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RESUMO:

A peca dentdria é um material de andlise do ADN, tendo
em conta os fatores ambientais inerentes da realidade
forense. Pretende-se com este capitulo salientar que,
pelas suas caracteristicas morfo-histo-funcionais, o ADN
estd localizado no dente como o “mosquito no &mbar”.
A dentina integrada no complexo dentino-pulpar e os
elementos celulares do cemento dentario encontrados na
matriz dentindria, mantém a sua integridade em relacdo
as agressoes do meio exterior, nomeadamente quando
estamos perante vestigios biolégicos com um elevado
grau de degradacdo cadavérica, inviaveis para a identi-
ficacdo genética. O sucesso da genotipagem a partir do
dente compreende a etapa diferenciada de preparacao
da amostra e a de escolha dos polimorfismos com maior
poder de discriminagao.

PALAVRAS-CHAVE:
identificacdo positiva, discriminacao, genotipagem
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ABSTRACT:

Taking into account environmental factors inherent to
the forensic reality, the tooth is an appropriate material
for DNA analysis. The aim of this chapter is to enhance
that by its histo-morpho-functional characteristics, the
DNA is located in the tooth as the “fly in amber”. Dentin,
which is included in pulp-dentin complex and the cellular
elements of dental cementum found in dentin matrix,
maintain their integrity in relation to aggressions from the
external environment. This is particularly important when
we are dealing with biological remains with a high degree
of cadaverous decay, unviable for genetic identification.
The success of genotyping from the tooth comprises a
distinct stage of sample preparation and selection of
polymorphisms with greater discrimination power.

KEYWORD:
positive identification, discrimination, genotyping



VIII.1. INTRODUCAO

O objetivo deste capitulo é o conhecimento
do contributo das caracteristicas histolégicas das
pecas dentérias, na obtencdo de uma identifica-
¢ao genética.

Parece-nos relevante tecer algumas consi-
deracdes quanto aos marcadores genéticos utili-
zados na identificacdo e técnicas analiticas, bem
como proporcionar uma base geral de carater
anatomo-funcional, com destaque para o com-
plexo dentino-pulpar e cemento.

VIII.2. INTRODUCAO A GENETICA
FORENSE

A Genética Forense, uma das areas das
ciéncias forenses, tem permitido a identificacdo
genética de amostras bioldgicas provenientes de
casos judiciais de ambito civil e criminal, contri-
buindo deste modo para a decisao dos tribunais.

Nos ultimos anos, a analise do ADN atra-
vés da aplicacdo de metodologias de biologia
molecular extremamente sensiveis tais como as
baseadas na PCR (Polymerase Chain Reaction),
revolucionou a investigacdo forense. Todos os
seres vivos contém ADN, o qual apresenta va-
riabilidade entre cada espécie e dentro de uma
mesma espécie, permitindo a determinacdo da
origem de material biolégico.

Sao varias as aplicacbes da Genética Forense.
As investigacoes de parentesco englobam pericias
para investigacao da paternidade biolégica, in-
vestigacdes de maternidade (nomeadamente em
casos de abortos ilegais e crimes de infanticidio) e
de filiacao, impugnacdes de paternidade e outros
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estudos familiares mais ou menos complexos de-
pendendo do grau de parentesco dos interve-
nientes envolvidos nas pericias. Estes exames sao
também utilizados em casos de imigracao, quando
é necessario determinar o grau de parentesco de
determinado individuo relativamente as amostras
de referéncia.

A identificacdo de pessoas desaparecidas e
de restos cadavéricos provenientes de acidentes
aéreos, desastres de massa ou de crimes contra
a humanidade, é outra das areas de intervencao
da genética forense que ocorre quando j& nao
é possivel efetuar a identificacdo fisica. Nestes
casos é essencial que haja boas amostras de re-
feréncia para se proceder aos respetivos estudos
comparativos e, sendo certo que na maioria das
situacdes ndo é possivel ter acesso a amostras
bioldgicas do préprio (quer sejam colhidas em
objetos pessoais, quer sejam por exemplo prove-
nientes de biobancos hospitalares), é fundamen-
tal efetuar uma escolha criteriosa dos familiares
a estudar.

A identificacdo genética de vestigios biol6-
gicos de processos criminais permite relacionar
as vitimas com os suspeitos e vice-versa, 0S sus-
peitos com a cena do crime, diferenciar cenas de
crime, ou ainda relacionar os objetos utilizados
nas cenas de crime quer com as vitimas quer
com 0s suspeitos. Atualmente é possivel fazer
a identificacdo genética de amostras bioldgicas
cada vez mais diminutas ou degradadas, tais
como células de descamacdo do epitélio, hastes
de pelos/cabelos, ossos e por ultimo os den-
tes, amostras de eleicdo em situacdes forenses
extremas. Sendo a prova do ADN, em muitas
situacdes, a Unica evidéncia da pratica de um

crime, é essencial que todos 0s exames sejam
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realizados de forma precisa e criteriosa para que
se atinjam elevados niveis de qualidade, de forma
a serem Uteis em tribunal.

As bases de dados de perfis de ADN para
identificacdo criminal e identificacdo civil (ca-
daveres ndo identificados, militares ou outros
profissionais de risco), assim como investigacoes
histérica, monitorizacdo de transplantes ou ca-
sos de negligéncia hospitalar (troca de amostras
de doentes) sdo outras das inUmeras aplicacdes
desta area forense.

Embora a maioria das identificagbes genéti-
cas de ambito criminal sejam efetuadas em ADN
humano, muitas vezes é também necessario fazer
a identificacdo de ADN nao-humano. A identi-
ficacdo de pelos ou outro material bioldgico de
animais domésticos (nomeadamente de cdes e
gatos) e de determinadas espécies botanicas,
podem associar o suspeito ao local do crime ou
comprovar que o cadaver foi removido do local
onde o crime ocorreu. Outras aplicacdes envolvem
ainda o combate ao trafico de animais em vias
de extincdo e ainda a identificacdo de materiais
utilizados no bioterrorismo (tal como o anthrax)
e na contaminacao alimentar [1-3].

