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RESUMO

Os dentes humanos sao estruturas bioldgicas que resistem a condi¢des extremas, tornando-se
assim uma fonte de ADN til para fins de identificagdo humana forense. A identificacdo humana
através do ADN obtido de tecidos dentarios assume particular relevancia nas situagdes forenses
envolvendo corpos carbonizados, putrefactos, esqueletizados ou quando os métodos de
identificacdao dentaria convencionais ndao podem ser realizados. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a aplicabilidade da andlise genética do dente no processo de identificagdo humana na
Medicina Dentaria Forense. Para isso, foi realizada uma pesquisa bibliografica na base de dados
da PubMed de artigos publicados nos ultimos 5 anos (2019-2023), com as palavras-chave DNA,
tooth, human e identification. Na primeira parte do trabalho sdo apresentadas as varias etapas
para a obten¢do de um perfil genético a partir de tecidos dentarios, nomeadamente a extracao
de ADN, sua quantificacao e amplificacdo, seguida da analise de regides especificas do genoma.
Na segunda parte sdo apresentados e discutidos os casos de estudo incluidos nesta revisdo
integrativa, que tiveram por objetivo a identificagao de restos mortais recuperados do meio
ambiente ou de valas clandestinas, ou a confirmag¢ao da identidade por comparacdo com o perfil
genético de tecidos dentarios. Os estudos mostraram que o tecido pulpar destaca-se como a
fonte de ADN dentério mais utilizada em contexto forense. No entanto, embora a quantidade
de ADN obtida do célculo e do cemento dentério seja inferior a da polpa, a sua resisténcia a
degradagao ambiental torna-os fontes viaveis para andlise forense, especialmente em ambientes
onde o ADN da polpa possa estar degradado. Verificou-se ainda que a qualidade e quantidade
de ADN obtido de dentes ¢ severamente afetada pelas condi¢des ambientais extremas, por
exemplo, temperaturas acima dos 200°C. A maioria dos estudos analisou marcadores STR
autossomicos, Y-STRs e ocasionalmente ADNmt, refletindo uma abordagem abrangente para
identificacao genética. Em conclusao, os estudos recentes analisados mostraram que € possivel
a obtencao de perfis genéticos completos ou parciais para os marcadores utilizados a partir da
analise de ADN isolado do dente. Na maioria desses estudos foi possivel estabelecer a
identidade ou recolher dados sobre origem étnica das vitimas, confirmando assim que a anélise
genética de tecidos dentarios ¢ uma ferramenta poderosa na identificagdo humana em situagdes
extremas.

Palavras-chave: ADN; dente; medicina dentaria forense; DNA fingerprinting; identificacao
humana
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ABSTRACT

Human teeth are biological structures that can withstand extreme conditions, making them a
useful source of DNA for forensic human identification. Human identification using DNA
obtained from dental tissue is particularly important in forensic situations involving charred,
putrefied or skeletonized bodies or when conventional dental identification methods cannot be
used. The aim of this study was to assess the applicability of genetic analysis of teeth in the
process of human identification in Forensic Dentistry. To this end, a bibliographic search was
carried out in the PubMed database of articles published in the last 5 years (2019-2023), using
the keywords DNA, tooth, human and identification. The first part of this work presents the
various steps involved in obtaining a genetic profile from dental tissues, namely DNA
extraction, quantification and amplification, followed by the analysis of specific regions of the
genome. The second part presents and discusses the case studies included in this integrative
review, which aimed to identify remains recovered from the environment or from clandestine
graves, or to confirm identity by comparing them with the genetic profile of dental tissues. The
studies showed that pulp tissue stands out as the most widely used source of dental DNA in
forensic contexts. However, although the amount of DNA obtained from calculus and dental
cementum is lower than that of pulp, their resistance to environmental degradation makes them
viable sources for forensic analysis, especially in environments where pulp DNA may be
degraded. It has also been found that the quality and quantity of DNA obtained from teeth is
severely affected by extreme environmental conditions, for example temperatures above 200°C.
Most of the studies analyzed autosomal STR markers, Y-STRs and occasionally mtDNA,
reflecting a comprehensive approach to genetic identification. In conclusion, the recent studies
analyzed have shown that it is possible to obtain complete or partial genetic profiles for the
markers used from the analysis of DNA isolated from the tooth. In most of these studies it was
possible to determine the identity or collect data on the ethnic origin of the victims, thus
confirming that genetic analysis of dental tissue is a powerful tool in human identification in
extreme situations.

Keywords: DNA; tooth; forensic dentistry; DNA fingerprinting; human identification
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Utilizagdo do ADN obtido de tecidos dentarios na identificagdo humana forense: uma revisao integrativa

I. INTRODUCAO

A Medicina Dentaria Forense envolve o processamento, revisao, avaliagdo e apresentagao
de evidéncias odontoldgicas com o propdsito de contribuir com dados cientificos e
objetivos nos processos legais (Mohammed et al., 2023). Os dentistas forenses necessitam
de conhecimentos que abrangem diversas disciplinas, uma vez que os registos dentarios
podem identificar um individuo ou fornecer as informagdes necessarias as autoridades

para estabelecer negligéncia, fraude ou abuso.

Esta ciéncia desempenha um papel crucial na identifica¢do de restos humanos de vitimas,
ndo apenas daqueles mutilados, queimados e decompostos, mas também de vitimas de
bioterrorismo e desastres em massa. Diversos eventos catastroficos destacaram a
importancia dos peritos em Medicina Dentaria Forense na identificagdo de vitimas de
acidentes industriais, acidentes aéreos, desastres naturais e ataques terroristas, incluindo

os de natureza explosiva, quimica, radiolégica ou nuclear (Mohammed et al., 2023).

E de extrema importancia destacar que a Medicina Dentéaria Forense desempenha um
papel essencial em circunstancias onde os métodos habituais de identificagdo, como as
impressoes digitais e o reconhecimento visual, ndo podem ser realizados, incluindo casos

de corpos decompostos, carbonizados ou esqueletizados (Mohammed et al., 2023).

A identificacdo odontoldgica pode ter trés aplicacdes diferentes: (a) identificacdo
comparativa, na qual os registos dentarios post-mortem sao comparados com o0s registos
ante-mortem de um individuo para estabelecer se ambos correspondem a mesma pessoa;
(b) obtencdo de informagdes dentérias para estreitar a busca de um individuo quando os
registos ante-mortem nao estao disponiveis e nao ha dados suficientes da identidade do
sujeito; (c) identificacdao de vitimas apos desastres em massa ou catastrofes (Ata-Ali &

Ata-Ali, 2014).

Tradicionalmente, sdo realizadas comparacdes entre registos dentarios obtidos post-
mortem e os ante-mortem (presenga de obturacdes dentarias, tratamentos endodonticos,
coroas ou pontes, estudos radioldgicos para verificar os dados clinicos, presenga de ma
oclusdo ou fraturas dentarias, entre outros) com o intuito de determinar se ambos
correspondem ao mesmo individuo. No entanto, estes métodos sdo agora menos
utilizados, uma vez que estdo disponiveis técnicas de biologia molecular que apresentam

maior eficacia e precisao. Neste contexto, o esmalte e a dentina protegem a cavidade
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pulpar do meio exterior, preservando assim uma valiosa fonte de ADN (Ata-Ali & Ata-
Ali, 2014).

A eficacia da extragdo de ADN de amostras humanas depende do método de extragao
utilizado, assim como de numerosos fatores ambientais. Estudos mostraram que o ADN
de tecidos duros, como o0 0sso e os dentes, ¢ o mais estavel mesmo ap6s a putrefagdo do

cadaver (Girish et al., 2010).

A capacidade do ADN de revelar informagdes cruciais sobre a identidade de um individuo
proporciona perspetivas valiosas para a justi¢a e a resolugdo de casos complexos. Este
campo de estudo tem guiado o percurso académico de muitos profissionais, conduzindo-
os a exploragdo aprofundada das técnicas genéticas na identificacio humana,
especialmente na Medicina Dentéria Forense. A investigacdo nesta area visa desenvolver
e aperfeicoar métodos forenses, destacando a sua importancia fundamental dos médicos

dentistas na identificacdo precisa e fiavel dos individuos (Mohammed et al., 2023).

Este trabalho tem como objetivo explorar a aplicabilidade da anélise genética do dente no
processo de identificagdo humana. Assim, nesta revisdo serdo descritas as etapas para a
obtenc¢do de um perfil genético, nomeadamente a extracdo do ADN, sua quantificagdo e
amplificacdo, seguida da andlise de determinadas regides do genoma. Por ultimo, serdo
apresentados casos de estudo em que foi possivel estabelecer a identidade do individuo a

partir do tracado do perfil genético de tecidos dentarios da vitima.

1.1. Metodologia

O trabalho proposto visa a realizagdo de uma revisdo integrativa da literatura cientifica
sobre a aplicabilidade da andlise genética de tecidos dentdrios no processo de

identificacdo humana.

Para a concretizagdo deste trabalho, foi realizada uma pesquisa bibliografica na base de
dados PubMed de artigos cientificos publicados nos tltimos 5 anos (de 1 janeiro de 2019
a 31 de dezembro de 2023), com as seguintes palavras-chave: DNA, tooth, humans e
identification, no resumo e/ou titulo. A chave de pesquisa utilizada foi: (tooth/MeSH
Terms]) AND (DNA[MeSH Terms]) AND (humans[MeSH Terms]) AND
(Identification[Title/Abstract]) AND ((2019/1/1:2023/12/31[pdat]) AND (english[Filter]
OR french[Filter] OR portuguese[Filter])). Os critérios de inclusdo e exclusdo para a

selecdo dos artigos sao apresentados na tabela 1.
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Tabela 1

Critérios de inclusdo e de exclusdo para a selegdo de artigos.

Critérios de Inclusio Critérios de Exclusao
* Espago temporal: 1 de janeiro de 2019 * Estudos em animais
a 31 de dezembro de 2023 * Estudos primérios cujo idioma ndo seja
* Estudos em humanos portugués, inglés ou francés
* Estudos em adultos * Estudos em criangas

* Tipologia de artigos de revisdo, cartas
editoriais, capitulos de livros e atas de

conferéncias

* Estudo ndo aborda a questdo formulada.

Foram encontrados 29 artigos. Foi realizada a leitura dos titulos e resumos e, de acordo
com os critérios de elegibilidade definidos para a pesquisa, foram excluidos 5 artigos,
ficando para leitura integral 24 artigos. Foram excluidos mais 4 artigos, ficando 20 artigos
que foram considerados pertinentes de acordo com os objetivos propostos para este
trabalho. Este processo de sele¢do de artigos encontra-se representado no diagrama

PRISMA apresentado na figura 1.
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Figura 1.

Fluxograma baseado no modelo PRISMA para a selecdo dos artigos incluidos no estudo.

