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I — Introducao

1. Consideracoes gerais

A Genética Forense possibilita a identificagdo do individuo através da
obtengdo do seu perfil genético. Da sua area de intervencao fazem parte estudos
filogenéticos, testes de parentesco, identificacdo genética individual, incluindo
vitimas no contexto de desastres de massa (catastrofes naturais, guerras, como por
exemplo) e identificacdo de suspeitos, vitimas ou vestigios no dmbito criminal. Esta
area ganha particular importancia quando as vitimas sdo criangas, uma vez que
podem existir menos elementos individualizantes que possibilitem a identificagdo a
partir de outros métodos — Dactiloscopia, Medicina Dentaria Forense e andlise
morfologica.

Atendendo as caracteristicas anatomo-fisioldgicas dos dentes e as
caracteristicas fisico-quimicas dos tecidos que os compdem, torna-se possivel a
preservacao dos seus elementos celulares no tempo e de factores ambientais,
podendo constituir uma excelente fonte de ADN (4cido desoxirribonucleico). Apesar
da vasta bibliografia disponivel sobre este assunto, ndo foram encontrados estudos
que analisem a possibilidade de um dente temporario constituir uma fonte de ADN
para obten¢do de um perfil genético (a excepgdao da identificacio do gene da
amelogenina para determinagdo do sexo).

Dada a importancia da confrontacdo com um perfil de referéncia da
vitima ou do suspeito, € pertinente encontrar fontes alternativas de ADN antemortem
no contexto forense, designadamente quando se trata de criancas. O presente trabalho
inclui, para além de uma revisdo bibliografica visando esta tematica, um estudo
experimental para avaliagdo genética dos dentes temporarios esfoliados, no ambito

de uma possivel identificacao forense.



2. Constituicao, estrutura e origem do 6rgao dentario

A odontogénese inicia-se com a formagdo da banda epitelial primaria,
cuja margem rapidamente se subdivide em dois processos: interno e externo. O
processo externo, denominado por lamina vestibular, ira dar origem a lamina labio-
gengival (1) e o processo interno, designado por lamina dentéria, sera responsavel
pela formagao dos gérmens dentarios (2).

O desenvolvimento dos gérmens dentarios decorre segundo uma
sequéncia de etapas, denominadas por: fase de gomo ou botdo (a ldmina dentéria
apresenta zonas de maior actividade mitdtica, surgindo pela oitava semana gestacao
dez condensacdes esféricas, que serdao precursoras do orgao do esmalte, e cujo
ectomesénquima subjacente apresenta uma maior condensagdo celular); fase de
capuz (durante a qual se verifica uma intensa e desigual proliferacao celular,
adquirindo o 6rgao do esmalte a forma que outorga a denominagdo de capuz a esta
fase; paralelamente, observa-se na sua concavidade uma proliferacao celular, que
dara origem a papila dentaria e que, por sua vez, originard a polpa, as células
odontoblésticas e a dentina); fase de campanula; fase de coroa (associada a formacao
do tecidos duros — amelogénese e dentinogénese) e fase de raiz (3).

O o6rgao dentario ¢ composto pelo dente propriamente dito (constituido
por esmalte, dentina e polpa), pelos tecidos responsaveis pela sua ancoragem ao
alvéolo dentario (como sendo o ligamento periodontal, cemento, osso alveolar) e
pelo tecido que o protege (gengiva) (4). Todos estes tecidos que circundam e
suportam sdo denominados colectivamente por periodonto (5).

Macroscopicamente, o dente pode ser dividido em duas porgdes: a coroa
e a raiz. A por¢do corondria, representada pela parte visivel na cavidade oral,
encontra-se totalmente revestida por esmalte. A porcao radicular encontra-se inserida
no processo alveolar, sendo revestida por cemento que, por sua vez, se interliga com
o osso alveolar por tecido conjuntivo rico em feixes de fibras de colagénio,
denominado por ligamento periodontal. O core do dente ¢ constituido por dentina e
polpa. Estes dois tecidos estdo intimamente relacionados formando o complexo
pulpo-dentinario. O tecido pulpar ¢ constituido fundamentalmente por tecido

conjuntivo laxo contendo elementos nervosos e vasculares (6).



A mucosa oral que recobre a parte superior da crista alveolar ¢
denominada por gengiva, que na jun¢do da coroa com a raiz (colo do dente) acima da
crista alveolar, adquire um aspecto de rebordo resistente e protector ao redor do

dente.

