técnicas (tipos de tratamentos) e materiais empregados nas diversas areas da
Odontologia. Para conhecimento dos resultados obtidos com a utilizacdo do(s)
dente{s) armazenado(s), vocé podera entrar em contato com o Biobanco de
Dentes Humanos da FORP-USP, localizado a Avenida do Café s/n, bairro
Monte Alegre, CEP 14040-904, Ribeirdo Prefo - SP, telefone (16) 3315-0274,
atendimento de segunda & sexta-feira, das 8h as 12h e das 13h as

Participante Responsavel Pesguisador Supervisor Banco Dentes

80



17h. Em casos onde houver implicacfes com os participantes da pesquisa, o
Biobanco juntamente com o Comité de Etica alertario ao responsavel pela
pesquisa da necessidade de informar aos participantes da pesquisa a respeito
dos resultados obtidos. Os dados fornecidos, coletados e obtidos a partir de
pesquisa(s) poderdo ser utilizades em pesquisas futuras.

A refirada do consentimento de utilizacdo do(s) dente(s) podera ser realizada
por escrito, a gualquer momento, desde que ndo tenha ocorrido sua destruicio,
sem prejuizo(s) ou penalidade(s) em caso de sua desisténcia. O prazo de
armazenamento do(s) dente(s) & indeterminado. Caso ocorra transferéncia
do(s) dente(s) armazenado(s) entre Bichancos, sempre que possivel, vocé sera
comunicado.

O Comité de Etica em Pesquisa & um érgdo institucional, com o objetivo de
avaliar e acompanhar os aspectos &ticos de todas as pesquisas envolvendo
seres humanos, a fim de garantir a dignidade, os direitos, a seguranca € o
bem-estar do(s) participante(s) da(s) pesquisa(s), localizado a Avenida do Café
s/n, bairro Monte Alegre, CEP 14040-304, Ribeirdo Preto - SP, telefone (16)
3315-0493, atendimento de segunda a sexta-feira, das 13h as 17h, endereco

eletrénico cep@forp.usp.br

Obrigado por ler e/ou ouvir estas informacdes. Se quiser consentir (concordar)
que o(s) dente(s) extraido(s) possa(m) ser empregado(s) em pesqguisals),
assine este Termo de Consentimento e, no caso de menores, também o Termo
de Assentimento e devolva-o(s) ao Biobanco de Dentes Humanos.

Este Termo devera ser assinado em duas vias idénticas, sendo uma retida pelo
participante da pesquisa ou por seu representante legal e uma arquivada no
Biobanco.

Nome do consentidor ou responsavel:
Assinatura Data:

Mome da criancaladolescente :
Assinatura Data:

Nome da pessoa que obteve o consentimento:
Assinatura Data:

Nome do Supervisor do Biobanco:
Assinatura
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Apéndice D - Solicitacdo de acesso as dependéncias do Viveiro de Mudas

e execucdao da pesquisa

QFiC1o
SOLICITACAO DE MUDANCA DE LOCAL PARA PESQUISA

A Prefeitura do Campus USP de Ribeirdo Preto

Eu, Prof. Dr. Jodo Paulo Mardegan Issa, docente do Departamento de Biologia
Bisica e Oral da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto (FORP-USP), a aluna,
Cindy Maki Sato, mestranda na érea de Patologia do Departamento de Patologia e
Medicina Legal. pela Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP), sob minha
orientagio, ¢ Dr. Dimitrius Leonardo Pitol, técnico do Laboratério de Pesquisas
Morfolégicas do Departamento de Biologia Bisica e Oral, pesquisador participante,
viemos, por meio deste, solicitar o acesso ao VIVEIRO DE MUDAS, localizado no
campus da Universidade, para fins de pesquisa do projeto intitulade “INTERVALO
POST MORTEM SOB SIMULACOES DE (_UND](;GI:'.S FORENSES POR UM
PERIODO DE 6 MESES™.

O presente projeto previamente possuia autorizacdo para adentrar s dependéncias
do Lago da USP (Anexo 1). Entretanto, com a infestaclio de carrapato estrela e ainda,
possiveis intervengdes ¢ manuseamento nos materiais da pesquisa — por se tratar de um
local aberto e onde, possivelmente, hi pesca clandestina; considerando também a
disponibilidade do Lago do Viveiro de Mudas pelo técnico agricola responsivel, Antinio

Justine da Silva, o presente documento visa requisitar o acesso ao local supracitado.

Declaramos que a pesquisadora tem ciéncia a respeito de uso de E.P.L’s

{equipamento de protecio individual) ao adentrar a drea do Viveiro de Mudas.

Diante o exposto, solicitamos a apreciaclo, autorizaclo, acesso e uso das
dependéncias do Viveiro de Mudas USP Ribeiriio Preto.

Ribeirdio Preto, 04 de novembro de 2021



Jieo

Prof. Dr. A!In Paulo Mardegan Issa
Departamento de Biologia Basica e Oral
Faculdade de Odontologia de Ribeirio Preto

Muho da Silva
écnico Agricola

Comissio de Meio Ambiente
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