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Resumo

Introducdo: O desenvolvimento das técnicas de Biologia Molecular e a sua aplicabilidade na
Medicina Dentaria Forense constituiu um grande avan¢o nas técnicas de identificacdo de
cadaveres. Quando um corpo esteve submetido a condi¢cBes ambientais extremas ou é encontrado
num estado muito avancado de decomposicéo, as técnicas convencionais de identificacdo podem
ndo ser executaveis. Os dentes pela sua natureza fisica e quimica sdo particularmente resistentes
a estas condigdes adversas e, na maioria destas situacBes, sdo o que resta disponivel para
proceder a extraccdo de ADN e possibilitar a identificacdo. O objetivo deste trabalho consiste em
fazer uma revisdo bibliografica sobre as técnicas de obtencdo de ADN a partir de dentes que
foram submetidos a condi¢Ges extremas, fornecendo um conhecimento atual e detalhado sobre

esta tematica.

Material e métodos: Foi feita uma pesquisa de artigos cientificos na base de dados eletronica
Pubmed, tendo sido selecionados artigos de revisdo, guidelines, artigos de relato de caso e
artigos de investigacdo escritos em inglés, portugués, francés e espanhol entre 2000 e 2011,

limitados a sujeitos humanos.

Resultados: A pesquisa bibliogréafica efetuada resultou na selecdo de 49 artigos dos 329
encontrados. Destes foram incluidos 17 que preenchiam todos os critérios de inclusdo. Dos
artigos lidos, percebe-se que existem trés principais técnicas de extracdo de ADN e cinco

marcadores genéticos aplicados na Medicina Dentaria Forense.

Discussao: Nas situacGes em que o cadaver se encontra num estado avangado de decomposicéo,
a obtencdo de ADN a partir dos tecidos moles ndo é possivel. Nestas situacdes uma alternativa
viavel sdo os dentes. A obtencdo de material genético a partir dos tecidos dentérios (polpa e
dentina) é um processo laborioso, que conta com varios passos, sendo que no final se consegue
amostras com qualidade suficiente para os fins de identificacdo. Actualmente, na Medicina
Dentaria Forense podem ser usados 0s SRT, SNP, Y-SRT, o gene da Amelogenina e 0 mtDNA,
dependendo, entre outros fatores, do grau de deterioracdo da amostra. Para estabelecer a
identidade da vitima, o resultado do seu exame genético é comparado com o de amostras
colhidas junto de potenciais familiares ou de objetos pessoais que contenham amostras

bioldgicas do individuo em causa para compara os resultados e retirar conclusdes.



Conclusao: E possivel extrair ADN em quantidade e qualidade suficiente a partir de dentes que

foram submetidos a condicdes extremas para fins de identificacéo.

Palavras-chave: Medicina Dentéria Forense, dente, polpa dentaria, ADN, desastre em massa,
anélise de ADN, técnicas de extraccdo de ADN.



Abstract

Introduction: The development of molecular biology techniques and their applicability in
forensic dentistry was a major breakthrough in the techniques of identifying corpses. When the
body was subjected to extreme environmental conditions, or is found in a very advanced state of
decomposition, conventional techniques of identification may not be enforceable. The teeth for
its physical and chemical nature are particularly resistant to these adverse conditions and, in most
of these situations, are what remains available to carry on with the extraction of DNA and allow
the identification. The aim of this work is to make a literature review on techniques for obtaining
DNA from teeth that were subjected to extreme conditions, providing a detailed and current

knowledge on this subect.

Methods: It was performed a research of scientific articles in Pubmed electronic database, from
where were selected review articles, guidelines, case report and research articles written in

English, Portuguese, French and Spanish between 2000 and 2011, limited to human.

Results: The literature search resulted in the selection of 49 articles of 329 matches. Of these 17
were included who met all inclusion criteria. It is perceived that there are three main techniques

for the extraction of DNA and five genetic markers used in Forensic Dentistry.

Discussion: In situation where the body is in an advanced state of decay, obtaining DNA from
soft tissues is not possible. In these situations one alternative is the teeth. The acquisition of
genetic material from the dental tissues (pulp and dentin) is a laborious process, which has
several steps, but in the end we get samples of sufficient quality for identification purpose. At
present, in Forensic Dentistry STR, SNP, Y-STR, amelogenin gene and mtDNA can be use,
depending of the degree of deterioration of the sample. To establish the identity of the victim, the
result of genetic test is compared with sample from potential family or personal items containing

biological samples of the individual concerned to compare the results and draw conclusions.

Conclusion: It is possible to extract DNA with sufficient quality and quantity from teeth, that

were subjected to extreme conditions, for identification purposes.

Keywords: Forensic Dentistry, teeth, dental pulp, DNA, mass disaster, DNA analysis, DNA

extraction techniques.
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Lista de abreviaturas

ADN — Acido Desoxirribonucleico

EDTA — Acido etileno-diamido tetra-acético

mtDNA — ADN mitocondrial

PCR — Polymerase chain reaction (reacdo em cadeia de polimerases)

SNP - Single-nucleotide polymorphism (polimorfismo de um s6 nucle6tido)
STR — Short tandem repeat (sequéncia curta de repeticéo)

VNTR - Variable number tandem repeat (sequéncia variavel de repeticao)
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Introducao