Identificagao

Triagem

Inclusiao

Artigos identificados através
das bases de dados:

PubMed (n=29)

Artigos selecionados para
leitura do titulo e resumo

(n=29)

—»

l

Artigos selecionados para
leitura integral

(n=24)

Artigos incluidos na revisdo

(n=20)

Artigos removidos antes do
processo de selegdo: (n=0)

Artigos excluidos:

- Tipologia de revisao (n=2)
- Idioma (n=1)

- Estudo em criangas (n=1)
- Estudo em animais (n=1)

Artigos excluidos:
- Estudo ndo aborda a questao
formulada (n=4)
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II. IDENTIFICACAO HUMANA ATRAVES DO ADN OBTIDO DE
TECIDOS DENTARIOS

2.1. Importancia do exame dentario no processo de identificacdo humana

A Medicina Dentéria Forense desempenha um papel crucial na identificagdo individual
de vitimas de desastres em massa (acidentes e terramotos) € em casos criminais
(homicidios, violagdes e suicidios), mesmo diante da escassez de restos humanos ou

amostras disponiveis (Jayakrishnan et al., 2021).

Diversos métodos de identificagdo utilizados na Medicina Dentaria Forense incluem
revisdo de registos de casos dentarios, avaliagdes antropoldgicas e analises de
restauragoes, proteses dentarias, radiografias, marcas de mordida e fotografias intraorais,

assim como, a queiloscopia e a rugoscopia palatina (Lima & Medeiros, 2015).

O exame post-mortem dentario ¢ semelhante a um exame dentério basico, mas deve ser
muito completo, pois pode ser a inica oportunidade de recolher informagdes. Este exame
inclui fotografias dentarias, um exame bucal completo com um odontograma e uma série
de radiografias. O acesso adequado aos dentes pode necessitar de incisdes nos tecidos
moles ou da resse¢ao das mandibulas, o que deve ser realizado em conjunto com o
patologista. A dignidade do falecido deve ser sempre respeitada. A resse¢ao completa das
mandibulas deve ser evitada, salvo necessidade absoluta, exigindo entdo autorizagdes
legais. As fotografias devem ser tiradas antes de qualquer incisdo, e os dentes devem ser
minuciosamente limpos antes do exame. Impressdes dentarias em silicone devem ser
realizadas antes de qualquer extracdo de dente para analise de ADN, em conformidade
com a legislagdo vigente. Uma série radiografica completa ¢ essencial para registar todos

os detalhes dentarios (Carabott, 2014).

A identificacdo dentdria comparativa depende da disponibilidade e da qualidade dos
registos dentérios da possivel vitima. Se a identidade da pessoa falecida for desconhecida,
a identificagdo dentaria comparativa ¢ impossivel. No entanto, o dentista forense pode ser
convidado a realizar um exame post-mortem completo para fins de arquivamento. Este
exame sera mantido até que sejam descobertas identidades potenciais e que os
documentos ante-mortem relevantes estejam disponiveis. Muitas vezes, uma
identificacao provisoria pode ser obtida a partir dos objetos encontrados com o corpo ou

nas proximidades, assim como a partir de provas indiretas (Carabott, 2014).
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Assim, os exames dentarios realizados frequentemente em vida sdo importantes para a
criagdo e manutencdo de uma base de dados de modo a facilitar o reconhecimento e a

identificacdo humana sempre que necessario.

Surgem frequentemente situagdes em que o dente € o unico elemento disponivel para o
processo de identificagdo humana. Sao exemplo disso as situagdes em que 0s corpos estao
em avanc¢ado estado de decomposi¢ao ou carbonizados, ou quando a identificagdo ndo ¢
possivel por meio dos métodos odontoldgicos tradicionais. Nestas situagdes, os dentes
destacam-se como sendo os Unicos elementos viaveis para a identificacdo. Isto resulta da
sua maior resisténcia comparativamente a outros tecidos humanos, quando sujeitos a
degradagdo post-mortem, variacdes de pressdo e de temperatura, permitindo melhor
preservacao do material genético. Assim, os dentes sdo considerados fontes seguras para

a obtencao de material genético (Lima & Medeiros, 2015).

Devido ao ambiente protetor presente dentro da cavidade oral, a polpa dentaria ¢
considerada a fonte mais fidvel para procedimentos de identificagdo baseados em ADN
(Prajapati et al., 2018). De facto, o ADN contido num dente encontra-se protegido de
varias maneiras. Em primeiro lugar, a estrutura dentaria ¢ robusta pois os dentes, para
além da polpa dentéria, possuem tecidos duros como o esmalte e a dentina. Essa estrutura
resistente permite proteger o ADN de danos externos como a degradagdo quimica ou a
abrasdo. Uma vantagem adicional ¢ a polpa dentaria se encontrar isolada (Malaver et al.,

2003).

2.2. Fontes de ADN no dente

Os dentes podem ser considerados uma fonte promissora de ADN para fins forenses, uma
vez que o risco de ADN de baixo rendimento ¢ menor devido a presenga de uma grande
quantidade de células na polpa (existem cerca de 11.000 odontoblastos e 1.000
fibroblastos por mm?). Para além disso, os tecidos duros dentarios (esmalte e dentina)
protegem os acidos nucleicos de fatores prejudiciais, como calor, microorganismos, luz

UV e humidade (Bianchi et al., 2022).

Ao contrario de outros tecidos recolhidos de cadaveres e esqueletos antigos, como o
cabelo, ossos e tecidos mumificados, que estando expostos ao ambiente se degradam
facilmente, a polpa dentaria est4 localizada no interior de uma cavidade fechada, isolada

e bem protegida do exterior pelo esmalte e dentina. Assim, apolpa e a dentina podem ser
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utilizadas como fonte de ADN. O esmalte e a dentina sdo tecidos mineralizados muito
duros, altamente resilientes, caracterizados por uma estrutura robusta que confere
resisténcia significativa aos fatores de degradagao ambiental. Estes componentes sdo
reconhecidos como as partes anatomicas mais durdveis apos a degradacdo do corpo
humano, devido a sua composicdo mineral e a organizacdo estrutural Uunica,
proporcionando assim uma preservacdo prolongada mesmo em condigdes adversas

(Higgin & Austin, 2013).

2.3. Recolha, amostragem e preparag¢do das amostras
2.3.1. Processamento da amostra

O revestimento duro de esmalte de um dente, ao proteger o ADN, também torna o
isolamento desta molécula mais complexo, por ser necessaria a remog¢ao desse material.
Os métodos atualmente utilizados para ter acesso aos tecidos dentarios e permitir isolar
ADN sdo: (1) pulverizacdo do dente inteiro; (2) corte vertical do dente para acesso a
polpa; (3) seccionamento horizontal através da jungdo cemento-esmalte para acesso a
polpa e dentina; (4) acesso a camara da polpa (da ponta da raiz a camara da polpa); (5)

acesso convencional a cdmara da polpa, usando limas dentdrias para recuperar a polpa e

os odontoblastos; e (6) raspagem do cemento usando uma lamina (Wei et al., 2023).

Os dentes sao geralmente limpos e armazenados em soro fisiologico, podendo ou nao ser
refrigerados, dependendo das condigdes ambientais e das instalagdes disponiveis. As
fontes de ADN nos dentes sdo a polpa, a dentina, o cemento, as fibras periodontais e
fragmentos 0sseos anexos. O tecido pulpar ¢ o mais frequentemente utilizado porque ¢é
geralmente abundante e tem menor risco de contaminagdo por ADN nao humano

(Muruganandhan & Sivakumar, 2011).

No contexto da analise de ADN a partir de amostras dentarias, varias etapas sao cruciais
para garantir a fiabilidade dos resultados. Em primeiro lugar, a colheita das amostras ¢
realizada a partir de dentes inteiros, fragmentos ou tecidos bucais, de acordo com a sua
disponibilidade e estado. Essa colheita ¢ meticulosamente conduzida por médicos
dentistas ou médicos legistas, que utilizam instrumentos especializados para evitar
qualquer contaminagdo. Cada amostra ¢ entdo identificada e etiquetada logo apds a
recolha, assegurando assim a sua correta associagdo com a pessoa ou caso em questdo, o

que ¢ essencial para evitar erros posteriores (Khan et al., 2020).
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A pulverizagdo completa da peca dentdria tem permanecido como o método gold-

standard para a extragdo de ADN de amostras de dentes (Khan et al., 2020).

As amostras sdo entdo tratadas para libertar o ADN das células presentes nos tecidos
dentarios ou bucais. Esta etapa pode envolver a trituracdo das amostras para romper as
células e libertar o seu contetido, ou o uso de reagentes especificos capazes de degradar
as membranas celulares e libertar o ADN. Logo que as células sdo lizadas, o ADN ¢
extraido da solugdo resultante utilizando métodos de purificacdo, como extracdo com
fenol-cloroférmio, colunas de purificacio de ADN ou kits comerciais. O objetivo ¢
remover proteinas, lipidos e outros contaminantes da solugdo de ADN ndo purificada

(Hervella et al., 2015; Cafiero et al., 2019).

Apos a purificagdo, a solucdo de ADN obtida ¢ quantificada de modo a determinar se ¢
suficiente para analises posteriores. Esta quantificacdo pode ser realizada por
espetrofotometria na zona do UV ou por reacdo em cadeia pela polimerase quantitativo
(qPCR). Em cada etapa do isolamento sdo realizados controlos de qualidade de modo a
garantir a fiabilidade das amostras, incluindo controlos de contaminagdo cruzada, testes
de eficacia da extracdo de ADN e controlos de pureza do ADN extraido. Seguindo essas
etapas com precisdo e utilizando protocolos padronizados, laboratorios de genética
médico-legal podem obter amostras de ADN de alta qualidade a partir de materiais
dentarios, o que ¢ essencial para analises precisas e fidveis em investigagdes criminais €

judiciais (Cafiero et al., 2019).

2.3.2. Isolamento e quantificacdo do ADN

O processamento do ADN envolve as etapas de isolamento e purificacdo, em que o
material genético € separado de restos celulares e de outras macromoléculas. No contexto
forense, o isolamento do ADN ¢ fundamental para extrair o material genético das amostras
bioldgicas recolhidas em locais de crime ou noutros contextos de investigacdo criminal.
As amostras podem incluir sangue, saliva, cabelo, tecido humano, entre outros tipos de
evidéncias biologicas. O isolamento cuidadoso do ADN dessas amostras ¢ essencial para
garantir a integridade do material genético e evitar contaminagdes que possam

comprometer os resultados das analises subsequentes (Chen et al., 2020).

O isolamento de ADN envolve trés etapas: 1) lise celular por rutura da membrana das

células para libertar o material genético; i1) desnaturagdo ou inativagao de proteinas por
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substancias quelantes ou proteases; iii) purificagdo do ADN através da remog¢do de
impurezas. As técnicas de isolamento de ADN podem incluir: extragdo organica, troca
i6nica, extracdo em fase solida ou microdissec¢cdo a laser (Nandini & Joji, 2020). O
objetivo final ¢ obter uma amostra de ADN purificada e de alta qualidade, pronta para

ser utilizada em anélises genéticas posteriores.

A quantificacdo de ADN ¢ essencial em técnicas de amplificagdo como o PCR, onde a
quantidade de ADN inicial influencia a eficacia e a sensibilidade da amplificagdo.
Portanto, uma quantificacao precisa do ADN ¢ crucial para garantir resultados fiaveis em
analises genéticas em diversas areas (Muruganandhan & Sivakumar, 2011; Chen et al.,

2020).