VIII.3. MARCADORES GENETICOS
UTILIZADOS NA IDENTIFICACAO

Atualmente a identificacdo genética é feita
de preferéncia utilizando kits comerciais que per-
mitem a amplificacdo simultanea (multi-locus) de
varios STRs (Short Tandem Repeats) autossémicos
presentes no ADN nao-codificante, incluindo a
identificacdo do gene da Amelogenina presente
nos cromossomas homologos X e Y.

ANA CORTE-REAL & MARIA JOAO PORTO

Os STRs (Short Tandem Repeats) sdo regides
do ADN com unidades de repeticdo entre 2-7 pa-
res de bases (pb), muito abundantes no genoma
humano (cerca de 3%) e facilmente amplificaveis
por PCR em reacdes multiplex dado que produzem
fragmentos entre aproximadamente 100-400 pb.
Entre as multiplas vantagens da utilizacdo destes
marcadores destacam-se o seu polimorfismo, a
facilidade de amplificagdo mesmo com quanti-
dades diminutas de ADN ou quando as amos-
tras estdo degradadas, o facto de permitirem a
interpretacdo de misturas e a possibilidade de
automatizacao. A inclusado da Amelogenina para
determinacdo do género nos kits multiplex de
STRs tem-se revelado de grande utilidade especial-
mente quando estamos na presenca de amostras
criminais (em particular nos casos de agressao de
natureza sexual) ou provenientes de cadaveres
nao identificados [4].

Em alguns casos justifica-se a utilizagdo de
STRs especificos do cromossoma Y. Ao contrario
dos STRs autossémicos que tém uma transmissao
mendeliana e sofrem recombinacdo durante a
meiose, 0s STRs do cromossoma Y transmitem-
-se em bloco fazendo com que todos os indi-
viduos da mesma linhagem paterna possuam a
mesma informacao, o que permite a definicdo
de haplotipos.

A identificacdo destes marcadores tem par-
ticular interesse em casos de parentesco que en-
volvam familiares de linhagem paterna e também
nas agressoes sexuais, em que existem misturas
de material biolégico de origem feminina e mas-
culina, sendo possivel a identificacdo de material
biolégico minoritario exclusivamente do agressor,
mesmo em amostras com elevadas quantidades
de material bioldgico de origem feminina [5].



Embora menos utilizados, os STRs do cro-
mossoma X tém também varias aplicacbes fo-
renses, nomeadamente nas investigacdes de
paternidade que envolvem duos pai-filha (dado
que os individuos do sexo feminino herdam o cro-
mossoma X paterno) ou na identificacdo genética
de restos cadavéricos e de pessoas desaparecidas.
E no entanto nos casos complexos de parentes-
Cco em que é necessario estabelecer a relacdo
entre familiares distantes ou nas investigacbes
de paternidade em que apenas estao disponiveis
familiares do pretenso pai, que estes marcadores
tém a sua maior aplicacao [6].

Com o intuito de aumentar a eficacia da
amplificacao, especialmente em amostras degra-
dadas ou com pouco ADN, tém sido introduzi-
dos na rotina laboratorial marcadores genéticos
que produzem fragmentos de reduzida dimen-
sao (mini-STRs) [7]. Embora também permitam
uma amplificacdo multiplex, kits formados ex-
clusivamente por mini-STRs incluem um numero
reduzido de loci (comparativamente aos kits de
STRs convencionais) uma vez que os fragmentos
resultantes da PCR sdo inferiores a 150 pb. Novos
mini-STRs tém sido estudados sendo alguns deles
recomendados para integrarem as bases de da-
dos europeias, pelo contributo consideravel que
proporcionam na identificacdo de amostras que
apresentam perfis genéticos parciais [8].

Nos casos em que nao é possivel recorrer a
analise de STRs no ADN nuclear pode ser efetuado
o estudo do ADN mitocondrial (ADNmt), pois este
esta presente nas células em maior quantidade.
Ao existirem centenas de cépias de ADNmt em
cada célula, torna-se mais resistente e permite a
identificacdo de amostras antigas, degradadas ou
com pouco ADN como é o caso de 0ss0s, dentes
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e pelos/cabelos. A heranca é exclusivamente ma-
terna sob a forma de haplétipo, fazendo com
gue nao haja recombinacao e reduzindo a sua
diversidade, permitindo no entanto determinar
relacoes familiares sempre que sdo efetuados es-
tudos comparativos com familiares de linhagem
feminina [9,10].

A molécula de ADN mitocondrial é circular e
de cadeia dupla, sendo constituida por cerca de
16569 pb. A andlise é efetuada por PCR seguida
de sequenciacao, sendo as regides hipervariaveis
I e ll (HVI e HVII) da regido controlo ou D-loop
(displacement loop) as mais estudadas para fins
forenses por serem particularmente polimérficas,
embora haja atualmente a tendéncia de alargar o
estudo a totalidade da regido controlo de modo a
ser obtida o maximo de informacao possivel [11].
As sequéncias obtidas sdo comparadas com a se-
quéncia de referéncia de Cambridge (CRS) ou com
a sequéncia de referéncia de Cambridge revista
(rCRS - revised Cambridge Reference Sequence)
[12]. A presenca de heteroplasmias (mais de um
tipo de ADNmt num individuo) pode levar a pre-
senca de diferentes sequéncias entre cabelos ou
tecidos de um mesmo individuo, ou mesmo ao
longo de uma mesma haste de cabelo, dificul-
tando por vezes a interpretacdo dos resultados
obtidos [13].

Além dos marcadores ja descritos, quando
o material biolégico é diminuto ou esta degra-
dado nao permitindo deste modo o estudo de
STRs, ou ainda quando é necesséaria informacao
adicional, podem ser utilizados outros polimorfis-
mos como é o caso dos SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms). Os SNPs abundam no genoma
humano (existem ja milhdes de SNPs descritos)
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e caracterizam-se pela variacdo na sequéncia de
uma Unica base (substituicoes, insercdes ou dele-
¢des) que resulta em formas alternativas (alelos)
permitindo deste modo a distincdo entre individu-
0s. A maioria dos SNPs tem apenas duas formas
(bi-alélicos).