A Medicina Dentéaria Forense é um ramo da Medicina Dentaria que trata de factos e provas de
natureza dentéria para esclarecimento juridico. Foi reconhecida como ciéncia em meados do
século XIX com a criagdo da Sociedade de Medicina Legal e Criminologia em Franga e, em
1897, Davenport identificou pela primeira vez um cadaver através da denticdo, na sequéncia de
um incéndio que causou a morte de 129 pessoas no Bazar de Charité em Paris.) Em 1898,
Oscar Amoedo escreveu o primeiro livro sobre Medicina Dentéaria Forense intitulado “L’Art
Dentaire en Médicine Légale”. O primeiro curso de Medicina Dentaria Forense foi lecionado em

1944 por Castroverde, em Cuba. 2

A Medicina Dentaria Forense tem como principal objetivo auxiliar policia, investigadores,
advogados e juizes a recolher e interpretar provas de natureza dentaria para a resolucdo dos mais
diversos problemas judiciais, como a identificacdo de pessoas, determinacao do sexo e da idade e
outros fatores genéricos de identificacdo, interpretacdo de marcas de mordida e analise de
impressdes labiais (queiloscopia). Através da analise da denticdo e dos o0ssos maxilares é
possivel determinar a espécie, a afinidade populacional, o sexo e fazer uma estimativa da idade e
da estatura. O Médico Dentista que atua neste processo tem de estar apto para descrever,
interpretar e explicar os achados dentérios. ¢4°%"

A identificacdo de cadaveres em concreto €, desde sempre, uma preocupacio da sociedade. E um
processo que conta com a participacdo de equipas multidisciplinares altamente treinadas e
preparadas tal. Este procedimento encontra-se particularmente comprometido em situagGes de
acidentes e catastrofes naturais em que o niumero de mortos é muito elevado e 0s corpos ndo se
encontram nas melhores condi¢Bes de conservacdo, o que limita as técnicas de identificacbes
possiveis de aplicar. No entanto, a identificacdo positiva de um corpo é fundamental por varios
motivos, tanto de ordem legal (como por exemplo para a emissao do certificado de ébito) como

emocionais que envolvem os familiares e amigos da vitima. (7:89)
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Métodos de identificacdo

As técnicas de identificagdo de cadaveres podem ser classificadas de um modo geral em dois
grupos: as técnicas primarias que englobam a identificacdo através das impressdes digitais, 0s
registos dentarios e a andlise molecular (nomeadamente a andlise de ADN) e as técnicas
secundarias que abrangem as caracteristicas que podem ser reconhecidas como tipicas do
individuo (tatuagens, sinais, cicatrizes, objetos pessoais, documentos), registos médicos (por
exemplo o nimero de série de uma proétese) e dados antropoldgicos como 0 sexo, a idade e a
etnia. As técnicas primarias sao essenciais para permitir a identificacdo que pode ser classificada

como positiva’, possivel”, existéncia de evidéncia insuficiente* ou negativa®. 6819

O processo de identificagdo tem por base o cruzamento de dados obtidos antemortem com dados
recolhidos no cadaver (dados postmortem) — impressdes digitais, registos dentarios e ADN.
Assim, um exame postmortem rigoroso, com a recolha do maximo de informacéo possivel no
cadaver, é essencial para uma correta identificagdo. Este exame inclui o exame radiogréfico, o
exame do habito externo (incluindo recolha de impressdes digitais), 0 exame dentério e a recolha
de amostras de ADN. *®)

Através da autopsia é possivel recolher informacdo sobre a extensdo dos danos e das leses,
determinar a causa de morte e recolher amostras para andlise, incluindo analise de ADN. O
exame do habito externo e o exame radiografico permitem obter informacdes sobre a causa de
morte e avaliar as lesdes. As informagdes recolhidas podem depois ser comparadas com registos
antemortem. A recolha de impressdes digitais € um procedimento que faz parte do exame do
habito externo. Esta técnica é relativamente facil de aplicar e muito eficaz no processo de
identificacdo, desde que existam registos prévios e os tecidos moles permitam esta recolha.
Porem, frequentemente, ou pela auséncia de dados estabelecidos previamente, ou pela condigédo

de conservacdo do proprio cadaver, aplicagdo desta técnica néo é possivel. -89

" Quando os dados postmortem sdo coincidentes com os dados antemortem e ndo existem discrepancias
irreconciliaveis.

" Quando os dados s&o compativeis mas néo sio suficientes para uma identificacéo positiva.

* Quando os dados n&o podem ser verificados, mas néo existem discrepancias irreconciliaveis.

$ Quando existem discrepancias irreconciliaveis.

3
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Importancia do exame dentario no processo de identificacdo

Os dentes e os tratamentos dentarios efetuados ao longo da vida de um individuo séo
considerados meios efetivos e eficazes no processo de averiguacdo da identidade. Pelo facto de
serem maioritariamente constituidos por tecido duro e de se encontrarem protegidos dentro da
cavidade oral por varias camadas de pele, tecido muscular, adiposo e dsseo, 0s dentes séo
resistentes a maioria das condigdes adversas que ocorrem em situacdes de catastrofes e
acidentes, o que os torna uma fonte de informacdo Gtil. Devem no entanto ser manuseados com
grande precaucdo, uma vez que nestas situacfes podem encontrar-se fragilizados. Quando
submetidos a elevadas temperaturas, 0s 0ssos maxilares e os dentes ficam desidratados e as
fibras de colagénio sofrem alterac@es, tornando as estruturas muito friaveis, o que implica a sua
fixacdo para protecdo antes do manuseamento. Tambeém ocorrem alteracGes a nivel da cor tanto
dos tecidos bioldgicos como dos materiais restauradores, sendo que estas variacdes ainda que
permitam estimar o intervalo de temperatura a que os tecidos estiveram submetidos, podem ser

fonte de erro para o observador menos treinado. 891011:12.13)