2.3.3. Fatores que influenciam a qualidade do ADN obtido dos dentes
2.3.3.1 Condicoes ambientais

As condi¢des ambientais, incluindo a temperatura, humidade e tipo de solo, podem ter
um impacto significativo na qualidade do ADN extraido de dentes em cenarios forenses

(Mansour et al., 2019).

As temperaturas elevadas podem acelerar a degradagdo do ADN. Assim, em climas
quentes, o calor pode promover a atividade de enzimas que degradam o material genético,
reduzindo assim a sua integridade e utilidade para analises genéticas. Por outro lado,
temperaturas extremamente baixas também podem afetar negativamente a qualidade do
ADN, levando a formacdo de cristais de gelo que danificam as células e o material

genético (Mansour et al., 2019).

A humidade excessiva pode favorecer o crescimento de microorganismos, como bactérias
e fungos, que podem degradar o ADN presente nos dentes. Além disso, a humidade pode
aumentar a taxa de degradagao quimica do ADN, reduzindo a sua qualidade ao longo do
tempo. Em contrapartida, ambientes extremamente secos também podem causar

desidratacdo e danos as células, afetando a integridade do ADN (Mansour et al., 2019).

Também o tipo de solo em que os dentes estdo enterrados pode influenciar a sua exposi¢ao
a fatores ambientais, como humidade e microorganismos. Solos acidos podem acelerar a
degradagdo do ADN devido a presenga de acidos organicos que promovem a quebra

destas moléculas. Da mesma forma, solos com alta concentra¢do de minerais ou metais
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pesados podem afetar a integridade do ADN devido a interagdo desses compostos com o
material genético. E importante considerar estes fatores ao isolar e analisar amostras de
dentes para garantir resultados precisos e fidveis em investigacdes criminais €

identificacao de vitimas (Mansour et al., 2019).

Embora o tecido mole da polpa seja protegido pelos tecidos duros, estd suscetivel a
putrefagdo até a sua completa decomposi¢do. Quando os dentes sdo extraidos e
armazenados a temperatura ambiente, ocorre uma rapida desidratagdo do tecido pulpar.
Da mesma forma, quando os dentes estao soltos nos alvéolos dentérios, a humidade e a
acdo bacteriana destroem a polpa. Por outro lado, em situagdes sem humidade, a presenga
de uma atmosfera seca proporciona condigdes ideais para a mumificagdo dos tecidos
moles. A preservagao do tecido pulpar nos dentes ¢ influenciada por uma combinacao de
fatores ambientais, temporais e de tratamento. Uma compreensdo aprofundada desses
fatores ¢ importante para a interpretacdo das evidéncias forenses e arqueoldgicas baseadas

no tecido pulpar dentério (Malaver & Yunis, 2003; Lozanno-Peral et al., 2021).

2.3.3.2. Presencga de microorganismos

De uma forma geral, os microorganismos associados a carie dentaria podem alterar o
ADN dentario por diferentes mecanismos, contribuindo assim para a degradagdo e
deterioragao dos tecidos dentarios. Foi demonstrado que a atividade microbiana
desempenha um papel na degradagdo do material nuclear, reduzindo o rendimento de
ADN proveniente da polpa (Wei et al.,, 2023). Na Tabela 2 sdo apresentados os
mecanismos despoletados por microorganismos patogénicos que podem danificar o ADN

dentario.

Embora o tecido pulpar seja facil de obter e analisar, em muitos casos, o dente pode estar
desprovido de polpa ou estar preenchido endodonticamente (Muruganandhan &
Sivakumar, 2011). Também pode estar contaminado por microorganismos, que irdo
contaminar a amostra com ADN ndo humano. Nestes casos, a dentina ou o cemento sao
usados para extrair ADN. A possibilidade de encontrar ADN nao humano ¢ menor em
tecidos calcificados, exceto em casos de lesdes cariosas. Sendo o material organico
calcificado, ha maior probabilidade de recuperar ADN intacto. As amostras de dentina e
cemento sdo obtidas triturando a raiz, obtendo-se um p6 de dentina puro ou um p6 de

dentina-cemento. O procedimento usado para a extragdo de ADN ¢ semelhante ao descrito
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para a extragdo do tecido pulpar (Muruganandhan & Sivakumar, 2011).

Tabela 2.

Mecanismos desencadeados por microorganismos que sdo prejudiciais para o ADN dentario (adaptado
de Yu & Abbott, 2007).

Efeito provocado Mecanismo

As Dbactérias, como Streptococcus mutans, produzem acidos ao

Acidificagao do ambiente metabolizar os agucares presentes na boca. Esses acidos podem acidificar

oral o ambiente em torno dos dentes, o que pode potencialmente danificar o
ADN dentario.
Producao de residuos As bactérias também produzem residuos metabolicos, como toxinas e
metabolicos toxicos enzimas, que podem interagir com o ADN e causar danos.

As bactérias podem formar biofilmes na superficie dos dentes, criando
; um ambiente propicio para a deterioragdo do ADN dentario. Os biofilmes

Formagao de biofilmes ) ) )
também podem proteger as bactérias do ambiente hostil, promovendo a

sua sobrevivéncia e atividade metabolica.

A infegdo por bactérias cariogénicas pode desencadear uma resposta
Inflamagdo e resposta
. imune inflamatéria nos tecidos circundantes. Essa inflamagdo cronica
imune
também pode contribuir para danificar o ADN.

As bactérias cariogénicas podem causar a decomposi¢do dos tecidos
Decomposicao dos tecidos dentérios, incluindo a dentina e o tecido pulpar. Este processo de
dentarios decomposi¢do pode potencialmente libertar enzimas e substancias que

podem interagir com o ADN dentario.

O cemento fornece ADN de qualidade superior a da polpa. Isso deve-se a resisténcia do
cemento a degradacdo ambiental. Em termos de quantidade, a polpa geralmente produz
uma quantidade maior de ADN do que o cemento, embora isso possa ser influenciado por
fatores como céries e atividade microbiana, que podem degradar o ADN da polpa de
maneira mais significativa (Wei et al., 2023). Ambos os métodos podem fornecer dados

significativos ao preservarem a integridade da estrutura do dente.

2.4. Métodos e técnicas usadas na amplificagdo do ADN e andlise de marcadores

genéticos

Um marcador genético ¢ um fragmento de ADN ou uma sequéncia de ADN cuja
localizagao num cromossoma ¢ conhecida e pode ser detetada experimentalmente. Estes

marcadores sdo utilizados em genética para varias aplicagdes, tais como mapeamento

11
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genético, identificacdo de genes associados a caracteristicas particulares, pesquisa de
doencas genéticas, determinacdo de parentesco e muito mais. Os marcadores genéticos
podem ser sequéncias unicas (como sequéncias polimoérficas de nucledtidos) ou
repeticoes de uma sequéncia dada. Podem ser detetados por diferentes métodos, que sao

apresentados em seguida. (Nandini & Joji, 2020)

A amplificacdo do ADN ¢ uma técnica essencial em biologia molecular que permite
produzir um grande nimero de copias de um fragmento especifico de ADN. As principais
técnicas de amplificagdo do ADN incluem PCR, qPCR (também designado PCR em
tempo real), RT-PCR (PCR por transcri¢ao reversa), LAMP (amplificagdo isotérmica
mediada por loop), NASBA (amplificacdo baseada em sequéncia de 4cidos nucleicos),
RCA (amplificagdao por circulo rolante) e WGA (amplificacdo de genoma completo)

(Wang et al., 2023).

A PCR envolve a desnaturagdo do ADN de dupla hélice em cadeias simples, a
hibridizacdo dos primers as sequéncias alvo e a sintese de ADN (extensdo) a partir dos
primers por uma ADN polimerase termoestavel como a Taq polimerase, permitindo uma
amplificacdo exponencial da sequéncia alvo. A qPCR, uma variante da PCR, permite
quantificar o ADN ap6s a sua amplificagdo em tempo real através da utilizagdo de
corantes fluorescentes ou sondas fluorescentes. Esta técnica ¢ usada na analise da

expressao génica e quantificacdo de acidos nucleicos (Wang et al., 2023).

Por outro lado, a RT-PCR ¢ utilizada na amplificacdo de ADN a partir de ARN. Primeiro,
0o ARN ¢ convertido em ADN complementar (ADNc) por a¢do da enzima transcriptase
reversa. sendo depois convertido em cadeia dupla e amplificado por PCR. Esta técnica ¢

muito util no estudo da expressao dos genes (Tomsia et al., 2022).

A LAMP ¢ uma técnica isotérmica com um intervalo de temperatura entre 60 e 65°C.
Nesta técnica sao utilizados 4 primers: dois primers externos (um forward e um
backward) e dois primers internos (um forward e um backward). A amplificagdo ¢ feita
por uma ADN polimerase com atividade de destacamento da cadeia. A utilizagao de mais
um par de primers (primers loop) permite acelerar a amplificacao duas vezes (Becheler et

al., 2020).

A NASBA ¢ um método isotérmico, realizado a temperatura de 41°C, utilizado para a
amplificacdo de acidos nucleicos cadeia simples, como ARN e ADN cadeia simples. Esta

técnica utiliza dois primers, ambos com prolongamentos do promotor T7 e a reacdo ¢

12
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desencadeada por trés enzimas: a transcriptase reversa do virus da ameloblastose (AMV-
RT), a T7 ARN polimerase ¢ a RNase H. que amplifica especificamente o ARN
utilizando uma série de enzimas, frequentemente usada para a dete¢do de virus de ARN

(Nieuwkerk et al., 2020).

A RCA ¢ também um processo enzimatico isotérmico em que um ADN curto ou um
primer de ARN ¢ amplificado dando origem a um ADN ou ARN cadeia simples longo. E
utilizado um molde de ADN circular e ADN ou ARN polimerases. O produto do RCA ¢
um concatamero contendo dezenas a centenas de repetigdes em tandem que sdo

complementares ao molde circular (Monsur Ali et al., 2014).

A WGA engloba métodos que amplificam todo o genoma de uma amostra, utilizando
quantidades muito reduzidas de ADN (na ordem dos picogramas) e produzindo dezenas
de microgramas dos produtos amplificados. E um método com aplicagdo crucial na
amplificacdo do genoma de uma unica célula. Esta técnica utiliza primers aleatérios que
se ligam ao ADN molde e a amplificagdo ¢ realizada por uma polimerase com atividade
de destacamento da cadeia. No final, obtém-se cadeias de ADN ramificadas e longas. Este
grupo de técnicas tem variadas aplicagdes em investigagdo biomédica, diagnosticos
clinicos, criminalistica e biotecnologia, € a escolha do método apropriado depende dos
objetivos especificos da andlise e das caracteristicas da amostra de ADN (Wang et al.,

2023).

2.4.1. Anélise de Polimorfismos de Comprimento de Fragmentos de Restri¢ao (RFLP)

A andlise de RFLP foi o primeiro método utilizado para andlise de ADN, tendo sido
amplamente utilizada no passado para mapear genes, estudar a variagdo genética e
diagnosticar doencas genéticas (Nandini & Joji, 2020). No entanto, foi em grande parte

substituida por técnicas mais avangadas.