Relativamente aos STRs tém a vantagem
de terem um tamanho muito inferior (fragmen-
tos abaixo dos 100 pb) permitindo uma maior
eficacia da PCR e a andlise simultanea (reacbes
multiplex) de um nimero muito superior de poli-
morfismos; permitem ainda um elevado grau de
automatizacdo no seu processamento e analise
bem como uma maior facilidade na interpreta-
cao de resultados dada a inexisténcia de ban-
das artefacto da amplificacao (stutters). Através
de uma criteriosa escolha dos SNPs a analisar,
pode ser possivel inferir a ancestralidade, bem
como algumas das caracteristicas fenotipicas das
amostras analisadas. Os SNPs informativos de
linhagem (associados aos cromossomas X e Y)
sdo também Uteis na analise forense. No entanto,
o facto de serem pouco polimérficos faz com
que seja necessario ter uma bateria alargada
destes marcadores (cerca de 50 SNPs) para que
se obtenha o mesmo grau de informacao de um
perfil genético de STRs. Outra das desvantagens
prende-se com a limitacdo que tém na interpre-
tacdo de misturas [14, 15].

Estudos recentes tém sido efetuados com
Indels (Insertion-Deletion Polymorphisms), poli-
morfismos bi-alélicos com interesse forense (no-
meadamente na analise de amostras degradadas
ou para complementar o estudo de investigacoes
de parentesco), que consistem na insercdo ou de-
lecdo de um segmento de ADN que pode medir
centenas de nucleétidos [14].
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VIIl.4. TECNICAS ANALITICAS
DE ROTINA NUM
LABORATORIO FORENSE

A rececao de amostras biolégicas nos la-
boratérios de Genética Forense pressupde uma
correta preservacao de modo a garantir a sua
integridade, as quais devem também encontrar-se
devidamente identificadas e estar acompanhadas
de documentacao que atestem a sua autentici-
dade, garantido deste modo a manutencao da
cadeia de custodia [16].

Previamente a extracdo do ADN podera ser
necessario determinar a natureza do material bio-
l6gico existente, nomeadamente nas amostras de
sangue, sémen e saliva.

Nas amostras de pelos/cabelos é realizada a
sua caracterizacao macroscopica e microscopica
de forma a selecionar as amostras com interesse
para a pericia solicitada. A presenca de bolbos é
preferida relativamente as amostras que apenas
apresentam hastes, pois contém um maior nimero
de células e poderdo com maior taxa de sucesso
permitir a determinacdo de um perfil genético de
STRs. Por outro lado, a triagem efetuada através
desta metodologia, permite a eliminacao de pe-
los ndo-humanos quando esta por exemplo em
causa a identificacdo de amostras da vitima e/
ou do agressor.

Relativamente a amostras de 0ssos ou den-
tes, devera primeiramente ser efetuada uma lim-
peza da superficie de modo a eliminar possiveis
inibidores e contaminantes. A amostra é mani-
pulada para ser selecionada a porcao de mate-
rial potencialmente mais rica em ADN (explanado
posteriormente, neste capitulo). Estas amostras
devem ser pulverizadas, reduzidas a p6, para que
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Figuras VIII.1 (A e B) - Fotografias da reducdo a p6 de material bioldgico mineralizado, osso e dente. (A) Vial preparado para
colocacao em moinho de nitrogénio liquido. (B) Viais retirados do moinho e colocados em suporte. Cortesia do INMLCF, I.P. 2013.

o material daf resultante se torne acessivel aos
métodos de extracao que serao posteriormente
utilizados (figs. VIII.1).

Com o processo de extracdo pretende-se
separar o ADN contido no nucleo do restante
conteudo celular, eliminando simultaneamente
possiveis inibidores que possa conter. A escolha
do método de extracdo prende-se com varios
fatores, nomeadamente com o tipo de amostra,
bem como com a qualidade e a quantidade que
se esperam disponiveis. Varios métodos tém sido
descritos e utilizados na pratica forense, sendo o
método de Chelex [17] e a extracdo organica [18]
dos mais referenciados a nivel forense.

O método de Chelex é simples e econémico
nao permitindo no entanto a obtencdo de um
extrato purificado, tornando-se uma limitacao re-
lativamente a grande parte das amostras forenses.

Pode contudo ser utilizado na extracdo de amos-
tras de referéncia (sangue e saliva) e também em
amostras forenses bem preservadas. Quanto a
extracao organica (também denominada de ex-
tracao por fenol-cloroférmio), apesar de permitir
obter um ADN mais puro e de remover a grande
maioria dos inibidores inerentes a prépria amostra,
tem o inconveniente de utilizar solventes toxicos e
de ser mais suscetivel a contaminacao dado que
necessita de multiplas transferéncias de tubos
durante o processamento das amostras.

Com a perspetiva de automatizar o proce-
dimento de extracdo tém surgido multiplos kits
comerciais e varias plataformas robotizadas es-
pecialmente desenvolvidas para a area forense,
que sao mais sensfveis e que permitem uma maior
reprodutibilidade nos resultados, assim como a di-
minuicao da intervencao do operador contrariando
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deste modo o risco de contaminacao; o ADN obtido
¢ ainda de grande qualidade [19]. Baseiam-se numa
extracdo em fase-solida que utiliza particulas de
silica ou particulas magnéticas que retém o ADN,
para depois ser purificado através de varios passos
de lavagem [20]. Os robots sao no entanto equi-
pamentos onerosos e que limitam a flexibilidade
que os kits manuais permitem.

De modo a otimizar a reacao de PCR (am-
plificacdo), qualquer amostra forense devera ser
quantificada tendo por objetivo estimar a quan-
tidade de ADN existente: a diminuta quantidade
de ADN na reacdo de amplificacdo pode levar
a perda parcial de alelos ou mesmo a auséncia
de resultados e, o excesso de ADN pode levar a
resultados dificeis de interpretar.

A utilizacdo de equipamentos de PCR em
tempo-real na quantificacdo, permite determinar
a quantidade de ADN existente na amostra e tam-
bém a presenca de inibidores que impossibilitam
a obtencao de resultados. Existem kits comerciais
gue determinam a quantidade total de ADN hu-
mano da amostra e também a quantidade de
ADN do cromossoma Y (muito Gtil nas agressdes
sexuais), podendo esta avaliacdo ser efetuada
em simultaneo. Também tém sido desenvolvidas
metodologias que permitem estimar a quantidade
de ADN nuclear e ADN mitocondrial [21,22].