Os dados recolhidos através do exame da cavidade oral devem ser devidamente registados em
impressos proprios. Sdo avaliados os dentes presentes, os tratamentos efetuados e materiais
usados nos mesmos, a presenca de préteses dentarias removiveis e/ou fixas e as anomalias de
forma e/ou numero, lesbes nos 0ssos maxilares e nos tecidos moles intra e perio-orais. Para cada
dente observa-se e regista-se a presenca de caries, restauracBes, coroas, restos radiculares,
tratamentos endodonticos radicais, no caso de estar ausente se foi extraido antemortem ou
perdido depois da morte, os materiais usados nas restauraces e superficies envolvidas, bem
como qualquer outra caracteristica que se considere relevante. S8 também registadas as
particularidades anatbmicas como a cor, oclusdo, desgastes das superficies dentarias, condicéo
dos tecidos periodontais, a presenca de tartaro e qualquer outra situacdo que possa ser pertinente
para a identificacdo. Todas as informacdes recolhidas no exame postmortem, quer atraves do
exame clinico quer através de radiografias, fotografias e moldes, sdo posteriormente analisadas e
comparadas com os registos antemortem existentes, de modo a tentar chegar a uma identificacéo.
Quanto mais diversificados os tratamentos efetuados em vida, as alteracfes a normalidade e
melhores 0s registos existentes, maior é a probabilidade de se conseguir uma identificacéo
positiva. Deste cruzamento de informacdes podem ser retiradas trés conclusdes diferentes
conforme o tipo de registos encontrados. Assim a identidade pode ser estabelecida unicamente

através do exame da cavidade oral quando os registos revelam caracteristicas que sdo
4
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encontradas em menos de 1:10000 pessoas, pode ser provavel quando sdo necessarios mais
dados para determinar a identidade ou possivel quando os dados recolhidos sdo muito frequentes
na populacdo (mais de 1:100) e como tal sdo necessarios dados suplementares que sustentem a

identificacdo. (+8141516:17)

Para determinar a identidade de um cadaver tendo por base os registos dentarios postmortem, é
imprescindivel a existéncia de registos antemortem para viabilizar a comparacdo dos dados
recolhidos com os dados previamente existentes e assim identificar os restos cadavéricos. No
entanto, nem sempre 0s registos antemortem se encontram disponiveis ou, quando disponiveis,
completos e atualizados o que pode levantar problemas no momento da andlise dos resultados.
Quando as discrepancias entre os dados antemortem e os dados postmortem sdo elevadas o
processo de identificacdo esta dificultado, podendo até ser impossivel identificar o corpo atraves
destes registos. Independentemente do acesso aos registos antemortem e do estado em que 0s
mesmos se encontram, o exame criterioso da cavidade oral e 0s respetivos registos postmortem

devem ser feitos, de preferéncia por um Médico Dentista com experiéncia nesta area. ®

Biologia Molecular na identificacdo de cadaveres

A aplicacdo de técnicas da Biologia Molecular, nomeadamente a analise de ADN, na Medicina
Legal e Ciéncias Forenses constituiu um grande avan¢co na evolucdo das técnicas de
identificacdo. Foi em 1920 que, pela primeira vez, se usou a analise molecular para determinar a
identidade, recorrendo para tal & analise de amostra sanguinea e determinacao do respetivo grupo
sanguineo no sistema ABO. Em 1953, Watson e Crick descobriram a estrutura em dupla-hélice
do ADN, o que representou um grande progresso na genética e permitiu o desenvolvimento de
técnicas de identificacdo que tém por base as caracteristicas individuais da sequéncia de ADN de
cada individuo."® Em 1985, Jeffreys descobriu que na sequéncia de ADN existem regides
formadas por sequéncias altamente repetitivas de ADN, Unicas para cada individuo (sequéncias
VNTR). Desenvolveu, também, uma técnica que permite a identificacdo destas sequéncias
utilizando um is6topo radioativo. Esta técnica é conhecida como DNA fingerprinting. Outro
grande avango na Biologia Molecular ocorreu também em 1985, quando pela primeira vez se
descreveu uma técnica capaz de amplificar sequéncias especificas no material genético, o PCR.

Desde entéo as técnicas foram evoluindo e atualmente contam-se inimeras técnicas que passam
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pela analise de ADN nuclear (STR e SNP), ADN mitocondrial, cromossoma Y e cromossoma X.
(11,19)

Teoricamente, é possivel obter ADN a partir de qualquer tecido do corpo, sendo que a
guantidade e qualidade variam segundo a fonte de origem do mesmo. Embora 0S 0Ss0S e 0S
dentes sejam os tecidos a partir dos quais se consegue extrair ADN em menores quantidades,
sdo, muitas vezes, 0s Unicos que, apos situacdo morte violenta ou em que decorreu um longo
periodo de tempo entre a morte e a recuperacdo do corpo ou em que 0 mesmo esteve submetido a
condicBes ambientais extremas, permanecem integros para esta finalidade. Com o
desenvolvimento da técnica de PCR, mesmo quando a quantidade de ADN presente na amostra é
baixa, pode ser amplificada de modo a conseguir uma quantidade suficiente de material para

analise. ¢V

As aplicacbes da Biologia Molecular na Medicina Dentaria Forense ndo se limitam a
identificacdo de cadaveres. De facto, a analise de ADN também se aplica no processo de
identificacdo de pessoas vivas, como na resolucdo de casos de agressao (analise de ADN na
saliva de marcas de mordida).Para proceder a identificacdo de um corpo através do material
genético, € necessario recolher amostras no cadaver e também em pertences do mesmo que
contenham vestigios bioldgicos (escova de dentes ou do cabelo, por exemplo) para depois de
analisadas as amostras fazer uma comparacdo direta e verificar se existe ou ndo correspondéncia.
Em alternativa o material recolhido no cadaver pode ser analisado e comparado com o de algum

familiar (pai, mée, filhos ou irmaos) e assim estabelecer a relagdo familiar e a identificacéo. ©*