2.1 Composicao, formacao e estrutura dos dentes temporarios

A denti¢do temporaria apresenta algumas diferencas em relacdo a
denticdo permanente. No que concerne as caracteristicas anatémicas, de um modo
geral, os dentes vulgarmente designados por ‘“dentes de leite” tém um menor
comprimento, coroas mais pequenas ¢ arredondadas, cingulos evidentes na face
lingual (que lhes conferem um aspecto globular) e uma regido cervical mais
volumosa com uma linha amelo-cementéaria bem marcada (7). Os dentes anteriores
tém uma Unica raiz, de forma recta; ja os posteriores sao multirradiculares, com
raizes ligeiramente curvas e divergentes, por forma a envolver o gérmen do dente
definitivo durante o seu desenvolvimento. Comparativamente com as dos dentes
definitivos, as raizes sdo também mais curtas, tém camaras pulpares mais amplas,
canais mais largos, podendo apresentar trés a cinco cornos pulpares proeminentes
(2).

O desenvolvimento dos dentes temporarios processa-se de um modo
semelhante ao dos permanentes, mas durante um periodo mais curto. O ciclo dos
dentes deciduos completa-se ao fim de oito anos, identificando-se trés etapas
distintas: periodo de crescimento da coroa e raiz (um ano), periodo de maturacao da
raiz (trés anos e meio) e, por ultimo, periodo de reabsorcao radicular e esfoliacao
(trés anos e meio).

A estrutura dentinaria é semelhante em ambas as dentigdes, no entanto
existem algumas diferencas nas propriedades fisicas que merecem destaque. Em
relagdo a dureza, a zona central coronaria e radicular dos dentes permanentes ¢ mais
dura, ao contrario do resto da dentina que tem rigidez semelhante (8). Atribui-se esta
diferenca a uma maior mineralizagdo, embora existam alguns estudos que referem
um grau de mineralizacao semelhante (2).

Julga-se que a maior permeabilidade registada na dentina e esmalte dos

dentes temporarios ¢ devida a sua menor espessura; no caso particular dos primeiros



molares temporarios ¢ resultado da menor densidade de tibulos dentinarios (2). A
radiopacidade e a cor branco azulado dos molares deciduos devem-se a variacao da
componente mineral e espessura dos tecidos. Existe igualmente uma variabilidade
nas propriedades micromecanicas: a medida que nos deslocamos da jungdo amelo-
dentinaria até a camara pulpar, a dureza e o mddulo de elasticidade declinam
significativamente (9).

Quanto as propriedades quimicas também ndo ha grandes diferencas
entre as duas denti¢des, embora ndo exista consenso na literatura no que diz respeito
a concentracdo dos varios elementos (2). Alguns estudos referem, nos dentes
temporarios, uma menor concentracdo de calcio e fosforo, enquanto outros nao
consideram significativa esta diferenga. Em relagdo aos elementos berilio, litio e
estroncio, existem em concentragdes inferiores, ao contrario do cobalto, vanadio e

cadmio, que se encontram em concentragdes superiores (2).

2.2 Dentina e polpa - complexo pulpo-dentinario

No presente trabalho ir-se-4 apenas descrever os tecidos dentarios que
constituiram a fonte de extrac¢ao de ADN dos dentes em estudo ou seja o complexo
pulpo-dentinério.

Na maioria dos tratados de Histologia, a dentina e a polpa sao abordadas
separadamente, visto a primeira ser um tecido conjuntivo mineralizado e a Gltima um
tecido conjuntivo laxo. No entanto, estes tecidos estdo intimamente relacionados,
quer do ponto de vista embriologico (t€ém origem no ectomesénquima que forma a
papila do gérmen dentario), morfoldgico (os prolongamentos dos odontoblastos
encontram-se na dentina), fisiologico (o tecido pulpar nutre e reestrutura a dentina,
por um lado, e a dentina protege a polpa, por outro) e, por isso, muito embora nao
seja consensual na literatura, designam-se frequentemente de complexo pulpo-
dentinario (10, 11).

Com vista a uma melhor sistematizacdo, a dentina e polpa irdo ser

descritas separadamente.



2.2.1. Dentina

2.2.1.1. Estrutura, composicao e origem da dentina

O factor indutor do inicio do desenvolvimento do 6rgao dentério ¢, de
facto, o epitélio oral, sendo rapidamente substituido pelo ectomesénquima,
assumindo este um papel dominante na morfogénese e diferenciagdo subsequentes.
Verifica-se a existéncia de uma interac¢do sequencial, reciproca e temporaria entre
estes tecidos, através de factores de crescimento, moléculas de sinalizacao, factores
de transcri¢ao e componentes da matriz extracelular.