A amplificacdo do ADN existente nas amostras
bioldgicas é efetuada através da PCR e esta bas-
tante estandardizada a nivel forense. Normalmente
sao utilizados kits comerciais que recorrem a am-
plificacdo simultanea de vérios STRs. Atualmente
tém aparecido novos kits, cada vez mais sensiveis
(que amplificam melhor na presenca de amostras
degradadas e com inibidores) e que incluem novos

marcadores (nomeadamente os que a comunidade
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forense considera Uteis em casos de investigacdo
criminal), alguns dos quais em formato reduzido
(mini-STRS), uma mais-valia na amplificacao de
amostras com pouco material genético.

Surgiram também recentemente kits de am-
plificacdo direta para aplicacdes forenses, que
prescindem do passo de extracdo no caso de a
amostra bioldgica (sangue ou saliva) se encon-
trar depositada em papel FTA (suporte especifico
para o armazenamento de ADN), o que permite a
automatizacao do procedimento de amplificacdo
em plataformas robotizadas [23,24].

De forma a prevenir o risco de contaminacgao,
ja que a PCR produz milhdes de cépias de ADN
idénticas, os laboratérios forenses deverao recorrer
a utilizacdo de controlos negativos para monitorizar
reagentes e consumiveis e estar dotados de uma
base de dados dos profissionais que manipulam as
amostras. A automatizacao deste procedimento,
contribui também para a minimizacao dos riscos
de contaminacao intralaboratorial.

A andlise dos fragmentos amplificados do
ADN é efetuada em equipamentos de sequenciacao
automatica que recorrem a eletroforese capilar
multicanal (os mais recentes), e permitem detetar
os produtos de PCR marcados com fluorescéncia
recorrendo a softwares especificos de andlise.

No que diz respeito a analise dos kits mul-
tiplex de STRs, a definicdo de critérios bem defi-
nidos e preestabelecidos para a anélise de perfis
genéticos deu origem aos denominados expert
systems que permitem uma analise automatizada
mesmo em situacdes complexas [25]. Estes sistemas
facilitam amplamente o trabalho do perito que, no
entanto, deve supervisionar os resultados obtidos.

Os sequenciadores automaticos, quando as-
sociados a automatizacao dos procedimentos de



CAPITULO VIII Identificacdo genética

155

Figura VIII.2 (A e B) — Corte histolégico, de material ndo descalcificado, de porcdo de dentina radicular. (A) Secéo longitudinal
evidenciando um maior numero de tubulos por unidade de superficie junto a zona central. (B) Destaque para os tubulos dentarios

na sua matriz.

extracdo e amplificacdo e com integracdo em sis-
temas LIMS (Laboratory Information Management
System) permitem aos laboratérios forenses in-
crementar grandemente o nimero de amostras
processadas, diminuir os riscos de erro e contami-
nacado associados aos procedimentos laboratoriais
e ainda reduzir os custos [26].

VIII.5. OS TECIDOS DENTARIOS

Neste item o dente sera caracterizado pela
sua constituicdo histoldgica nomeadamente o
conteddo celular dos seus constituintes para uma
analise genética de identificacao.

A dentina e a polpa podem ser conside-
radas dois tecidos intimamente relacionados,
embora ndo seja uma questao consensual na

literatura [27]. Estes dois tecidos relacionam-se
sob um ponto de vista embriolégico, partem
de uma origem embrionaria comum, uma vez
que ambos derivam do ectomesénquima que
forma a papila do gérmen dentario [28]. Formam
uma unidade estrutural, com os prolongamentos
dos odontoblastos incluidos na dentina e em
algumas situacdes os préprios corpos celula-
res. Formam também uma unidade funcional,
considerando que o tecido pulpar nutre, for-
ma e reestrutura a dentina, pelo que iremos
utilizar a denominacao de 6rgao ou complexo
dentino-pulpar.

A dentina apresenta uma dureza proporcio-
nal ao seu grau de mineralizacdo, sendo menor
do que a do esmalte, mas maior do que a do 0sso
e do cemento. Pela sua dureza a dentina resiste
aos agentes fisicos melhor do que o osso.
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Na estrutura da dentina podemos distinguir
dois componentes basicos: a matriz extracelular e
0s canais ou tubulos dentinérios que atravessam
praticamente toda a sua espessura e que podem
alojar os prolongamentos odontoblasticos, carac-
terizando a grande polarizacdo na distribuicao
dos organelos no odontoblasto maduro [29] (figs.
VIII.2). Em face do exposto, podemos considerar o
corpo celular, com o nucleo, no limite interno da
dentina e a sua longa extensdo, o prolongamento,
com um volumoso reticulo endoplasmatico, um
complexo de Golgi proeminente rico em mito-
condrias, no interior da dentina; que definem os
marcadores a amplificar, autossémico e mitocon-
drial, respetivamente [30].

Pelo facto de existir um maior nimero de
tubulos, por unidade de superficie, nas zonas
de dentina préoximas a polpa, o prolongamento
odontoblastico ocupar apenas o terco interno da
dentina, e ainda pela deposicdo centripeta da
dentina peritubular, em relagao ao ttbulo dentina-
rio [29], consideramos importante preservar esta
porcao da dentina, rica em elementos celulares,
para a analise molecular [30].

Em oposicdo ao esmalte, acelular, sem iner-
vacdo, e sem vascularizacao [29] a dentina, no
complexo dentino-pulpar, estd em producdo con-
tinua ao longo da vida do individuo. Podemos
encontrar no dente humano diferentes tipos de
dentina, consoante a sua origem, composicao,
estrutura, periodo de formacéo e localizacéo.
A intensa atividade celular reflete-se na producédo
de: dentina priméria; dentina secundaria (ou fi-
siolégica), em toda a periferia da camara pulpar;
e dentina terciaria, reacional ou reparadora, que
representa um mecanismo de defesa e reparacao
do érgao pulpo-dentinario (fig. VIII.3). A producdo
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Cavidade pulpar

Figura VIII.3 - Corte histolégico de material descalcificado
da porcao radicular. Tipos de dentina terciaria. Coexisténcia
de dentina terciaria reacional (DTRc) e linha célcio-traumatica
(LCT) com a dentina terciaria reparadora tipo fibrodentina
(DTRe) (HE).

de dentina ao longo da vida do individuo, coe-
xistente com uma intensa atividade celular de
odontoblastos e osteoclastos justifica que seja um
tecido de eleicdo para a identificacdo genética.