Objetivo do trabalho

O objetivo do presente trabalho consiste em fazer uma revis@o da bibliografia existente sobre as
técnicas de extracdo de ADN a partir dos tecidos dentarios e as suas aplicacdes na Medicina
Dentaria Forense, avaliando deste modo se esta técnica de identificacdo é realmente efetiva e
eficaz nas situacdes em que ndo é possivel uma identificacdo positiva pelas restantes técnicas

conhecidas.
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Material e Métodos

Para esta revisdo bibliografica procedeu-se a pesquisa de artigos cientificos na base de dados
eletrénica Pubmed, publicados em inglés, francés, espanhol ou portugués entre 2000 e 2011.
Usaram-se como palavras-chave os termos “forensic dentistry”, “forensic dentistery AND dna”,
“forensic dentistery AND mass disater “, “teeth AND dna extraction”, “dental pulp AND dna

extraction”, “dna AND mass disaster”.

Foram incluidos artigos de revisao, artigos de investigacao, guidelines e artigos de relato de caso
que abordassem as técnicas de obtencdo e de analise do material genético a partir dos dentes e a
sua aplicabilidade na Medicina Dentaria Forense. Apenas foram incluidos publicados entre 2000

e 2011, com trabalhos realizados em humanos.
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Resultados

Da pesquisa bibliogréfica efetuada, foram selecionados 49 artigos dos 329 resultantes da
pesquisa, sendo gue os restantes foram excluidos por ndo apresentarem o resumo disponivel para
leitura ou por ndo se encontrarem diretamente relacionados com o tema aqui desenvolvido.
Destes 49 artigos slecionados, foram incluidos 17 que preenchiam todos os critérios de inclusdo
referidos. Os restantes 32 foram excluidos pelo facto de a informagdo que contemplam ser
abordada noutros artigos mais recentes e como tal ndo serem relevantes. Os principais artigos

usados na discussao encontram-se resumidos na tabela I.
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Tabela I: Resumo dos artigos selecionados.

Autores Titulo Ano ~ Tipo de Resumo
Publicacao artigo
Com a evolugéo das técnicas
“The forensic evaluation melhorou a capacidade de
Ubelaker DH @ of burned skeletal 2009 Artigo revisdo identificacdo de cadaveres
remains: a synthesis” queimados, no entanto ainda
existem algumas dificuldades.
“ Os dentes representam uma boa
Silva R et al *? %;efgrfe]?lgfdfggz(;l?,gy 2006 Artigo revisio fonte de ADN, existindo varias
y técnicas para a sua extracgao.
Hyrﬁ:tj’gﬁg':ggg'on A anélise de mtDNA obtido a
Tsutsumi H et al olvmorohism of 2006 Artigo partir da polpa dentéria é eficaz e
@ polymorp investigagdo  permite relacionar com a linhagem
mtDNA from dental pulp materna
and family analysis” '
. e As diferencas quantitativas e
“Human identification N A x
Iwamu(gg Eetal and analysis of DNA in 2004 Artigo reviséo qu?:g;gﬁ: dn;sa::r:)arlr:soesﬁ‘\;?:tl\lofesstao
bones ambientais e ndo tempo.
“Ancient DNA
ROh'an)N etal extraction from bones 2007 Guidelines
and teeth”
“DNA commission of
international society for
forensic genetics (ISFG):
Prinz M et al® recommendations 2006 Guidelines
regarding the role of (reviséo)
forensic genetics for
disaster victim
identification (DIV)”
“Femur, rib and tooth
sample collection for
Westen Aetal  hA analysis in disaster 2007 Guidelines
victim identification
(DIV)”
Os dentes sdo excelente fonte de
“DNA profiling and ADN quando comparados com 0s
Man Juna(;cg BC forepsw dentistry — A 2011 Artigo reviso restantes te_udos. A_evolugao da
et al review of the recent tecnologia permitiu grandes
concepts and trends” avancos nas técnicas de
identificacdo.
usfgiegémzlaﬁepr;(;?;?; q A identificacdo através dos registos
OhiraH etal®”  forensic DNA testing for 2009 Relato de caso ~ JENtArios e rapida e correcta. Pode

personal identity
confirmation”

ser associada & analise de ADN
para confirmacédo dos resultados.
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Utsuno H et al
(28)

“Influence of template
DNA degradation on the
genotyping of SNPs and

STR polymorphisms
from forensic materials
by PCR”

2004

Artigo
investigacao

O aumento da degradacéo do ADN
diminui a qualidade do PCR. A
reducdo do tamanho da sequéncia a
amplificar é uma solugdo.