O ectomesénquima subjacente ao 6rgao de esmalte em desenvolvimento
forma a papila dentaria. No estagio de capuz, as células que revestem a face concava
do 6rgdo de esmalte e que estdo em contacto com a papila comecam a diferenciar-se
em cé¢lulas altas e cilindricas, denominadas por pré-ameloblastos. Estas células
induzem, por sua vez, a diferenciacdo da camada mais periférica da papila dentaria
em pré-odontoblastos (futuras células produtoras de dentina). A interface entre os
odontoblastos ¢ os ameloblastos em forma¢ao marca a localizagdo e forma da futura
juncdo amelo-dentinaria. A medida que decorre o processo de desenvolvimento, uma
camada de matriz de dentina ¢ depositada entre estes dois tipos de células,
conduzindo a migragdo dos corpos celulares dos odontoblastos, deixando uma longa
extensao citoplasmatica — processo odontoblastico. Primeiramente, deposita-se como
uma matriz organica constituida por colagénio (pré-dentina), cuja espessura varia
entre 10-50 um. Esta permanece sensivelmente constante durante toda a vida do
individuo, em resultado da actividade continua dos odontoblastos para compensar a
parte da dentina que se mineraliza.

A primeira camada de dentina formada, mais proxima do esmalte (jungao
amelo-dentinaria) e do cemento (juncao amelo-cementaria), ¢ designada por dentina
do manto. A medida que a matriz de dentina se vai formando, segundo um
crescimento centripeto, os odontoblastos desenvolvem um volumoso reticulo
endoplasmatico rugoso e um complexo de Golgi proeminente. Durante a
odontogénese, o prolongamento odontobléastico apresenta numerosas mitocondrias
(12) que, juntamente com terminagdes nervosas ¢ fluido extracelular, constitui os
tubulos dentinérios (4). Assim, a dentina ¢ constituida por tibulos dentinarios, que a

atravessam em toda a espessura e contém os prolongamentos citoplasmaticos dos



odontoblastos alinhados na face interna da pré-dentina, que a produzem e depois a
mantém. Quaisquer alteragdes no fluxo dos fluidos presentes no interior dos tubulos
dentinarios, derivadas de alteragdes mecanicas, térmicas ou osmoticas, levam a
estimulagao dos odontoblastos (13).

A dentina ¢ o segundo tecido mineralizado mais duro do organismo, mais
do que o tecido d6sseo e cemento e menos que o esmalte. O seu moddulo de
elasticidade impede a fractura do dente quando sujeito as forgas de mastigacao. As
propriedades fisicas advém da sua composi¢do, sendo constituida por 70% de
matéria inorganica (cristais de hidroxiapatite), 20% de matéria organica (colagénio,

principalmente do tipo I, mas também do tipo III e IV) e agua (1) .

2.2.1.2. Tipos de dentina

Conforme descrito anteriormente, a dentina ¢ constituida por tibulos
dentinarios (que contém os processos celulares e fluido intercelular) e pela dentina
intertubular. A parede dos tibulos dentindrios contém muito menor quantidade de
colagénio e maior de cristais de hidroxiapatite, sendo designada por dentina
peritubular (14).

Consoante a localizagdo, origem, estrutura e periodo de formacao, poder-
se-a considerar a existéncia de dentina primaria, secundaria e terciaria (reaccional ou

reparadora).

Dentina primaria

Compreende a dentina do manto (camada mais externa), que tal como
referido anteriormente, ¢ a primeira a formar-se, sendo caracterizada por conter
fibras de colagénio mais espessas e pela auséncia de dentina peritubular. A dentina
do manto ¢ sintetizada por odontoblastos em fase de diferenciagdo, sendo a
mineralizacdo da matriz levada a cabo pela formacao de vesiculas. Esta dentina
conjuntamente com a camada mais interna de esmalte aprismatico constituem a
juncao amelo-dentinaria.

Uma vez completo o processo de maturagao dos odontoblastos tem inicio

a producao de matriz dentindria com uma forma e padrao de mineralizagao diferente



(globulos de dentina), designada por dentina circumpulpar (que envolve a camara
pulpar).

Entre o manto da dentina e a dentina circumpulpar, devido ao diferente
processo de mineralizagdo, surgem areas interglobulares de dentina (dreas de
calcificagdo deficiente). Estas areas sao muito evidentes, sobretudo a nivel dos cortes
obtidos por desgaste, formando uma fronteira entre o manto e a dentina

circumpulpar.