A andlise de RFLP ¢ uma técnica utilizada em genética molecular para identificar
variagoes nas sequéncias de ADN. Este método baseia-se na dete¢do de diferencas nos
padrdes de restrigao produzidos pela agao de enzimas de restrigao (endonucleases), que
clivam o ADN em sequéncias palindromicas especificas. As variagdes nas sequéncias de
ADN resultam em comprimentos diferentes dos fragmentos de ADN apo6s a clivagem, o

que permite a distingdo de diferentes alelos (Nandini & Joji, 2020).

Neste método, a amostra de ADN ¢ cortada com enzimas de restri¢do, que clivam o ADN
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numa sequéncia palindrémica especifica chamada local de restricdo. Em seguida, os
fragmentos de ADN obtidos sdo separados de acordo com o seu tamanho através de uma
eletroforese em gel. Os fragmentos de ADN separados no gel sao em seguida transferidos
para uma membrana de nylon ou nitrocelulose, num processo conhecido como Southern
Blotting. Esta membrana ¢ incubada com sondas de ADN especificas que se encontram
marcadas com fosforo radioativo. O excesso de sonda ¢ retirado por lavagem e a
membrana ¢ exposta a um filme de raios X, que ¢, posteriormente, revelado para tornar
visivel o padrdo de bandas referido como autoradiografia. A marcagao da sonda também
pode ser feita usando métodos ndo radioativos como fluorocromos, peroxidase, entre
outros. Este método ¢ moroso e requer grandes quantidades (>100 ng) de ADN e, por
1ss0, ndo pode ser aplicado em amostras degradadas. Deste modo, os resultados nao sao

imediatos (Nandini & Joji, 2020).

2.4.2. Anélise de Sequéncias curtas Repetitivas em Tandem (STR)

A analise de STR refere-se a analise de sequéncias de ADN curtas e repetitivas, também
conhecidas como microssatélites. Trata-se de regides de ADN onde uma sequéncia de
nucleotideos de alguns pares de bases (de 2 a 7 bp) € repetida multiplas vezes lado a lado,
criando padrdes de repeti¢do, podendo estar presentes em varias zonas no genoma de um
individuo. Os STRs sdo altamente polimorficos, herdados de ambos os pais, nao havendo
dois individuos com o mesmo STR, exceto gémeos verdadeiros. Esta particularidade dos

STR torna-os um biomarcador da identidade (Nandini & Joji, 2020).

Os sistemas de perfil de ADN baseados em STR diferem de pais para pais, sendo mais
frequentemente utilizados na identificagao de vitimas de desastres em massa e restos de
cadaveres antigos. Os dentes e os ossos densos, como o fémur, sdo as fontes mais

utilizadas para a recolha de amostra (Nandini & Joji, 2020).

A extragdo de ADN ¢ o primeiro passo na analise genética, podendo o ADN ser extraido
de amostras bioldgicas como sangue, saliva ou tecidos, utilizando técnicas de extracao
apropriadas. Segue-se a amplificacio por PCR das regides de interesse contendo
sequéncias repetitivas, com primers especificos desenhados para emparelhar com essas
regides STR. Os fragmentos amplificados sdo depois separados por eletroforese em gel,
havendo a sua separa¢do com base no seu tamanho, permitindo visualizar os diferentes

alelos presentes na amostra. Apos separacao das amostras por eletroforese em gel de
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poliacrilamida, procede-se a coloracdo do gel, podendo esta ser feita com prata ou
utilizando métodos de detegdo por fluorescéncia associados a eletroforese capilar

(Nandini & Joji, 2020).

As bandas obtidas sdo analisadas para determinar o nimero de repeticdes em cada locus
STR, comparando os tamanhos dos fragmentos com marcadores de tamanho padrdo. Os
perfis STR obtidos sdo entdo comparados com perfis de referéncia ou bases de dados para
identificacdo genética, especialmente em casos de identificagdo judiciaria ou de
parentesco. Por fim, os resultados sdo documentados e interpretados num relatoério que
pode ser utilizado para fins legais, médicos ou de pesquisa. A analise STR ¢ amplamente
utilizada em medicina legal para identificacdo de individuos, em genética humana para
estudar relagdes familiares e variagdes genéticas, bem como noutros dominios da biologia

molecular (Liu et al., 2019).

Diversos paises apresentam bases de dados de ADN baseados em marcadores STR. O
FBI usa um Sistema de indice de ADN Combinado (CODIS) baseado em STRs para criar
uma base de dados de ADN tanto familiar como criminal (/nterpol DNA Database). No
entanto, ndo existe uniformidade em termos de numero de marcadores STR entre bases
de dados de ADN diferentes. Na Europa ¢ utilizado um conjunto de 12 marcadores padrao
(loci) STR e nos EUA o padrao CODIS ¢ constituido por 13 marcadores. Juntos, formam
um padrao de 18 marcadores STR no total, uma vez que alguns sdo comuns aos dois

sistemas (Nandini & Joji, 2020).

Este ¢ um método muito especifico de identificagdo humana pois existe apenas uma
possibilidade num milhdo de duas pessoas possuirem perfis de ADN semelhantes em 13

loci (Nandini & Joji, 2020).

Neste procedimento ¢ necessaria a presenga de amostras de ADN em bom estado e em
quantidade suficiente, pelo que o método STR nao pode ser aplicado a amostras de ADN

muito degradadas ou de escassa quantidade (Nandini & Joji, 2020).

2.4.3. Analise do ADN mitocondrial (ADNmt)

A andlise do ADNmt ¢ frequentemente utilizada quando as amostras estdo degradadas ou
em pequenas quantidades, pois as mitocondrias sdo mais resistentes do que os nucleos
celulares. Uma célula contém apenas uma copia do ADN nuclear, mas milhares de copias

da sequéncia de ADNmt de 16.000 pares de bases, com alto grau de variabilidade de
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sequéncias (Nandini & Joji, 2020).

Deste modo, € possivel obter ADNmt quando ndo € possivel o isolamento de ADN nuclear,
mesmo em situagdes de degradacao extrema (Nandini & Joji, 2020; Cooley, 2023). No
entanto, Silva e Passos (2002) afirmaram que a andlise d¢ ADNmt para fins forenses se
restringe a tecidos antigos, como o0ssos, cabelos e dentes, nos quais 0 ADN nuclear ndo
pode ser analisado (Silva & Passos, 2002). Sendo a heranga do ADNmt estritamente
materna, sem contribuicdo paterna, este método ¢ usado na identificacdo de restos
esqueléticos altamente degradados com parentes maternos (Nandini & Joji, 2020). Esta ¢
a principal limitacdo deste método, isto €, fornecer informagdes apenas sobre a heranca

materna.

A maior base de dados forense de ADNmt ¢ o EMPOP (www.empop.org) presente no
Instituto de Medicina Legal em Innsbruck, Austria, com aproximadamente 3.000

amostras de haplétipos de 63 paises (Nandini & Joji, 2020).

2.4.4. Analise do cromossoma Y

As regides unicas do cromossoma Y humano sdo amplamente utilizadas na andlise de
ADN forense, principalmente em casos em que o perfil de ADN autossomico ndo fornece

informagao suficiente para a identificacdo (Kayser, 2017).

Existem duas aplicagdes forenses diferentes da haplotipagem STR do cromossoma Y (Y-
STR): identificacdao da linhagem paterna, para a qual os Y-STRs com taxas de mutagao
elevadas sdo os mais adequados; determinacdo da paternidade/parentesco e pesquisa
familiar, para a qual os Y-STRs com taxas de mutagdo baixas a médias sdo os mais

adequados (Kayser, 2017).

De facto, os Y-STRs tendem a acumular muta¢des mais rapidamente do que outros tipos
de marcadores genéticos devido a natureza especifica do ADN do cromossoma Y e ao
seu modo de transmissdo geracional. Esta variabilidade aumentada permite uma melhor
discrimina¢do entre os individuos e pode ser particularmente util para rastrear as
linhagens paternas ao longo das geragdes. Em resumo, os Y-STRs com altas taxas de
mutacao sao preferidos, pois sua variabilidade genética aumentada possibilita uma melhor

resolugdo na identificacdo de individuos e relagdes paternas (Mitchell et al., 2023).

A maior base de dados forense de haplotipos do cromossoma Y ¢ o YHRD

16



Utilizagdo do ADN obtido de tecidos dentarios na identificagdo humana forense: uma revisao integrativa

(www.yhrd.org), do Instituto de Medicina Legal e Ciéncias Forenses de Berlim, na
Alemanha, com cerca de 115.000 haplétipos pesquisados em 850 populagdes (Nandini &
Joji, 2020).

2.4.5. Anélise de Polimorfismo de um tinico Nucleétido (SNP)

Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo a variagdo de uma uUnica base na
sequéncia de DNA entre individuos de uma espécie ou entre cromossomos homdlogos de
um individuo. SNPs sdo a classe mais abundante de polimorfismos no genoma humano,
estimados entre 10 a 11 milhdes, com uma média de 1 SNP a cada 275 pares de bases. A
maioria dos SNPs sdo bialélicos, e a taxa média de mutagdo em uma posicao especifica &
extremamente baixa. Por essas razdes, SNPs tém sido amplamente utilizados para tragar
a historia demografica das populagdes humanas e para estudos de associacdo entre

marcadores SNP e alguns tragcos e doengas (Pontes et al., 2017).

Os polimorfismos consistem em substitui¢des, inser¢des ou delegdes que ocorrem em
posigdes especificas no genoma humano. Sendo o ser humano um organismo diploide, a
maioria dos SNPs sdo bi-alélicos, o que significa que tém duas variagdes possiveis, por
1sso ndo sdo tao informativos para testes de identidade como os loci de STR. No entanto,
uma vez que o tamanho da regido amplificada por PCR pode ser reduzido a 60-80 bp, o
ADN que se encontra degradado para além dos limites requeridos para a tipagem por
STRs pode ser suficiente para tipagem por SNP. Isso significa que ¢ possivel amplificar
fragmentos relativamente curtos de ADN, ultrapassando o problema de amostras de ADN
degradadas ou fragmentadas, devido a exposi¢do a condi¢cdes ambientais ou a erros nos
procedimentos durante o processamento dessas amostras. Assim, mesmo que o ADN
tenha sido alterado para além dos limites geralmente aceites para a tipagem dos loci de
STR, ainda ¢ possivel obter informacoes uteis a partir destas amostras, utilizando PCR
direcionado a amplificagdo de regides curtas. Isso ¢ particularmente til em contextos
forenses ou de identificacdo onde as amostras podem ser de baixa qualidade ou em
quantidade limitada, como amostras antigas ou amostras provenientes de cenas de crime.
Esta capacidade de analisar fragmentos curtos de ADN e potencialmente danificados ou
degradados amplia significativamente as possibilidades de obtencdo de informacdes
genéticas utilizaveis, reforcando assim a eficacia das analises forenses e da identificagdo

de individuos (Wang et al., 2020).
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Os SNPs ndo sdo suscetiveis de substituir os STRs como método principal para testes de
identificacdo forense no futuro proximo. No entanto, a analise de SNPs pode tornar-se
uma tecnologia forense complementar, a ser usada quando a tipagem de STRs nao produz
resultados que permitam a identificagdo ou quando apenas se obtém um perfil parcial

(Lim & Majid, 2023).