Phillips K et al
(9)

“Acomparison of
methods for forensic
DNA extraction: Chelex-
100® and the QIAGEN
DNA Investigator Kit
(manual and automated)

2

2011

Comunicacdo

A extraccao de ADN através do

QIlAcube ¢ tdo eficiente como o

QIAGEN (manual) e o Chelex-
100®.

Budowle B et al
(32)

“Forensic aspects of
mass disasters: Strategic
considerations for DNA-

based human
identification”

2005

Artigo revisdo

A andlise de ADN revela-se
vantajosa nas situacdes de
catastrofes em massa. E processo
laborioso mas que reproduz
resultados fiaveis mesmo quando a
amostra se encontra degradada.

Murakami H et
al v

“Forensic study of sex
determination using PCR
on teeth samples”

2000

Artigo
investigacéo

A determinagdo do sexo recorrendo
a técnica de PCR é considerada util
principalmente nos casos em o
cadaver se encontra num estado de
decomposic¢do muito avangado.

Maruyama S et
al (34)

“Polymorphism of LPL
locus in Japanese and
comparison of PCR
amplification efficiency
from degraded DNA
between LPL locus and
the D21S11”

2005

Artigo
investigacéo

A reducéo do tamanho da
sequéncia a ser amplificada por
PCR permite melhores resultados
quando o AND se encontra muito
degradado

Kashyap VK et
a1 o

“Deletions in the Y-
derved melogenin gene
fragment in the Indian

popultion”

2006

Artigo
investigacao

O gene que codifica a
Amelogenina pode ser usado com
sucesso para a determinacdo do
Sexo e nas ciéncias forenses.

Hartman D et al
@7

“The contriution of DNA
to the disaster victim
identification (DIV)

effort”

2010

Relato de caso

Identificacdo de cadaveres com
recurso a tecnologia de ADN
permite bons resultados, embora
seja demorado. O estado em que se
encontra o cadaver é importante
para a recolha de amostras.

Hartman D et al
(35)

“The importance of
Guthrie cards and other
medical sample for direct
matching of disaster
victims using DNA
profiling”

2010

Relato de caso

O teste do pezinho e o resultado de
bidpsias sdo bons meios de
comparacdo para a analise dos
resultados dos testes de ADN.
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Discussao

Os avancos na Biologia Molecular permitiram a evolucdo das técnicas de identificacdo. O
recurso ao material genético constitui, sem ddvida, uma grande mais-valia neste processo, no
entanto a sua obtencdo em quantidade e qualidade suficientes nem sempre é tarefa facil. Os
dentes, tal como ja foi referido, apresentam uma grande resisténcia, tanto fisica como quimica, as
situacbes mais adversas, pelo que constituem uma boa fonte para a recolha de ADN nas
situacbes em que o cadaver foi exposto a condigdes extremas de temperatura, humidade ou a
acdo de sustancias deteriorantes (como a agdo microbiana, por exemplo). Nestas condicGes
extremas, os tecidos moles sofrem grandes alteracdes, inviabilizando a sua utilizacdo para
recolha de material genético, tendo assim que se recorrer aos tecidos duros como 0s 0SS0S e 0S
dentes. Segundo alguns autores, consegue-se obter material genético em bom estado para
identificacdo a partir de dentes que foram submetidos a temperaturas de 300°C e com 0 avango
das técnicas de extracdo e amplificacdo do ADN tem-se observado melhorias significativas nos
resultados em situacGes mais extremas. O material genético pode ser obtido com relativa
simplicidade e em quantidades suficientes a partir da polpa e/ou da dentina de qualquer porcao
do dente (da coroa, da raiz e/ou do apice), sendo que é a partir do corpo da raiz que os resultados
obtidos sdo os melhores. Outro fator importante a ter em conta, para além da quantidade e
qualidade do material genético obtido, é a sua pureza, uma vez que as impurezas contaminam a
amostra e inibem o PCR, impossibilitando assim a aplicacdo desta técnica. Para proceder a
identificagdo de um cadaver com recurso a anélise de ADN é necessério, em primeiro lugar,
fazer a recolha da amostra, seguindo-se uma série de passos como o isolamento do material

genético, a amplificacdo e quantificagao ou a sequenciagdo do ADN e a andlise dos resultados
obtidos (10,11,21,22,23,24)

Recolha das amostras

Tal como ja foi referido é possivel obter material genético tanto a partir da dentina como da

polpa, sendo que € a partir do corpo da raiz que se conseguem maiores quantidades do mesmo.

Devem ser escolhidos dentes integros, ou seja livres de caries, fraturas e de qualquer tipo de

tratamento e, de preferéncia, usar 0s caninos, incisivos centrais ou molares com camaras

pulpares amplas. No caso de criangas e jovens, 0s dentes que ainda apresentam os apices abertos
11
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ndo devem ser usados, pois encontram-se muito mais suscetiveis a acdo de substancias

contaminantes e a consequente degradacio do material genético. ¢®

Na literatura sdo descritas varias técnicas com a finalidade de recolher as amostras de dentina e
polpa para posterior extracdo do material genético, sendo que umas s&o mais conservadoras do

que outras e que a quantidade de material obtido também varia segundo a técnica usada.