Destacamos na utilizacado do dente na iden-
tificacdo genética, a existéncia da dentina secun-
daria escler6tica. Neste tipo particular de dentina,
o lumen dos tubulos dentinarios esta reduzido
formando uma dentina hipermineralizada, prefe-
rencialmente, na porcao mais apical da raiz [30].

Por outro lado os caracteristicos processos
de difusdo e capilaridade através da matriz da
dentina ou dos tubulos dentinarios, sdo em menor



escala comparativamente ao 0sso, o que favorece
a preservacao dos elementos celulares seus cons-
tituintes e permite uma resposta inflamatéria,
em vida, com uma atividade celular intensa [30].

Algumas reflexdes se podem fazer em rela-
cdo a denticdo humana. Poderemos considerar a
existéncia de tubulos dentinarios de maior diame-
tro na denticdo decidua com um trajeto mais line-
ar, ou seja, nem sempre sigmoide [31], associado
a menor espessura tecidular, comparativamente
ao esmalte, fator que pode condicionar a menor
resisténcia do dente deciduo as agressdes, porém
devido a sua intensa atividade celular, este facto
pode ser superado na analise genética [32].

O tecido pulpar, também designado por
polpa, localiza-se na cavidade pulpar e tem a
particularidade de ser o Unico tecido “mole” do
dente, caracterizando-se por apresentar um “rico
patrimonio” celular [29]. O tecido pulpar tem uma
atividade formadora (sintetiza a dentina que o
rodeia), nutritiva (nutre a dentina que é avascular),
protetora (dando sensibilidade a dentina) e repara-
dora, pois é capaz de produzir nova dentina, sem-
pre que necessario. A periferia da polpa apresenta
uma palicada continua de odontoblastos que,
embora especializados na secrecdo da dentina,
sao parte integrante da polpa. A polpa constitui
o0 substrato bioldgico da dentina. Através do fo-
ramen, a polpa radicular comunica diretamente
com o tecido do ligamento periodontal, sendo
a porta de saida/entrada de nutrientes e téxicos
para o interior do dente, pelo que em situacbes
forense extremas pode ser superado pela dentina
na escolha para uma analise genética [33].

O cemento também designado por cimento
dentario reveste e protege a dentina na sua porcao
radicular (fig. VIII.4), correspondendo, de certa
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forma, ao esmalte da coroa. O cemento é menos
duro que a dentina e o0 esmalte mas é mais duro
que 0 0sso. A interface entre a dentina e o cemen-
to (fig. VII.4) ndo se encontra bem definida [34]
sendo dificil a sua separacdo mecanica. Por outro
lado, devido a sua infima espessura, em cervical de
10 a 15um e a nivel apical é de 50 a 200um [34],
pode ser removido, acidentalmente na limpeza
mecanica da superficie radicular, na preparacao
da peca dentaria para uma analise genética.

A semelhanca da dentina, o cemento estd em
continua formacao durante a vida do individuo,
aumenta a espessura do dente e também reduz
o diametro do foramen, principal responsavel
pelo suprimento sanguineo a cavidade pulpar e
consequentemente a porta de entrada/saida do
interior do dente.

Alguns cementoblastos retrocedem para o
ligamento periodontal, a medida que produzem
e mineralizam a matriz, outros ficam “aprisiona-
dos” na propria matriz que mineralizam, a qual
envolvendo-os em lacunas, transformam-nos em
cementécitos e passam a fazer parte integrante
do cemento na sua camada mais perto da dentina
(fig. VIII.4A) [34], o que é de grande relevancia
para a obtencao de genoma nuclear nesta regiao
topogréfica do dente [30].

Podemos distinguir topograficamente no ce-
mento duas camadas: acelular e celular. O cemento
acelular recobre a raiz adjacente a dentina; o ce-
mento celular, com cementoblastos, tem interesse
na analise genética, localiza-se essencialmente na
area apical e interradicular e recobre o cemento
acelular (figs. VIIL.1B, VIIl.4A) [34-36]. Os cemento-
blastos se aprisionados no cemento mineralizado,
designam-se por cementécitos. Sdo células alojadas

em lacunas, numa matriz mineralizada, por vezes
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Figura VIII.4 (A e B) - Corte histoldgico, de material ndo descalcificado. (A) Cementécitos no cemento. (B) Formacao analoga em

cemento na dentina.

em grau superior a da dentina (de modo anélogo
a0 que ocorre com os ostedcitos). Simultaneamente
com o facto de serem menos permeaveis que a
dentina (pardmetro que diminui com a idade) [34],
0s cementdcitos sao elementos de elevado inte-
resse na preparacao do dente para a identificagao
genética (figs. VIII.4) [30,37].

VIII.6. O DENTE NA ANALISE

GENETICA

Ao longo dos anos identificaram-se, através
do tecido pulpar, diferentes grupos sanguineos,

enzimas eritrocitarias e proteinas séricas caracteri-
zadas através do seu polimorfismo genético [38-46].

A utilizacdo de SLPs para a analise de RFLP
a partir do dente foi estudada por Schwartz,
Mieszerski e colaboradores [47]. Estes autores
colocaram pecas dentarias em meios diversos,
fazendo variar com distintas temperaturas (4°C,
25°C e 37°C) diferentes valores de pH (3, 7 e
10), humidade (20%, 66% e 98%), tipo de solo
(areia, argila e jardim). Para além disso imergiram
pecas dentarias em agua do mar, por periodos de
tempo varidveis entre uma semana a seis meses.
Colocaram, ainda, dentes a temperatura ambiente
por periodos de tempo de 16 e 19 anos. O método



utilizado na obtencao do tecido dentario pulpar,
através de escavadores, pressupde que tivesse
0 aproveitamento, apenas, da regiao central da
polpa ou polpa propriamente dita.

A primeira referéncia da identificacdo hu-
mana a partir da analise de polimorfismos VNTRs
em amostras de tecido dentario pulpar, data de
1992, tendo sido referenciada por P&tsch, Meyer,
Rothschild e colaboradores [48]. Estes autores
estudaram o efeito das condicdes ambientais na
analise de ADN por PCR, a partir de tecido den-
tario pulpar. Os autores aplicaram a técnica de
PCR, quantificacdo por espetrometria e Southern
Blotting, em polpa de dentes colocados durante 1
e 15 anos a temperatura ambiente; conseguiram
analisar os fragmentos de ADN mais pequenos
e verificaram que nao existia uma influéncia sig-
nificativa dos periodos de tempo considerados.