Prevé-se que as andlises forenses de SNP sejam aplicadas a tipagem do ADNmt, a analise
do cromossoma Y, a avaliacdo da ascendéncia biogeografica e a tipagem para

determinagdo de caracteristicas fisicas (Budowle, 2004).

2.4.6. Determinagao de sexo

O gene AMEL, que codifica uma proteina do esmalte dentario altamente conservada, a
amelogenina, esta localizado nas regides sexo-especificas dos cromossomas X (Xp22.1-
Xp22.3)e Y (Ypll.2). Os genes AMELX e AMELY apresentam tamanhos diferentes, o
que permite a determina¢do do sexo de individuos pela identificagdo de cada um destes
genes. Em humanos, as mulheres (XX) tém dois genes AMEL idénticos, enquanto os

homens (XY) tém dois genes nao idénticos (Nandini & Joji, 2020).

Pode haver individuos que apresentam variagdes ou delegdes de determinadas regides do
cromossoma Y, o que pode afetar a identificagdo do locus Yp11.2. Isto pode resultar na
identificacdo errada de individuos do sexo masculino como sendo do sexo feminino,

devido a semelhanga no perfil do gene AMEL (Nandini & Joji, 2020).

O padrdo ideal para a determinacdo do sexo ¢ o método Y-STR e gene SRY (regides
determinantes do sexo do cromossoma Y), em conjunto com a identificacdo do gene

AMEL (Kayser, 2017).

O método Y-STR ¢ baseado na analise de STRs especificos presentes no cromossoma Y.
Haplotipos compostos por polimorfismos de STR do ADN do cromossoma Y (Y-STRs)
sdo usados para caracterizar as linhagens paternas de dadores masculinos desconhecidos,
como em casos de agressdo sexual. A andlise dos haplotipos Y-STR usada em
investigacdes criminais pode: (i) excluir suspeitos masculinos de envolvimento num
crime; (ii) identificar a linhagem paterna dos autores masculinos; (iii) evidenciar
multiplos contribuintes masculinos para uma amostra; e (iv) fornecer pistas de

investigagdo para encontrar autores masculinos desconhecidos (Kayser, 2017).
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A analise dos haplotipos Y-STR ¢ usada em disputas de paternidade de filhos do sexo
masculino e noutros tipos de testes de parentesco paterno, bem como em casos especiais

de identificagdo de homens desaparecidos ou vitimas de catastrofes (Kayser, 2017).

O método SRY refere-se a dete¢do do gene determinante do sexo SRY. Este gene ¢
responsavel pelo desenvolvimento dos caracteres sexuais masculinos em mamiferos e
estd presente no cromossoma Y. A parte especifica do cromossoma Y humano,
relacionada com as caracteristicas sexuais masculinas, ¢ amplamente utilizada na analise
de ADN em medicina legal, especialmente em casos em que a andlise padrao do ADN

autossoémico ndo ¢ informativa (Kayser, 2017).

2.5. Analise dos resultados

A eletroforese capilar ¢ um método sofisticado de separacdo de fragmentos de ADN
amplificados de acordo com o seu tamanho. Inicialmente, os fragmentos de ADN
marcados com fluorocromos s@o introduzidos num capilar. Dentro dele, um laser excita
esses fluorocromos produzindo sinais fluorescentes, que sdo em seguida captados por um
detetor, convertendo-os em picos eletroforéticos. Estes picos sdo posteriormente
interpretados usando software especializado, facilitando a determinacdo precisa do
tamanho dos fragmentos de ADN. Por fim, os tamanhos obtidos sdo comparados com
alelos de referéncia, permitindo assim a constru¢ao de um perfil genético Unico para a
amostra em estudo. Este método ¢ amplamente utilizado em areas como genética forense

devido a sua sensibilidade, precisdo e rapidez (Gattu et al., 2018).

A sequenciagdo de nova geracdo (NGS) representa uma metodologia avangada que
viabiliza a sequenciagao simultanea de milhdes de fragmentos de ADN de forma paralela.
O processo de analise tem inicio com o alinhamento das leituras de sequenciacao em
relacdo a um genoma de referéncia. A partir deste ponto, as discrepancias em relagdo a
esse genoma de referéncia sdo identificadas, abarcando as variagdes pontuais (SNPs)
assim como as inser¢oes e delegdes. Estas variantes entdo sdo submetidas a um processo
de filtragem com o intuito de suprimir os falsos positivos, sendo devidamente anotados
para se determinar a sua relevancia biologica. Por fim, os resultados obtidos sdo
interpretados de acordo com os objetivos especificos da andlise, sejam estes a
identificacdo de individuos ou a caracterizacdo de variagdes genéticas particulares

(McCombie et al., 2019).
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A gPCR ¢ uma técnica empregada na quantificacdo em tempo real de fragmentos de
ADN. O procedimento tem inicio com a aquisicdo de dados a partir de curvas de
amplificacdo, onde a fluorescéncia ¢ medida ao longo dos ciclos de PCR. Estes dados sao
entdo analisados para determinar o limiar de ciclo (Ct), que indica o ponto onde o sinal
ultrapassa o ruido de fundo. Os Ct sdo subsequentemente utilizados para quantificar a
quantidade inicial de ADN na amostra, empregando curvas padrdo. Os resultados sdo
interpretados de acordo com as necessidades especificas da analise, tais como a detecao

de mutagdes especificas ou a quantificacdo da carga viral (De Ronde et al., 2018).

Os microarrays consistem em chips contendo milhares de sondas especificas de ADN,
utilizadas para detetar a presenca e a abundancia de sequéncias-alvo. O processo inicia-
se com a hibridagdo, onde os fragmentos de ADN marcados se ligam as sondas
complementares no chip. Em seguida, o chip ¢ rastreado para capturar os sinais
fluorescentes das sondas hibridas, e as intensidades de fluorescéncia sdo analisadas para
determinar a presenca e a abundancia das sequéncias-alvo. Os resultados sdo

interpretados com o intuito de identificar SNPs, variagcdes no nimero de cOpias e outros

polimorfismos genéticos (Agapito & Arbitrio, 2022).

A hibridagdo in situ por fluorescéncia (FISH) ¢ uma técnica utilizada para detetar e
localizar sequéncias especificas de ADN nos cromossomas. O processo tem inicio com a
hibridagdo entre sondas fluorescentes e as sequéncias-alvo nos cromossomas previamente
fixados. Posteriormente, as amostras sao visualizadas através de microscopia de
fluorescéncia e as imagens fluorescentes sdo capturadas. Estas imagens sdo entdo
analisadas para identificar os sinais de hibridagdo, permitindo a detecdo de anomalias

cromossomicas, rearranjos ou dele¢des (Zhou et al., 2024).

Pela combinagdo destas técnicas avangadas e compreendendo o seu funcionamento em
profundidade, os peritos em Medicina Dentaria Forense podem ser capazes de analisar os
dados com precisdo e fornecer informagdes cruciais para investigacdes e identificagdes

médico-legais.

2.6. Estudo de casos

A tabela 3 apresenta os dados extraidos dos 20 artigos selecionados para a revisao
integrativa. Estas publica¢cdes fornecem uma visdo abrangente e atual sobre o uso de

amostras dentarias para a identificacdo humana através da analise de ADN.
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Os estudos de Lisman et al. (2023) ¢ Wei et al. (2023) destacaram a viabilidade do calculo
dentario e do cemento dentario como fontes de ADN, especialmente em ambientes onde
o ADN da polpa pode estar degradado. Estes estudos demonstraram que, embora a
quantidade de ADN obtida do célculo e do cemento seja menor, a sua resisténcia a

degradagdo ambiental torna-os fontes viaveis para analise forense.

Os estudos de Chavez-Briones et al. (2023) e Kumar e Sharma (2021) reforcaram a
eficacia dos dentes como amostras de referéncia para a identificacdo de restos humanos.
Chéavez-Briones et al. (2023) mostraram que os perfis genéticos dos molares coincidiram
com os de fragmentos Osseos, enquanto Kumar e Sharma (2021) destacaram a
importancia dos dentes sauddveis na confirmagdo da identidade e parentesco. Ambos os
estudos sublinham a confiabilidade dos dentes na obtengao de perfis de ADN completos

€ precisos.

O impacto de fatores ambientais na qualidade e quantidade do ADN obtido foi também
avaliado. Os estudos de Lozano-Peral et al. (2021) e Yudianto e Setiawan (2020)
investigaram o impacto da temperatura na qualidade do ADN extraido de dentes. Lozano-
Peral et al. (2021) observaram uma diminui¢do significativa na dete¢do de ADN com o
aumento da temperatura de incineragdo, tornando a identificagdo genética quase
impossivel em dentes expostos a temperaturas acima de 200°C. Yudianto e Setiawan
(2020) sugeriram o uso de primers miniSTR como alternativa para a analise de ADN

degradado em dentes expostos a altas temperaturas.

Shbair et al. (2021) e Heathfield et al. (2021) exploraram técnicas de recuperacdo de ADN
de dentes cariados. Shbair et al. (2021) mostraram que a técnica de perfuragdo e escavacao
manual dos tecidos cariados ¢ eficiente para recuperar ADN, enquanto Heathfield et al.
(2021) demonstraram que dentes pré-molares e caninos apresentam melhor desempenho
na extracdo de ADN comparativamente com os molares. A presenga de obturacdes
reduziu a quantidade e a qualidade do ADN obtido, destacando a importancia da selecdo

de dentes adequados para a andlise.

Emery et al. (2022) e Zupani¢ Pajni¢ (2021) destacaram a utilizagdo do ADNmt na
identificacao forense, especialmente quando o ADN nuclear se encontra degradado.
Emery et al. (2022) demonstraram que ¢ possivel reconstruir genomas inteiros de ADNmt
a partir de dentes com resultados compardveis aos outros tipos de tecidos Osseos
analisados, enquanto Zupani¢ Pajni¢ (2021) utilizou STRs autossomicos e do

cromossoma Y para identificar vitimas da Segunda Guerra Mundial, mostrando a eficéacia
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dos dentes na obtenc¢do de perfis genéticos completos.

Outros estudos como os de Turingan et al. (2019) e Koehn et al. (2020) reforcaram a
importancia dos dentes na obtengdo de perfis de ADN completos em contextos forenses.
Turingan et al. (2019) obtiveram perfis genéticos completos a partir dos dentes, enquanto
amostras de referéncia, como envelopes e selos, forneceram perfis parciais. Koehn et al.
(2020) mostraram que o tratamento com hipoclorito de sdédio (NaOCI) ndo teve efeito
significativo na recuperacao do ADN de dentes, demonstrando que a descontaminagao
com NaOCI nao degrada o ADN e que os perfis genéticos completos podem ser obtidos

independentemente do tratamento com NaOCI.