As amostras podem ser recolhidas através da sec¢do do dente verticalmente do bordo incisal/face
oclusal até ao &pice ou horizontalmente abaixo da juncdo esmalte-cemento de modo a preservar a
coroa. A dentina é, de seguida, raspada obtendo-se assim um pé a partir do qual sera possivel
extrair o material genético. O corte do dente na horizontal, para além de ser uma técnica mais
conservadora, permitindo a preservagdo da coroa do dente, também possibilita fazer a extirpacao
da polpa dentéria e, consequentemente, a sua utilizacdo para obtencdo de ADN. 627)

Uma outra forma de se conseguir amostras de tecido dentario para recolha de material genético é
através da congelacdo do dente em azoto liquido. Apds este processo o dente é triturado,
conseguindo-se assim a amostra. A maior desvantagem desta técnica é o facto de o dente ficar

completamente destruido. %

A escolha da técnica para a recolha das amostras de dentina e polpa para posterior extracao do
material genético prende-se, essencialmente, com a necessidade de preservar ou ndo o dente,
uma vez que as quantidades de material obtido através de qualquer uma delas é suficiente para
permitir a analise. O uso de técnicas mais conservadoras € sempre preferivel, principalmente
quando as amostras tém importancia antropoldgica. E também fundamental que qualquer que
seja a técnica, a sua aplicacdo seja nas melhores condicGes de esterilizagcdo para minimizar o

risco de contaminacdo das amostras.

Métodos de extracdo do material genético

A extracdo do material genético de uma amostra é sem duvida um passo fundamental para
permitir a analise e posterior identificacdo de um cadaver através do seu ADN. As técnicas de
extracdo de ADN tém por base a lise celular para permitir a libertacdo de todo o contetdo
intracelular, seguindo-se a purificacio do ADN, ou seja a eliminacdo de proteinas,

polissacarideos, lipidos, ides e moléculas organicas de baixo peso molecular que fazem parte do

12
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conteudo intracelular. No caso de amostras provenientes de cadaveres que ndo se encontram nas
melhores condi¢cdes de conservacdo, como nos casos de incéndios ou afogamentos, e em
situacOes de catastrofes naturais ou acidentais, este processo pode estar severamente
comprometido. Nestas situacdes, a maioria das vezes, a quantidade de material genético que se
consegue é minima e pode estar contaminado com substancias que inibem a reacdo de PCR.
Assim, é fundamental assegurar que a técnica selecionada para proceder a extracdo do ADN é

eficiente para ndo comprometer os restantes passos do processo. ‘2

O primeiro passo no processo de extracdo do material genético, quando a amostra provem da
dentina ou do cemento radicular, consiste na descalcificacdo das amostras de tecido dentério. O
método mais usado consiste em mergulhar as amostras em EDTA a 0,5 M, a temperatura
ambiente durante um ou dois dias. Depois das amostras sofrerem descalcificacdo, segue-se a lise
da membrana celular e, depois, a desnaturacdo e inativagdo das proteinas, recorrendo a
substancias quelantes e proteinases. SO depois de completar estes passos € que se segue a
extracdo propriamente dita do ADN. A extracdo do material genético de uma amostra pode ser
feita com recurso a diversas técnicas, umas mais sensiveis do que outras, sendo que as que Sao
mais frequentemente usadas na Medicina Dentéria Forense sdo o método organico, o método da
silica, Chelex 100® e FTA paper®. 2"

O metodo organico consiste na extracdo do ADN recorrendo a uma mistura de fenol e
cloroférmio. Este método é altamente sensivel, conseguindo-se extrair ADN de boa qualidade e
em quantidade suficiente para a analise. Esta mistura é responsdvel pela desnaturacdo das
proteinas. Esta solugdo é composta por duas fases, uma aquosa em que se encontra 0 ADN
purificado e uma outra organica onde se encontram as proteinas desnaturadas. O ADN € depois
precipitado com o etanol. As grandes desvantagens deste método sdo o facto de ser uma técnica
laboriosa, 0 que requere muito tempo de laboratorio, 0 manuseamento de solventes organicos
perigosos e apenas poder ser usada quando existe uma quantidade de amostras relativamente

grande. %27

O QlAamp DNA Investigator Kit é um kit comercial que permite a extracdo de ADN de forma
eficaz em duas fases. Numa primeira fase provoca-se a lise celular combinando a acéo
enzimatica com a acdo mecanica e, numa segunda fase purifica-se 0 ADN recorrendo a uma
membrana a base de silica. A proteinase k € uma enzima que intervém no processo de digestao
dos componentes celulares e que faz parte da composicdo deste kit, podendo também ser usada
juntamente com o EDTA na fase de descalcificacdo. Depois de tratada a amostra com a
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proteinase k, segue-se a extracdo e purificacdo do ADN com recurso a técnica das colunas a base
de silica. Este método permite melhores resultados do que o método organico na extracdo e
purificacio de ADN em dentes muito degradados, uma vez remove todas as substancias

inibidoras da amostra e no final obtém-se uma amostra de elevada qualidade. "%

O Chelex 100® é outro kit comercial que tem como base uma resina quelante desenvolvida
especificamente para a extracdo de ADN de amostras para posteriormente usar o PCR. Esta
resina composta por co-polimeros de divinilbenzeno estireno contendo i6es iminodiacetato que
funcionam como quelantes para os ides metalicos polivalentes. No processo de extracdo do ADN
a solucéo alcalina associada ao movimento provado pela ebulicdo provocam a lise celular e
libertacdo do conteudo intracelular ao qual os agentes quelantes e ligam imediatamente,
protegendo assim o ADN da degradac&o. E um procedimento simples, rapido e que n&o implica
0 manuseamento de solventes orgéanicos. Estudos referem que a extragédo de ADN a partir do
tecido pulpar com recurso a esta técnica é tdo eficiente como o método orgénico e que a

extracdo, amplificacdo e sequenciacdo do ADN s&o possiveis em dentes incinerados. ¢