Algumas metodologias de acesso ao interior
do dente, para extracao do ADN, foram inves-
tigadas por Smith, Fisher, Weedn e colaborado-
res, em 1993 [49], tema que ainda hoje atrai a
comunidade cientifica [50]. Os estudos divergem
na técnica da abordagem; no primeiro estudo os
autores propdem uma seccdo transversal na jun-
¢ao coroa-raiz [49], no segundo estudo é sugerida
uma abordagem endodontica [50], chamando a
atencao para os cuidados a ter na abordagem
da peca dentaria, pois devem ser conservados os
tecidos duros para posterior avaliacao forense.

Em 1994, Chen, Sun, e Wu, retomam o es-
tudo da influéncia do meio ambiente na analise
do ADN a partir da polpa dentaria. Estes autores
estudaram os fatores fisico-quimicos (pH, tem-
peratura, humidade), com o auxilio de técnicas
de PCR, comprovando a sua influéncia na andlise
dos polimorfismos do ADN [51].
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Salienta-se o estudo de Alvarez, de 1996, em
549 pecas dentdrias submetidas a diferentes con-
dicdes ambientais por periodos de tempo variaveis
entre 15 dias e 36 meses [52]. Este autor estudou
a polpa dentéria nas pecas referenciadas para a
analise dos loci HLA DQA1, D1S80, HUMTHOT1,
HUMPFES/FPS e amelogenina. A polpa dentéria foi
obtida mediante diferentes procedimentos: por
fragmentacdo do dente, por seccdo horizontal
(@ nivel da unido coroa-raiz) e pela cavidade de
acesso do procedimento endoddntico. As pecas
dentérias foram submetidas durante o periodo
de tempo supracitado, a diversas temperaturas
("intempérie”, 4°C, 20°C e 40°C), enterradas em
areia e terra e submersas em agua do mar e rio.
Foram ainda submetidas diferentes séries de den-
tes a altas temperaturas (75°C, 100°C, 200°C,
300°C, 400°C e 500°C) durante 1 e 2 minutos.
Este autor conseguiu os melhores resultados na
analise do gene da amelogenina, devido ao seu
pegueno tamanho (106 a 112pb), associado a sen-
sibilidade da técnica utilizada. A ndo obtencéo de
um perfil de ADN foi especialmente registada em
dentes submersos em agua e a 500°C, atribuindo
esta ocorréncia ao tamanho do fragmento de
ADN amplificado. Os melhores resultados foram
obtidos com os STRs.

Em 1996, Katsuichi Yamamoto realizou uma
estimativa da idade, a partir da dentina, estu-
dando as formas D e L do &acido aspértico. Este
autor realizou também a analise do ADN do tecido
pulpar para a determinacdo do género [53].

Nos casos extremos de cadaveres antigos
(com centenas de anos) ou restos calcinados, o
estudo do ADN oferece possibilidades de suces-
so quando esgotados os procedimentos tradi-
cionais. Lopez (em 1996) relata na sua tese de
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doutoramento, que, em dentes submetidos a acdo
do calor, diminui consideravelmente a quantidade
de ADN obtido da polpa dentaria, em relacdo a
amostras recentes. Este autor justifica os resultados
negativos obtidos (8,25%), como consequéncia da
suposta acao direta do calor sobre o tecido pulpar
de pecas com carie, cuja polpa ja se encontrava
degradada por patologia existente [54].

Em 1998, Pfeiffer e colaboradores, extrai-
ram o ADN mitocondrial de dentes da populacdo
coreana, a partir da polpa e da dentina. Estes
autores concluiram que a extracdo de ADN da
dentina poderia ser uma metodologia empregue
no ambito da identificacdo forense, como uma
fonte fidvel para a obtencdo de ADN mitocon-
drial, em situacdes em que a polpa se encontra
destruida apés a morte [55]. Um ano mais tarde,
em 1999, estudaram as sequéncias nucleotidicas
do ADN mitocondrial (HVII), em polpa dentéria e
em dentina, num total de 21 dentes procedentes
de diferentes idades da populacdo coreana (entre
15 e 85 anos). Estes autores obtiveram 100% de
éxito na sequenciacao de HVII, tanto na polpa
como na dentina. Saliente-se que na dentina de
pecas dentarias pertencentes a grupos etarios
mais avancados, os eletroferogramas resultantes
da sequenciacdo apresentavam qualidade inferior,
sem contudo haver auséncia de resultados satis-
fatérios. Sugerem os autores, em relacao a esta
Ultima observacdo, que em individuos de mais
idade os prolongamentos odontoblasticos ficam
aprisionados na matriz mineralizada (nos cristais
de fosfato de célcio) da dentina, que se tornam
“armazéns” de mitocondrias [56].

Em 1999, Pfeiffer, Brinkmann, Seitz e colabo-
radores, trabalhando com dentes integros, separa-

ram a coroa da raiz, secionaram longitudinalmente
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a raiz e removeram com um escavador a polpa
propriamente dita, aproveitando no seu estudo
apenas o terco médio radicular [55]. Ainda Pfeiffer,
com Mornstad e Teivens, comprovaram que existe
uma degradagdo mais rapida do ADN pulpar em
dentes seccionados em duas metades e enterrados
em terra de jardim durante diferentes periodos de
tempo, como consequéncia da acao direta dos
agentes externos procedentes do meio em que
foram enterrados, sobre o tecido pulpar e pela
auséncia de protecao fisica e quimica dos tecidos
dentarios mineralizados [56].

Analisaram-se ainda em polpa dentéria dife-
rentes polimorfismos do cromossoma Y (DYS19,
SYS389, DYS390, e DYS393), submetendo o dente
a diferentes temperaturas (100°C, 200°C, 300°C,
400°C e 500°C) por periodos de tempo de 2 mi-
nutos, obtendo-se resultados aceitaveis na andlise
dos diferentes polimorfismos, apenas, até atingir
0s 300°C [57].