Dudés et al. (2020), Ghaleb et al. (2019) e Edson (2019) mostraram a eficacia dos dentes
em contextos historicos e arqueologicos. Dudas et al. (2020) conseguiram obter
haplétipos completos de Y-STR e perfis de STR autossémicos de dentes. Ghaleb et al.
(2019) identificaram esqueletos em valas comuns usando STRs, e Edson (2019) destacou
que, embora os dentes fornecam perfis de ADN de alta qualidade, os resultados variam

dependendo do método de extragao utilizado.

Bus et al. (2019) analisaram fragmentos 6sseos ¢ dentes de uma vala comum viking,
destacando a predominancia de haplogrupos da Eurdsia Ocidental e identificando
possiveis relagdes maternas. Diepenbroek et al. (2019) estudaram dentes de restos mortais
masculinos e obtiveram resultados sobre a origem étnica potencial desses individuos
através de Y-STRs. Heathfield et al. (2021) compararam diferentes métodos de extracao
de ADN de dentes, concluindo que a extragdo com fenol/cloroféormio fornecia os

melhores resultados.

De Donno et al. (2020) exploraram a tipagem de STRs de ossos do esterno e dentes,
demonstrando a eficacia na identificacdo de restos humanos. Smajlovi¢-Skenderagi¢ et
al. (2021) abordaram a complexidade da analise de ADN de valas comuns, encontrando
co-amplificagdo de ADN ndo humano. Zupani¢-Pajni¢ et al. (2020) destacaram a
eficiéncia de combinar STRs autossomicos e Y-STR para identificar individuos em casos
complexos envolvendo amostras de ADN degradadas de valas comuns na Eslovénia,

mostrando a importancia dos dentes na obtengao de perfis genéticos completos.

Em conjunto, estes estudos contribuem para um entendimento mais profundo das técnicas
de extracdo e andlise de ADN em vérios contextos forenses, destacando a importancia de

métodos robustos e adaptaveis para garantir a precisdo e a confiabilidade das
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identificagcdes. A pesquisa continua e as melhorias metodoldgicas sdo essenciais para

superar os desafios existentes e aprimorar a confiabilidade da tipagem de ADN forense.
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Tabela 3.

Estudos incluidos (total de 20 publica¢des) na presente revisdo em que a identificagdo humana foi realizada através da andlise do ADN de amostras de dentes (Fonte:
elaborado pelo autor).

Referéncia Amostra Regido ADN Processamento Método de isolamento / Amostra de Resultados
(Autor, ano) analisada da amostra analise do ADN referéncia
Bus et al. - Um fragmento ADN mitocondrial - Amostras de - Isolamento de ADN: Kit - Maioria dos individuos néo
(2019) 6sseo ou um dente (ADNmt) ossos foram comercial. relacionados por via materna.
de cada um dos 20 polidas com lixa - Quantificacdo de ADNmt: - Identificados dois possiveis pares de
cadaveres para remover PCR em tempo real. irmaos ou relagdo mae-filho.
encontrados numa contaminantes; - Tipagem de ADN: PCR - Todos os individuos pertenciam a
vala comum da Era descontaminadas  das regides hipervariaveis haplogrupos da Eurasia Ocidental,
Viking em 6% de HVS-I e HVS-II do ADNmt; com predominancia do haplogrupo H.
hipoclorito de sequenciagdo dos - Foi possivel a obtencdo de ADNmt
sodio; fragmentos de ADNmt de todas as amostras, apesar do alto
-Ossos e dentes realizado no Analisador grau de degradacdo do ADN.
foram Genético 3730x1 ABI com o
pulverizadas BigDye Terminator v.3.1
apos imersdo em  Cycle Sequencing Kit,
azoto liquido por  seguindo o protocolo do
10 min. fabricante (Life
Technologies, Carlsbad, CA,
EUA).
Diepenbroe - Dentes de 177 23 STR do - Limpeza - Isolamento de ADN: Kit Base de dados - Tipagem Y-STR completa de 67
k et al. restos mortais cromossoma Y (Y- mecanica e comercial. YHRD individuos.
(2019) masculinos STR) quimica - Quantificacdo de ADN: Kit - 70 amostras com tipagem de mais
encontrados nos (hipoclorito de DNA Quantifiler Trio. de 20 Y-STRs.
antigos jardins do sodio 15%, 15 - Tipagem de ADN: PCR - Os resultados preliminares langam
centro de detengao min) dos dentes;  com Kit Yfiler Plus.

em Biatystok

lavados com
agua;
descontaminados
por UV (30 min);
triturados num

-Detecdo dos produtos:
Analisador Genético 3500.

alguma luz sobre a possivel origem
étnica dos restos exumados.
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Referéncia Amostra Regido ADN Processamento Método de isolamento / Amostra de Resultados
(Autor, ano) analisada da amostra analise do ADN referéncia
moinho
criogénico.
Edson - 2177 Fragmentos - DNA mitocondrial - Ossos foram - Isolamento de ADN por - Sequénciade - Resultados relativamente
(2019) cranianos e 1565 (DNAmt) e pulverizados. um dos seguintes: Referénciade  dececionantes foram obtidos com
dentes (359 marcadores STR. -Dentes foram 1- Método o Cambridge dentes para analise de STR.
caninos, 190 , limpos e fenol{cloroformlo. , . Revista (rCRS) - Quase 100% de sucesso na tipagem
incisivos, 321 pré- 2- Método fenol/cloroféormio L
molares e 676 perfurados. A ¢ concentragdo da amostra para ADNmt. de ADNmt usando a sequenciagdo de
molares) de perdas dentina foi usando filtros millipore. - Base de dados ~ Sanger.
em tempos de removida. 3- Kit comercial. de perfis - Os elementos da "abobada" do
guerra, incluindo da 4- Projetado para conhecidos de  cranio, occipital, parietal e frontal
Segunda Guerra sequenciagdo de Nova marcadores ndo sdo considerados ideais para
Mundial, Guerra da Geragdo (NGS), envolvendo  gTg_ testes de ADN, com excegao
Coreia e Sudeste desmineralizagdo, digestio surpreendente do zigomatico, que
Asiatico. com Proteinase K e permitiu a tipagem.
purificagdo com o Kit
Qiagen MinElute.
- Tipagem de ADN: PCR
das regides hipervariaveis
HVS-I e HVS-II do ADNmt;
sequenciagao dos produtos
amplificados (método de
Sanger) e NGS. PCR dos
marcadores STR por
AmpFISTR MiniFilerTM e
PowerPlex.
Ghaleb et - 2 Dentes de cada Marcadores STR - Dentes foram - Isolamento de ADN: kits Cabelo de um - Foi possivel a identificagdo dos
al. (2019) cadaver de uma limpos comerciais. familiar de esqueletos.
vala comum (total mecanicamente; - Quantifica¢do de DNA: cada cadaver - A andlise de STRs, loci de pequeno
de 7 cadéveres) descontaminados  PCR tempo real com kit tamanho, ¢ adequada para a
por UV (5 min); Quantifier Human DNA. identificagcdo de amostras degradadas.

e pulverizados.
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Referéncia Amostra Regido ADN Processamento Método de isolamento / Amostra de Resultados
(Autor, ano) analisada da amostra analise do ADN referéncia
- Tipagem do ADN: PCR
convencial.
Turingan et - 1705 amostras Marcadores STR - Amostra limpa - Processamento rapido de Amostras - Tipagem completa obtida dos
al. (2019) incluindo sangue, com agua ADN: Sistema de bucais e cartdes  dentes.
tecido epltehal oral, correnFe; Idftqtlﬁcaqéo de ADN sanguineos - Tipagem parcial das amostras de
papel, sémen, removidos os Rapido (ANDE).

dentes, 0sso €
tecidos moles

tecidos aderentes;
raiz de um pré-
molar ou molar
foi separada;
lavada com
agitacdo 15-20x;
transferida para
agua estéril;
imersdo em
etanol; secagem.

referéncia (envelopes e selos).
- Evidéncias solidas para a
identificacdo.

De Donno et

al. (2020)

15 Marcadores STR
autossomicos ¢ um
locus X/Y (gene da
amelogenina)

- Osso do externo,
um dente e sangue
de um cadaver

- Limpeza
mecanica e
quimica dos
0SS0S.

- Limpeza
quimica e
descontaminagdo
dos dentes com
perédxido de
hidrogénio;
remogao da polpa
dentaria.

- Isolamento de ADN: kit
comercial.

- Tipagem do ADN: PCR
por kit AmpFISTR®
IdentifilerTM.

- Detec¢ao dos produtos:

qPCR multiplex com o Kit

PowerQuant System
(Promega).

- Saliva de um
possivel filho

- Tipagem parcial obtida a partir das
amostras de dentes e de sangue.
-Tipagem total obtida a partir das
amostras do externo.

- Identificadas 5 incompatibilidades
nos padrdes de ADN entre o cadaver
e o possivel filho, o que permitiu
excluir a paternidade.

Dudas et al.
(2020)

Marcadores STR
autossomicos e do

cromossoma Y (Y-
STR)

- Dente e fémur de
um cadaver
(monge)

- Dente limpo e
descontaminado
com agente
quimico (2 min),

- Isolamento de ADN: Kit
comercial

- Tipagem do ADN: PCR
com kits PowerPlex Y23 e

- Envelopes ¢
selos postais
selados pelo
falecido

- Tipagem completa de Y-STR e STR
autossomicos a partir do dente.
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Referéncia Amostra Regido ADN Processamento Método de isolamento / Amostra de Resultados

(Autor, ano) analisada da amostra analise do ADN referéncia
moido e PowerPlex Fusion 6C - Tipagem parcial de Y-STR e STR
pulverizado. (Promega, EUA). autossémicos a partir dos envelopes e

- Detec¢ao dos produtos:
Analisador Genético 3500.

dos selos.

Koehn et al. - 71 Dentes (47 Marcadores STR - Dentes limpos - Isolamento de ADN: Kit Grupo controlo - Maior quantidade de ADN foi
(2020) molares e 24 mecanicamente. comercial. (11 dentes) ndo  obtida a partir de dentes incisivos,
incisivos, caninos e - Tratamento com - Tipagem do ADN: PCR tratados com caninos e pré-molares (entre 108,5
pré-molares) hipoclorito de com Kit Yfiler Plus hipoclorito de ng/ul e 219,4 ng/ul) do que dos
sodio a 2,5% (30  (ThermoFisher Scientific). L. molares (2,1 ng/uL).
seg e 60 seg) oua - Detecdo dos produtos: sédio. - Os tratamentos com hipoclorito de
5% (30 seg, 60 analisador genético 3500, sodio parecem ndo ter impacto na
seg ou 10 min). 600 LIZTM. quantidade de ADN isolado.
- Limpeza com - Tipagem completa foi obtida para
agua destilada e todos os dentes analisados.
etanol 80%;
esterilizados com
UV (30 min);
congelados com
azoto liquido e
triturados.
Yudianto & - 16 Dentes 3 Marcadores STR - Dentes - Isolamento de ADN: - A quantidade de ADN isolada ¢
Setiawan (segundos molares)  (miniSTR CODIS)  incinerados a reagente DNAzol afetada pela temperatura de
(2020) de cadaver 500°C e 750°C - Tipagem de ADN: PCR incineragdo. Temperaturas mais altas
(20-30 min); com FGA, CSF1PO, and reduzem a quantidade de ADN
triturados; D21S11 miniSTR CODIS disponivel.
descalcificados - Detecdo dos produtos: - Tipagem do ADN completa para os
com EDTA 0,5M. loci FGA e CSF1PO a 500°C e

eletroforese em gel de
agarose a 2%.