Quantificacao e amplificacéao

O PCR & uma técnica da Biologia Molecular que permite amplificar pequenas quantidades de
ADN, de tal modo que se conseguem quantidades de material suficientes para posterior
sequenciagdo. Para tal é necessario uma DNA polimerase e um par de Primers especificos para a
regido que se pretende amplificar. Cada primer ird reconhecer uma regido especifica na
sequéncia do ADN de cadeia simples, ligar-se a ela e ativar a polimerase de ADN, permitindo a
replicacdo da sequéncia em causa e a sua consequente amplificacdo. No final do processo obtém-
se 2" copias iguais a sequéncia original, sendo que o n é o nimero de vezes que 0 processo de

replicacéo foi repetido. (26,30,31)

O PCR é uma técnica altamente sensivel e, como tal, a presenca de qualquer contaminante pode
inibir a reacdo. De modo a ultrapassar este obstaculo, a técnica foi refinada, dando origem ao

Real Time PCR que tem um nivel de detecio muito superior ao do PCR convencional. ¢
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Determinacao do perfil de identidade

A sequenciacdo de ADN é um método de identificagdo robusto, no entanto depende da
quantidade e qualidade do ADN presente na amostra. Com a evolugdo das técnicas algumas
destas dificuldades sdo ultrapassadas recorrendo a métodos mais sensiveis e automatizados.

Atualmente, os métodos mais utilizados recorrem a identificacdo precisa dos produtos
amplificados por PCR. Os short tandem repeat (STR) sédo polimorfismos com elevado grau de
discriminagcdo. S&o zonas hipervaridveis na sequéncia de ADN, formadas por sequéncias
repetitivas de fragmentos constituidos por duas a sete pares de bases. A analise dos STR é feita
recorrendo a marcadores fluorescentes que se ligam ao produto do PCR e que séo, depois,
detetados na eletroforese por um laser e separados segundo o0 seu tamanho. Como sdo sequéncias
de nucledtidos relativamente pequenas, sdo adequadas para a analise de ADN degradado, ao
contrario dos VNTR antigamente usados. No processo de identificacdo, o polimorfismo é tanto
mais valioso quanto maior a variacdo de alelos que o compdem, mais pequeno (menor numero
de pares de bases), maior a frequéncia de heterozigoticos e menor a sua frequéncia na populacao.
E recomendado recorrer & analise de, no minimo, doze loci para determinar a identidade de
determinada vitima. A medida que o grau de degradacdo do material genético aumenta, a
seguranca nos resultados do PCR diminui. Uma forma de ultrapassar este problema sera reduzir

0 tamanho da sequéncia que é submetida a amplificacio por PCR. (:11:26.2834.38)

Em alternativa ao uso dos STR, quando o ADN gendmico se encontra muito degradado, pode-se
recorrer aos SNP. Estes polimorfismos resultam da variacdo de um unico nucleétido (podendo
por vezes gerar ou eliminar locais de clivagem para endonucleases de restricdo. Estes
polimorfismos podem ser analisados recorrendo a técnicas automatizadas ou a sua sequenciagao.
Para a aplicacdo das técnicas automatizadas sdo necessarias grades quantidades de ADN, o que
constitui uma limitacdo na sua aplicacdo na Forense. %% Os SNPs surgem como marcadores
muito valiosos para a identificacdo de cadaveres em estados de decomposi¢do muito avancados,
porque as regides que se pretende amplificar sdo muito pequenas. Estes polimorfismos sdo
também Uteis para determinar a linhagem, evolucdo e o fendtipo. Para além da sua aplicacdo na
Medicina Forense, os SNPs também sdo usados no diagnostico de certas patologias e no estudo
genético da populacéo. Esta opgdo € viavel mesmo quando a amostra disponivel é pequena, mas
apenas pode ser usada para identificacdo quando o loci é suficientemente sensivel e existem

registos populacionais disponiveis. 2632
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Quando a quantidade de ADN genémico que se consegue extrair de uma amostra € demasiado
pequena ou se encontra muito degradada, uma alternativa viavel ao uso do ADN nuclear é
recorrer a0 ADN mitocondrial. O ADN mitocondrial pode ser usado com seguranca para a
identificacdo de um cadaver e apresenta como vantagens o facto de existir um grande nimero de
copias (varias centenas) em cada célula e de ser muito resistente a degradacdo, tanto a causada
pela presenga de fatores ambientais adversos como pelo tempo decorrido entre a morte e a
recolha da amostra, devido ao facto de ser circular. Em situacGes em que o cadaver se encontra
num estado de decomposicdo muito avangado o ADN mitocondrial oferece resultados mais
fiaveis do que o ADN gendmico. Para além disto, como a sua transmissdo hereditaria e por via
citoplasmatica, de mée para filho, pode ser usado com grande seguranca para determinar a
relacdo com a linhagem materna e assim permitir uma identificacdo positiva através do
cruzamento dos dados obtidos na sequenciacdo do mtDNA da vitima com o de possiveis
familiares, nomeadamente mae ou um irmao. Apresenta-se muito Gtil em situacdes de desastres
em massa fechados, ou seja em que a identidade das vitimas é conhecida mas 0s corpos
encontram-se irreconheciveis, como por exemplo nos acidentes de avido em que ha uma lista de
passageiros. A grande desvantagem desta técnica de identificacdo é custo associado, que é muito

elevado devido a tecnologia avancada que esta técnica requer. ©121.2226.32)