Em 2003, Piedad Malaver e Juan Yunis, ten-
taram separar o cemento, a dentina e a polpa.
Porém, pelas técnicas descritas, teriam apenas
separado a polpa propriamente dita da dentina
integrada no restante complexo da dentina pul-
par. Trabalhando com esta ultima porcado, estes
autores conseguiram quantidade suficiente para
permitir a amplificacdo do ADN mitocondrial [58].

Nesse mesmo ano Gaytmenn e Sweet, ana-
lisando a peca dentaria no seu todo, salientaram
gue a maior quantidade de ADN situava-se na
porcdo mais cervical da raiz, sequido da por-
cado cervical da coroa e do terco apical da raiz;
a porcdo mais oclusal da coroa apresentava a
menor quantidade de ADN [59]. Recentemente,
A. Corte-Real e colaboradores, recorrendo a téc-
nicas mais precisas, considera a porcdo apical



radicular do dente, zona de relevante importancia
para a identificacdo genética [30, 37].

Ainda em 2003, a resolucdo de um caso de
investigacdo de paternidade foi devida a partir
da andlise de porcbes do 6rgao dentério [60].
Foi efetuada a andlise de 5 loci STRs (FGA, VWA,
THO1, D12S391 e ACTBP2), da porcao radicular
de uma peca dentaria e tecido interradicular
mumificado pertencente ao imperador Alemao
Wilhem Il (do Museu Huis Door da Holanda).
Em relacdo a amostra da zona radicular nao se
obtiveram bons resultados (resultados positivos
s6 no sistema FGA) mas no tecido interradicular
mumificado foi possivel a analise de todos os
marcadores [60].

Em 1999, Sweet, Hildebrand e Phillips, aplica-
ram a metodologia de reducdo a pé de uma peca
dentaria na resolucao de um caso forense [61].

No ambito do ADN antigo (com centenas de
anos) é o dente o tecido de eleicdo, caracterizado
pela protecdo dos seus tecidos mineralizados, com
a reducao a pequenos fragmentos das porgdes
“duras” do dente, sob baixa temperatura, sem
ser relevante a polpa dentaria [62].

A Comissdo Internacional de Pessoas
Desaparecidas (ICMP), responsavel pela identi-
ficacdo de desaparecidos durante o conflito na
antiga Jugoslavia, entre os anos 1992 a 1999,
identificou 11000 pessoas desaparecidas mediante
a comparacao entre os perfis de ADN de familia-
res e os obtidos de ossos e dentes recolhidos de
valas comuns. Em relacdo com este processo de
identificacdo, em 2007, Parsons, Huel, Davoren e
seus colaboradores, assinalaram que as maiores
taxas de sucesso foram obtidas quando o ADN foi
extraido da porcao densa do fémur, bem como
do dente inteiro, depois de serem submetidos a
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um processo de limpeza e reducao a pequenos
fragmentos [63].

As amostras de 0ssos e dentes inteiros, foram
utilizadas para a identificacdo de restos cadavéri-
cos da Segunda Guerra Mundial, pertencentes a
27 individuos, encontrados na Eslovénia [64]; com
tal finalidade foi empregue o kit Powerplex®16
(Promega Corp., Madison, WI, USA), tendo sido
obtido um perfil genético completo em 15 dos
casos estudados. Nos restantes casos foram ape-
nas obtidos perfis parciais.

Nao podemos deixar de salientar a importan-
cia do dente na identificacdo dos restos cadavéri-
cos do desastre de World Trade Center em 2001,
guando todas as outras amostras nao permitiram
identificacao [65].

VIII.7. ESCOLHA E PREPARACAO
DO DENTE

A andlise genética pode ser efetuada a partir
de qualquer tipo de dente, mono ou pluri radicu-
lar, saudaveis, sem carie ou cariados, restaurados
ou com tratamento e obturacdo endoddntica.

O acesso ao tecido pulpar pode ser realizado
pelo corte longitudinal da peca ou pelo acesso a
camara pulpar por um orificio idéntico ao acesso
endodontico [50].

Podemos considerar etapas até a extragao
do ADN dos tecidos mineralizados do dente.
A primeira é a preparacdo da peca dentaria,
a remocao dos inibidores e contaminantes da
superficie, etapa que pode ser conseguida pela
conjugacao da acdes quimica e mecanica. Da
acao quimica fazem parte a exposicdo a lampada
de UV [62] e imersao em hipoclorito, atuacdo
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Figuras VIII.5 (A, B,C e D) — (A) Identificacdo do dente. (B) Remocao do esmalte. (C) Corte Vertical interradicular.

(D) Corte Vertical intraradicular.

gue se baseia no elevado poder oxidante deste
ido (Cl-ou ClO- [66], podendo ser seguida da
imersdo em etanol e/ou dgua desionizada [30].
A limpeza da superficie de uma peca dentéria pode
ser realizada mecanicamente, com um abrasivo
[67], ou acdo mecanica rotativa [30] bem como a
limpeza manual por curetagem (figs. VIII.5) [68].

A segunda etapa é a reducao a pequenos
fragmentos, contudo recentemente é proposta

a manutencao da morfologia coronéria sem a
completa destruicdo da peca dentéria [30]. As
técnicas mais conservadoras possibilitam a ma-
nutencdo da morfologia para posterior estudo
argueoldgico [62].

A redugao a pé em meio de nitrogénio liqui-
do corresponde a etapa final do procedimento
de preparacdo [13,30,33,61,62].



VIII.8. AMOSTRAS DEGRADADAS
VERSUS AMOSTRAS SEGURAS

As denominadas amostras seguras sdo as
amostras preferidas de um laboratério forense.
Colhidas em condicbes ideais, permitem a extra-
cao de quantidades suficientemente elevadas de
ADN (usualmente com mais de 1 ng) para que 0s
kits multi-locus de STRs possam ser amplificados
e o respetivo perfil genético determinado [69]. No
entanto, uma parte significativa das amostras fo-
renses ndo se encontra nas condicdes adequadas,
quer devido ao seu deficiente acondicionamento,
guer porque estiveram sujeitas a condicbes am-
bientais adversas. O tempo decorrido até a ana-
lise laboratorial também podera contribuir para
a deterioracdo das amostras impedindo muitas
vezes a obtencao de resultados satisfatorios [70].