750°C.

- Nao foi possivel a tipagem do locus
CSF1PO com exposi¢ao a 500°C ou
750°C (30 min).
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Referéncia Amostra Regido ADN Processamento Método de isolamento / Amostra de Resultados
(Autor, ano) analisada da amostra analise do ADN referéncia
Zupanic- - 12 Ossos e dentes ~ Marcadores STR - Limpeza - Isolamento de ADN: Kit Perfis de ADN - Tipagem bem-sucedida de varias
Pajni¢ et al.  de restos de autossomicos e do mecanica e comercial. de parentes vitimas.
(2020) esqueletos deuma  cromossoma Y (Y- guimica dos - Quantificacdo do ADN: vivos das - O estudo destacou a eficiéncia de
Eﬁi\f;?;m na STR). 0ssos; limpeza Kit ADN Quantifiler® Trio  vitimas. combinar STRs autossomicos e Y-
' quimica e (Thermo Fisher Scientific). STR para identificar individuos em
descontaminagdo - Tipagem do ADN: PCR casos complexos envolvendo
por UV dos com sistemas PowerPlex® amostras de ADN degradadas
dentes. ESI 17 e Y23 (Promega).
- Detegdo dos produtos:
ABI 3130 Genetic Analyzer
Heathfield - 52 Dentes 15 Marcadores STR - Dentes foram - Isolamento de ADN: Kit - Melhor qualidade e quantidade de
et al. (2021) (incisivos, caninos, limpos; removida QIAamp® DNA ADN obtida pelo método de fenol-
pré-molares e a camada externa  Investigator ou método de cloroférmio.
molares) de trés do esmalte; e fenol/cloroformio. - Tipagem de ADN a partir de
individuos falecidos moidos. - Quantifica¢do do ADN: molares foi a menos bem-sucedida.
- Dentes moidos ~ PCR em tempo real Melhores resultados com dentes pré-

foram guardados
a-20°Catéa
extracdo de
DNA.

- Tipagem do ADN:
PCR convencional

- Detecdo dos produtos:
eletroforese capilar no
Analisador Genético 3130x1
da Applied Biosystems

molares, seguidos por caninos.

- A presenga de obturagdes reduziu a
quantidade e qualidade do ADN.

- O niimero de raizes ou a presenga
de raizes parcialmente quebradas nao
influenciou a quantidade média de
ADN, o indice de degradagdo ou o
sucesso da tipagem de ADN.

- Maior quantidade de ADN obtida a
partir de dentes com periodontite em
comparagdo com dentes sem
periodontite.
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Referéncia Amostra Regido ADN Processamento Método de isolamento / Amostra de Resultados
(Autor, ano) analisada da amostra analise do ADN referéncia
Kumar & - 7 Dentes inteiros ¢ Marcadores STR - Molares limpos; - Isolamento de ADN: kit Amostras de - Perfis de ADN das amostras de
Sharma saudaveis (molares  autossomicos Lavado com comercial sangue do sangue ¢ dos dentes mostraram uma
(2021) e caninos) de alcool absoluto; - Tipagem do ADN: suposto filhoe  concordancia completa, permitindo a
cadaver de fraturado com PCR com Kit PowerPlex® da esposa do identificagdo do esqueleto.
individuo do sexo martelo; pedagos 21 System. cadaver - Determinada uma probabilidade de
masculino néo colocados em - Detecdo dos produtos: paternidade superior a 99.99%,
identificado microtubo e eletroforese capilar. permitindo a identificac¢do do
autoclavado; cadaver.
lisado a 56°C (72 -Amelogenina ¢ um marcador
horas) em banho- determinante de género e auxilia na
maria NB 20. identificacdo do sexo do individuo.
-Os dentes desempenham um papel
importante na ciéncia forense para
confirmar a identidade ¢ a
maternidade/paternidade do corpo
ndo identificado.
Lozano- - Dentes extraidos, = Marcadores STR - Dentes lavados - Isolamento de ADN: Dentes - Quantidade de ADN diminuiu
Peralet al.  livres de caries, com agua extragdo com controlo (n=10) significativamente com o aumento da
(2021) endodontias ou destilada; fenol/cloroférmio temperatura de incineragdo
~ armazenados em  -Tipagem de ADN: PCR em [ . .
reconstrucoes . -Reducdo significativa na quantidade
] condi¢des tempo real; marcadores STR . N o
(molares e pré- controladas (21 (Kit PCR AmpFLSTR de ADN por incineragdo a 100 °C.
molares, n=30) °C, 65% de Identifiler Plus) - Apds 60 min de incineragdo, todos
humidade); - Detecio dos produtos: os loci STR foram detetados em
imersos em Eletroforese digital todos os dentes expostos a 100 °C.

hipoclorito de
sodio a 3% (1,5
min) e lavados
com agua estéril;
irradiados com
luz UV de 256
nm (10 min)

- Tratamentos:

- Identificagdo genética dificil apds
exposicao dos dentes a 200 °C ou
acima.
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(Autor, ano) analisada da amostra analise do ADN referéncia
Incineragdo a
100, 200 ou 400
°C (60 min)
Shbair et al. - 120 Dentes Marcadores STR - Dentes - Isolamento de ADN: Kit - Foi obtida tipagem completa da
(2021) cariados autossémicos e um  cariados; comercial maioria das amostras.
locus X/Y (gene da  descontaminados - Tipagem do ADN: PCR - Necessario repetir o PCR (2-3X)
amelogenina) por de um locus sexual e 19 para 10-15 amostras.
branqueamento STRs autossémicos (13 - Técnica de perfuracdo dos dentes
suave e STRs do CODIS) revelou-se eficiente na recuperacao
curetagem - Detegdo dos produtos: de DNA humano de dentes cariados.
completa do PCR multiplex com
tecido mole. fluorescéncia
- Preservagao a
220°C para
processamento
posterior.
Smajlovi’ ¢c- - Amostras de ossos Marcadores STR - Amostras foram - Isolamento de ADN: - Houve coamplificagdo de ADN néo

Skenderagic
et al. (2021)

e dentes de valas
comuns na Bosnia e
Herzegovina e no
Kosovo e do
Tsunami do Oceano
Indico na Tailandia
e nas Maldivas.

- Amostras de
pessoas
desaparecidas do
Iraque, Chipre,
Brasil, Kuwait e
Chile.

limpas,
descontaminadas
com 0,5%
hipoclorito e
pulverizadas.

método de fenol/cloroféormio
ou Kit comercial.

- Tipagem do ADN: PCR
com PowerPlex 16 System,
PowerPlex 21 System
(Promega), AmpF{STR
MiniFiler, Identifiler e
Globalfiler (Applied
Biosystems).

- Detecdo dos produtos:
3100 Genetic Analyzer ou
3130x1 Genetic Analyzer.

humano para alguns marcadores
STR.

- Presenga de picos de origem
presumida microbiana em perfis STR
de dezenas de milhares de amostras
de ossos e dentes humanos,
complicando a interpretacdo dos
resultados do estudo.
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Referéncia Amostra Regido ADN Processamento Método de isolamento / Amostra de Resultados
(Autor, ano) analisada da amostra analise do ADN referéncia
Zupanic - O segundo molar ~ Marcadores STR - Molares foram - Isolamento de ADN: kits - Swabs bucais - Diferentes marcadores STR
Pajni¢ maxilar esquerdo, a  autossémicos ¢ do retirados dos comerciais. de dois autossomicos ¢ Y-STR permitiram
(2021) tibia direita e o cromossoma Y (Y-  maxilares - Quantificagdo de ADN: parentes identificar a vitima do sexo
fémur direito do STR) superiores, feita qPCR. distantes da masculino.
esqueleto A SNPs HlrisPlex limpeza quimica, - Tipagem de ADN: PCR vitima - Nao foi possivel a identificacdo da
- Terceiro, segundo  fenotipicos para a irradiacdo com com kits NGM (AB) e masculina. vitima feminina através de STRs
e primeiro molares  previsdo da cor do UV para PowerPlex Y23 (Promega). - Paraa autossomicos ¢ de ADN
maxilares direitos cabelo ¢ dos olhos descontaminacdo - Tipagem adicional de STR  mulher: foi mitocondrial.
do esqueleto B superficial, com os kits Investigator utilizado um - Y-STR e amelogenina permitiram
(vitimas da mantidos ESSplex Plus (Qiagen) e retrato, confirmar o sexo das duas vitimas
Segunda Guerra a-20°C, e AmpFISTR NGM PCR permitindo a - A tecnologia de NGS foi usada para
Mundial na moidos. Amplification (AB). comparagdo de  prever a cor dos olhos e cabelos da
Eslovénia) sua cor de mulher.
olhos e
cabelos.
Emery et al. - 27 Amostras ADN mitocondrial - Amostras foram - Isolamento de ADN: kit A extragdo de - E possivel reconstruir genomas
(2022) obtidas de vitimas (ADNmt) seccionadas e comercial ADNea inteiros de ADNmt a partir de restos

de incéndios
(falanges, radios,
fragmentos
parietais e
temporais,
metatarsos,
metacarpos, tibias,
fémures e pré-
molares)

pulverizadas.

- Preparagdo de bibliotecas
de DNAds: NEBNext 11
DNA Library Kit para
[lumina®.

- Andlise de ADN:
Sequenciagao das
bibliotecas enriquecidas na
plataforma Illumina MiSeq.

preparagéo de
biblioteca de
ADN de fita
dupla foram
realizadas com
controles
negativos em
paralelo.

esqueléticos incinerados submetidos
a temperaturas < 600°C.