O cromossoma Y é transmitido diretamente de pai para filho, o que o torna num meio de estudo
viavel para determinar a paternidade de determinado individuo. Os Y-STR podem ser
efetivamente usados para a identificacdo de vitimas e principalmente nos testes de paternidade.
Quando o presumivel pai ndo esta disponivel para ser testado, pode-se recorrer ao ADN de um
parente masculino e relacionado por via paterna como referéncia.®® A grande desvantagem, no
caso da aplicacdo desta técnica na Medicina Dentéria Forense, é o facto de ndo distinguir a
linhagem paterna, uma vez que herdado diretamente do pai e ndo sofre mutacGes significativas
durante varias geracdes. Esta caracteristica, no entanto, pode-se revelar numa vantagem quando

0 objetivo é analisar a proveniéncia geografica ou o estudo da migracéo. 313

A sequenciacdo do gene da Amelogenina é uma opcdo quando o0 objetivo é determinar 0 sexo.
Este gene é responsavel pela codificacdo de uma proteina essencial para a correta formacéo do
esmalte dentério. Encontra-se localizado nos cromossomas sexuais (Xp22.1-Xp22.3 e Ypll.2) e
apresenta variacdes tanto no comprimento como na sequéncia. Através da amplificacdo e
quantificacdo recorrendo ao PCR € possivel determinar o sexo, uma vez que a presenca de dois

produtos resultantes da amplificacao significam que a amostra provem de um homem, sendo que

16



Obtencdo de ADN em dentes submetidos a condi¢fes extremas: Estado da arte

um dos produtos corresponde ao cromossoma X e o outro ao cromossoma Y. Quando ap6s a
amplificacdo se obtém apenas um produto a amostra provem de uma mulher. Esta varia¢do no

resultado da amplificagdo do gene permite determinar o sexo. ?%%%%)

Analise e interpretacdo dos resultados

Depois da sequenciacdo do ADN ¢é necessario interpretar o resultado, comparando-o com outras
amostras. Atualmente, varios loci sdo reconhecidos como suficientemente individualizantes para
permitir a identificacdo de um corpo. No entanto, existem algumas limitacdes nesta técnica que
devem ser consideradas na hora de retirar conclusdes a partir dos resultados obtidos. Em
primeiro lugar deve ser considerado o grau de degradacdo do material genético usado para a
analise, uma vez que pode condicionar a sequenciacdo do ADN e permitir apenas a elaboracédo
de um perfil parcial de ADN do individuo. A amostra recolhida no cadaver depois de analisada
pode ser comparada com amostras recolhidas a partir de pertences do mesmo que contenham
vestigios biologicos (por exemplo escova de dentes) ou com amostras recolhidas junto dos
presumiveis familiares. No caso de a comparagéo ser feita com os resultados obtidos atraves dos
objetos pessoais a identidade é estabelecida de uma forma direta, no entanto é necessario garantir
que os objetos em causa pertencem mesmo ao cadaver que se pretende identificar. Por outro
lado, a identidade pode ser determinada por relacdo indireta, através da analise de amostras de
ADN recolhida nos familiares da vitima. Com qualquer um destes métodos podem ocorrer
falhas, pelo que o ideal seria haver uma base de dados de ADN que permitisse estabelecer uma
correspondéncia direta da amostra com um registo previamente existente. E também

fundamental garantir a confidencialidade dos dados, uma vez que se tratam de dados sensiveis.
(32,36,37)
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Conclusao

A identificacdo humana é um dos principais objetivos da Medicina Forense. Sdo conhecidas
varias técnicas que podem ser aplicadas isoladamente ou em associacdo e que permitem a
identificacdo positiva na generalidade dos casos. O problema surge quando na
necoridentificacdo, o cadaver ndo se encontra nas melhores condi¢des de conservacao, quer pelo
tempo que decorreu entre a morte e a exumagéo do corpo quer pelas condi¢gdes ambientais as
quais esteve submetido. E nestas situacdes que a Medicina Dentéria Forense se revela uma

grande mais-valia.

Os dentes pelas suas caracteristicas fisicas e quimicas sdo mais resistentes as situacdes adversas
de temperatura e humidade do que os tecidos moles. Como tal podem ser usados para a
identificacdo da vitima, tanto através da analise da denticio e comparacdo dos registos
postmortem com 0s registos antemortem, como para proceder a extracdo de material genético

para analise.

Efetivamente é possivel extrair quantidades suficientes de ADN a partir dos tecidos denarios
para a analise do mesmo. Na generalidade, todas as técnicas atualmente conhecidas permitem a
obtencdo de resultados satisfatérios no processo de identificagdo, devendo os principais critérios
de selecdo ser o grau de decomposicdo do cadaver e a finalidade da analise. Em situacdes em que
0 estado de decomposicdo ja se encontra muito avancado, a utilizacdo do ADN mitocondrial
revela-se uma boa alternativa, desde que existam amostras de familiares da linhagem materna
disponiveis para a comparacdo. No caso em que apenas se pretende determinar 0 sexo sera

adequado analisar o resultado do PCR da amplificagcdo do gene da Amelogenina.

Tendo em conta a complexidade do processo de identificacdo de um cadaver e as implicagdes
gue 0 mais pequeno erro pode ter neste processo, sera apropriado que se sustente ndo apenas
numa técnica, mas sim no cruzamento das informacdes recolhidas e das conclusdes a partir delas

retiradas, a nivel das diversas areas da Medicina Forense.
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