De modo a potenciar a aquisicao de bons re-
sultados em amostras degradadas é necessaria uma
escolha criteriosa do método de extracdo que permi-
ta a recuperacao de um ADN o mais puro possivel e
com quantidade suficiente para ser amplificavel por
PCR. Contudo, é frequente a quantidade de ADN
resultante da extracdo ser reduzida (inferior a 100-
200 pg), o que inviabiliza muitas vezes a obtencdo
qualquer perfil genético de STRs ou quando obtido,
o perfil torna-se parcial com auséncia de parte dos
alelos (nomeadamente os de maiores dimensdes) o
que limita a sua informacao.

Sendo os STRs os marcadores genéticos de
eleicdo utilizados para a individualizacdo genética,
varias tém sido as estratégias para que a sua ampli-
ficacdo tenha sucesso. Um dos métodos utilizado
tem sido 0 aumento do numero de ciclos da PCR
(metodologia designada por Low Copy Number ou
LCN) que, apesar de ter sucesso nalgumas amostras,
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tem o inconveniente de também gerar varios arte-
factos. Entre os artefactos mais frequentes, também
designados por efeitos estocasticos, encontram-se
0 aparecimento de alelos adicionais provenientes
de contaminacgao residual (drop-in), a falha de am-
plificacdo de um ou ambos os alelos de um mesmo
locus (drop-out), 0 aumento exagerado das stutters,
ou ainda o aparecimento de alelos ndo-balanceados
nos loci heterozigoticos, o que dificulta a interpre-
tacdo dos perfis genéticos [69-71].
Recentemente surgiram no mercado kits de
nova geracao, sensfveis e robustos, que permitem
a amplificacdo de amostras degradadas e com uma
reduzida quantidade de ADN. Estes kits incluem
mini e midi STRs para além de STRs convencio-
nais, estando particularmente desenhados para
integrarem as bases de dados europeias [72-74].
Quando a utilizacdo destas novas ferramentas
nao permite a resolucao da pericia, a identifica-
cdo das amostras podera ser efetuada através do
estudo do ADNmt ou recorrendo a SNPs e Indels.
No entanto, apesar dos avancos técnicos que tém
ocorrido na area da Genética Forense, existem ain-
da limites na obtencao de resultados em algumas
das amostras recebidas nos laboratérios forenses.
S&do varios os fatores que influenciam a de-
gradacdo do ADN tais como a exposicao a ra-
diacbes UV (nomeadamente a luz solar direta),
temperaturas elevadas e humidade excessiva.
O contacto com o acido humico dos solos, a pre-
senca de nucleases (enzimas que clivam a estru-
tura do ADN) e a presenca de microrganismos
tais como bactérias e fungos nas amostras que
se pretendem identificar, dificultam também a
genotipagem [70,75].
Existem situacdes que poderemos consi-
derar associadas a amostras potencialmente
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degradadas: processo de carbonizacdo; elevada
humidade do terreno associado a um igualmente
elevado componente organico do solo (como por
exemplo estrume) e microrganismos (bactérias e
fungos) As transformacées sofridas, devido a fer-
mentacoes e putrefacdes, ddo origem a compos-
tos designados por acidos huimicos e flivicos [76].

As moléculas consideradas como responsa-
veis da inibicdo da PCR durante os procedimen-
tos analiticos sdo genericamente subprodutos da
degradacao organica. Esta degradacao refere-se
aos produtos da autolise e hemolise dos tecidos
biolégicos da propria amostra e tecidos envolven-
tes, bem como na que ocorre na matéria organica
do meio envolvente, nomeadamente do solo [76].

Assim, consideramos como produtos res-
ponsaveis da inibicdo os acidos organicos (acidos
humicos e fluvicos) que decorrem do processo de
humidificacdo do solo [61]. Estes acidos atuam
sobre a atividade enzimatica da célula, podendo
“acompanhar” o ADN nos processos de extracao
e de amplificacao.

Estes acidos sdo importantes no processo de
remodelacdo do solo, com a sua acao na transfor-
macao da matéria organica em inorganica, aprovei-
tada pelas plantas para um novo ciclo de vida [76].

Por outro lado, as porfirinas, presentes em
algumas folhas vegetais, bem como no sangue e
tecidos moles, sao igualmente consideradas como
produtos inibidores [75,77]. Relatam estes autores
gue a porfirina e seus produtos atuam como inibi-
dores da PCR, quando analisadas amostras de ADN
antigo. A acao inibidora dessas moléculas baseia-se
na sua capacidade de captar catides, necessarios
para a atividade enzimatica da Tagpolimerase [77].

Podemos ainda destacar que a prépria de-
gradacao dos acidos desoxirrobonucleicos pode
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condicionar a amplificacdo. O equilibrio &cido-
-base pode interferir na cinética da molécula do
ADN, atendendo a que a clivagem da ligacao
fosfodiéster esté relacionada com a presenca de
hidrogenides que se podem ligar preferencialmen-
te a extremidade O [78]. Por seu lado a possivel
reducdo dos acucares da molécula, pode originar
produtos com capacidade indutora da inibicao
direta da sua propria amplificacdo [79].

Em 1998, Schotz e colaboradores, demons-
traram, in vitro, que o colagéneo do tipo | apds
um processo de degradacdo, apresentava ca-
racteristicas compativeis com o comportamento
das substancias inibidoras da PCR. Estes autores
demonstraram o poder inibidor do colagénio S
(forma nativa do colagénio) no ADN nao antigo;
no entanto, este podera ser reversivel com o tra-
tamento com colagenase [80].

VIII.9. AS IMPRESSOES LABIAIS
NA ANALISE GENETICA

As marcas dentarias obtidas nos alimentos
podem constituir objeto de analise genética, na
medida em que as amostras de saliva e de cé-
lulas epiteliais dos labios do suspeito podem ser
utilizadas para genotipagem [81].

De igual modo, as impressoes labiais latentes
ou as recolhidas em batons labiais, podem cons-
tituir potencialmente uma prova pericial para a
determinacdo de um perfil genético. Considera-se
gue os componentes do batom e dos materiais
de detecao das impressdes labiais (ex.p6 negro
de Suda) interferem nos procedimentos técnico-
-laboratoriais, 0 que podera inviabilizar o sucesso
deste procedimento [82].
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