- As amostras de dentes forneceram
amostras vidveis para a extracao de
DNA mitocondrial, com resultados
comparaveis aos outros tipos de
tecidos 0sseos analisados no estudo,
embora a qualidade do DNA tenha
sido afetada pela intensidade das
queimaduras.
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Referéncia Amostra Regido ADN Processamento Método de isolamento / Amostra de Resultados
(Autor, ano) analisada da amostra analise do ADN referéncia
Chavez- - Fragmentos Marcadores STR - Ossos: - Isolamento de ADN: Kit Molares -Perfis genéticos obtidos a partir dos
Briones et 6sseos de um corpo congelados com comercial deciduos fragmentos dsseos e dos molares
al. (2023) esqueletizado e azoto liquido e - Tipagem de ADN: PCR (guardados 30 coincidiram em todos os alelos
carbonizado pulverizados; com Kits AmpFISTR® anos) -Demonstrada a viabilidade e eficacia
- Molares Identifiler Plus e do uso de dentes deciduos como
deciduos: AmpFISTR® MiniFiler amostras de referéncia para a
extragdo da polpa  (Applied Biosystems) identificagdo de ADN de restos
dentaria. - Detecdo dos produtos: humanos.
Eletroforese capilar
Lisman et - Calculos dentarios  STR autosséomicos - Calculos: - Isolamento de ADN: kit Molares - Concentragdo média ADN:
al. (2023) de 17 corpos e Y-STR limpeza mecanica comercial maxilares Calculos dentarios: 0,03286 ng/uLL
exumados de e quimica; - Tipagem de ADN: Dentes controlo: 0,07130 ng/uL.
prisioneiros da II pulverizagdo Marcadores de STR permitiu a determinagao dos
Guerra Mundial criogénica autossomicos - amplificados marcadores STR
com kit GlobalFiler™ PCR - O ADN de célculos dentarios tem
(Thermo Fisher Scientific) indice de degradacdo menor (menos
Marcadores Y-STR - suscetivel a degradacdo ambiental) do
amplificados com kit Y- que o ADN do dente.
filer™ Plus PCR (Thermo
Fisher Scientific)
- Detegdo dos produtos:
analisador genético 3500
(padrdo de tamanho
GeneScan™ 600 LIZ®)
Wei et al. - 58 Dentes 24 loci - 22 - Os dentes foram - Isolamento de ADN: Kit Grupo - ADN recolhido do cemento tem
(2023) removidos devido a  Marcadores STR escovados e comercial. controlo: 9 melhor qualidade do que o recolhido
carie ou limpos com agua - Quantificagdo do ADN: dentes nio da polpa dentaria
periodontite, corrente; calculo  Kit Quantifiler® Human enterrados - Maior quantidade e qualidade de

4 dentes recolhidos
num exame forense

foi removido.

- 49 dentes foram
enterrados
durante 92 dias.

DNA.

- Tipagem do ADN: PCR
multiplex com Kit

GlobalFiler™,

ADN obtida de dentes com varias
raizes do que de dentes com uma raiz
- A quantidade de ADN recolhida da
polpa e do cemento dos dentes
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(Autor, ano) analisada da amostra analise do ADN referéncia
- Recolha de - Detecdo dos produtos: enterrados foi menor do que dos ndo
cemento e polpa  analisador Genético Applied enterrados.
dos dentes Biosystems 3500XL. - A integridade do ADN dos dentes ¢

afetada por fatores ambientais:
ambiente seco protege de degradac@o,
e ambiente humido pode acelerar a
degradacio.

- Tipagem completa para os dentes
ndo enterrados.

- Tipagem parcial para os dentes
enterrados.

Abreviaturas: ADN: Acido desoxiribonucleico; ADNmt: ADN mitocondrial; min.: minutos; Y-STR: STR do cromossoma Y; YHRD: Y-Chromosome Haplotype

Reference Database
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Utilizagdo do ADN obtido de tecidos dentarios na identificagdo humana forense: uma revisao integrativa

II1. DISCUSSAO

Nesta sec¢do, sdo analisados e discutidos os resultados apresentados na Tabela 3 do
estudo de caso, que resume diversos estudos realizados entre 2019 e 2023. Estes estudos
focam-se na identificagdo humana através da analise de ADN de amostras dentarias. A
discussao ira dar énfase as principais descobertas, metodologias e implicagdes destes

estudos, centrando-se na analise do ADN presente nas amostras dentarias.

Os estudos analisados utilizaram diferentes amostras dentarias, incluindo calculos
dentarios, dentes extraidos clinicamente, assim como dentes intactos e saudaveis
recolhidos de cadaveres. A maioria dos estudos analisou marcadores STR autossémicos,
Y-STRs e ocasionalmente ADNmt, refletindo uma abordagem abrangente para
identificacdo genética. A analise dos marcadores STR autossomicos, como demonstrado
por estudos como os de Dudas et al. (2020) e Ghaleb et al. (2019), ¢ amplamente vantajosa
devido a sua capacidade de fornecer perfis genéticos completos e comparaveis. Por outro
lado, os Y-STRs, utilizados em estudos como os de Diepenbroek et al. (2019), sdo
particularmente uteis na determinacdao de linhagens paternas e na resolu¢ao de casos
envolvendo multiplos individuos do sexo masculino. O ADNmt, analisado por Emery et
al. (2022) e Zupani¢ Pajni¢ (2021) ¢ vantajoso em situagdes onde o ADN nuclear esta

degradado, fornecendo informagao genética materna.

Os métodos de processamento das amostras dentdrias variaram significativamente,
refletindo adaptagdes a diferentes tipos de amostras e condigdes. Os procedimentos
incluiram limpeza mecanica e quimica para remover contaminantes, pulverizag¢ao
criogénica e tratamento com EDTA para limpeza completa e desmineralizacao. Alguns
estudos usaram métodos de descontaminagao dos dentes, de modo a evitar a presenca de
ADN estranho. Para tal, procedimentos quimicos, como imersdo em hipoclorito de sodio,
ou fisicos, como irradiagdo por UV, foram utilizados. Especificamente, o estudo de
Koehn et al. (2020) utilizou hipoclorito de sodio para a descontaminagdo, enquanto

Heathfield et al. (2021) aplicaram irradiagdo UV como método de limpeza.

Virios kits comerciais, como Maxwell® FSC, ADN IQ™ Casework e PrepFiler Express
BTA™, foram utilizados, indicando uma dependéncia de protocolos estabelecidos para
extracdo de ADN confiavel. Esses métodos foram essenciais para garantir a integridade e

o rendimento do ADN extraido de amostras diversas e frequentemente comprometidas.
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As técnicas de quantificagcdo e amplificacdo foram criticas para avaliar a qualidade e
quantidade do ADN. Técnicas como PCR em tempo real e fluorimetria foram usadas para
a quantificacao, garantindo ADN suficiente para tipagem do ADN. Os kits de
amplificacdo de STR, como GlobalFiler™ PCR e Y-filer™ Plus PCR, foram os mais
frequentemente usados, fornecendo resultados robustos e reprodutiveis. A eletroforese
capilar foi um método comum a varios estudos, como os de Turingan et al. (2019), Dudas
et al. (2020) e Ghaleb et al. (2019), para analisar os produtos amplificados, garantindo a
identificagdo precisa dos alelos. A consisténcia no uso de técnicas avangadas e sensiveis
destaca o progresso na andlise de ADN em contexto forense, permitindo identificagdo

confidvel mesmo a partir de amostras degradadas.

Os estudos forneceram varias percegdes importantes sobre fatores ambientais que afetam
a qualidade e quantidade de ADN obtido de diferentes estruturas dentarias. Foi
demonstrado que o célculo dentério e os dentes saudaveis sdo fontes vidveis de ADN,
com o célculo dentario mostrando menor suscetibilidade a degradacdo ambiental. O
estudo de Lozano-Peral et al. (2021) destacou que as temperaturas mais altas reduzem
significativamente a quantidade e a qualidade do ADN, crucial para compreender as
limitagdes do uso de amostras expostas ao calor. Por outro lado, os dentes saudéveis
mostraram alta eficdcia em fornecer ADN viavel, essencial para identificacdes forenses,
conforme demonstrado por Kumar e Sharma (2021) e outros. Wei et al. (2023) também
ressaltaram a importancia do cemento dentario como fonte de ADN, especialmente em

ambientes onde o ADN da polpa pode encontrar-se degradado.

Os métodos de isolamento do ADNmt foram destacados em alguns estudos, revelando
sua importancia na identificacdo forense, especialmente quando o ADN nuclear estd
degradado ou em baixa quantidade. Emery et al. (2022) utilizaram procedimentos
avancados de extracdo e sequenciagdo de ADNmt, demonstrando que ¢ possivel
reconstruir genomas inteiros de ADNmt a partir de restos esqueléticos incinerados
submetidos a temperaturas abaixo de 600°C. Esta abordagem ¢ especialmente 1til para
identificar individuos em situa¢des onde o ADN autossémico nao ¢ suficiente ou esta

degradado.

Além disso, as amostras de referéncia desempenham um papel fundamental na
identificacdo forense. A maioria dos estudos usou amostras de dentes ou tecido bucal

como referéncia para comparagdo de perfis genéticos. Por exemplo, Kumar e Sharma
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(2021) utilizaram amostras de sangue de familiares para comparar e confirmar a
identidade do falecido. Em casos onde as amostras de referéncia sdo escassas ou
indisponiveis, como em estudos arqueoldgicos ou historicos, o uso de ADNmt pode
fornecer informagdes valiosas sobre parentesco e origem étnica, complementando as

analises baseadas em STR autossdmicos € Y-STRs.

Apesar dos avancos, alguns desafios permanecem. Os fatores ambientais impactam
significativamente a integridade do ADN, necessitando de protocolos rigorosos de
limpeza e extragdo. Diferentes tipos de amostras dentdrias e suas condigdes (e.g.,
incineradas, enterradas) afetam o rendimento e a qualidade do ADN. Pesquisas futuras
devem focar-se na otimiza¢ao dos métodos de extragdo para melhorar os rendimentos de
amostras comprometidas, no desenvolvimento de kits de amplificagdo robustos capazes
de trabalhar com ADN altamente degradado e explorar novos marcadores, como SNPs e

ADNmt, para maior resolucao e precisdo nas identificagdes.

Para concluir a andlise dos estudos de caso, destaca-se a importancia das técnicas
avancadas de extracdo e analise de ADN na identificagcdo humana usando amostras
dentarias. No entanto, a pesquisa continua e as melhorias metodologicas sao essenciais
para superar os desafios existentes, como a degradacio do ADN devido a fatores
ambientais. Adicionalmente, sdo necessarias melhorias nos métodos de extragdo e o
desenvolvimento de kits de amplificacao mais robustos para garantir a confiabilidade da
determinagao de perfis de ADN forense. Com os avangos continuos nesta area, espera-se
que a identificagdo forense utilizando amostras dentédrias se torne ainda mais precisa e
eficiente, contribuindo significativamente para a ciéncia forense e a resoluciao de casos

complexos.
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IV. CONCLUSAO

Este estudo confirmou que a andlise genética de dentes € uma ferramenta poderosa na
identificagdo humana, fornecendo evidéncias conclusivas em contextos forenses. A
escolha do método de andlise depende da condicao da amostra e dos recursos disponiveis,
sendo a combinagdo de varias técnicas frequentemente necessaria para obter resultados
confidveis. A andlise de STRs permanece o método gold-standard devido a sua
especificidade e capacidade de diferenciar individuos com alta precisdo. O ADNmt ¢
essencial em casos onde o DNA nuclear estd degradado, permitindo a identificagdo
através de linhagens maternas. A andlise de SNPs, embora ainda em desenvolvimento,

oferece um nivel adicional de detalhe que pode ser crucial em certas investigacoes.

Para maximizar a eficacia das identificagdes, ¢ fundamental continuar o desenvolvimento
e a otimizagdo dessas técnicas, bem como a formacdo continua dos profissionais
envolvidos na recolha e analise das amostras. O avango tecnologico e a padronizagdo dos
procedimentos contribuirdo para a consolidagdo da medicina dentéria forense como uma
ciéncia indispensavel na resolucdo de casos complexos e na prestagao de justica. A
utilizagdo combinada dessas técnicas, aliada a um rigor metodologico, garantira que a
identificacdo através do ADN dentario continue a evoluir, oferecendo respostas precisas

e confidveis num campo que ¢ vital tanto para a ciéncia forense quanto para a sociedade.
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