Dentina secundaria

A dentina secundaria desenvolve-se apds a conclusdo da formagao
radicular e do dente entrar em contacto com o oponente, devendo-se a um processo
continuo mas lento de deposicao de dentina pelos odontoblastos. Apresenta uma
estrutura tubular, com a mesma relagdo entre o contetido organico e inorganico, €
uma distinta direccdo dos tubulos dentinarios. A maior deposi¢ao deste tipo de
dentina surge no tecto e pavimento da camara pulpar, resultando na alteracao

assimétrica do seu tamanho e forma, o que se designa por retracgao pulpar.

Dentina terciaria

A dentina terciaria (denominada por reactiva ou reparadora, de acordo
com a sua origem, formagdo, composi¢ao e estrutura) ¢ produzida em resposta a um
estimulo agressor, tal como atric¢do, lesdo de carie ou tratamento restaurador. Ao
contrario da dentina priméria e secundaria, esta ¢ gerada apenas pelas células
afectadas pelo estimulo desencadeante, sendo a estrutura e quantidade também
dependentes da resposta celular a intensidade e duracdo do estimulo. De um modo
geral, os tubulos dentindrios sdo mais irregulares e variaveis em namero, podendo

mesmo nao existir.

2.2.1.3. Histologia da Dentina
Microscopicamente ¢ possivel identificar na dentina um conjunto de
estruturas: tubulos dentinarios, dentina peritubular, dentina intertubular, &reas

interglobulares de dentina, para além das linhas de crescimento. Os processos dos



odontoblastos atravessam quase transversalmente a espessura da dentina, desde a
juncao amelo-dentinaria até a polpa, formando estruturas com configuracao em "S” e
as quais se da o nome de tabulos dentindrios. Estes tubulos possuem numerosas
ramificacdes que intercomunicam entre si, permitindo o movimento rapido do fluido
dentinario e garantindo a difusdo de nutrientes, julgando-se estarem relacionados
com a dor ¢ a sensibilidade dentaria (14, 15). Com a idade, sofrem um processo de
retraccdo, com subsequente obstrucao dos canaliculos devido essencialmente a
deposicao de cristais de fosfato de calcio, ndo sendo certo o momento em que ocorre

a total desintegragao dos processos odontoblasticos (16).

Particularidades histologicas da denticio temporaria

Atendendo a semelhanga na morfologia e composicdo de ambas as
denti¢cdes assumiu-se que teriam uma estrutura histologica similar, extrapolando-se
os resultados obtidos nos dentes permanentes para os dentes deciduos; existem, no
entanto, evidéncias que sugerem diferengas morfologicas e quimicas entre as duas
(17, 18).

Niao sendo consensual na literatura, existe uma maior densidade de
tubulos dentindrios e de maior didmetro na denticdo decidua que, no caso dos dentes
anteriores, podera ser reflexo do aumento do numero dos odontoblastos necessarios
ao desenvolvimento rapido destes dentes (19); apresentam abundantes ramificagdes
dicotémicas proximas da juncdo amelo-dentindria, aumentando em numero e
diametro da juncdo amelo-dentinéria até¢ a polpa e logo diminuindo a espessura da
dentina peritubular. Estd também descrita a existéncia de canaliculos dentinarios
gigantes, que se julga resultarem de um processo de necrose odontoblastica ou da
alteragdo do processo da dentinogénese (19). Sdo tabulos muito desenvolvidos que
contém no seu interior fibras de colagénio tipo I e III (alguns autores sugerem que as
fibras de colagénio provém das fibras de Von Korff), mas ndo contém os processos
odontoblésticos (2). Existe uma variagdo no trajecto destes canaliculos podendo
apresentar, além do trajecto sigmoide presente nos dentes definitivos, um modo
recto, que se pensa provir da menor espessura de dentina entre a jung¢do amelo-

dentinéaria e a polpa.
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Outro dado histologico que caracteriza os dentes temporarios € a escassa,
ou praticamente nula, presenca de espagos interglobulares Czermak. Estes localizam-
se predominantemente na dentina do manto, que se mineraliza por um mecanismo
linear, ao contrario da dentina circumpulpar. E também possivel observar nestes

dentes espacos granulares na dentina superficial, na por¢ao cervical (2).

2.2.2. Polpa

2.2.2.1. Estrutura, composicao e origem

A polpa ¢ um tecido conjuntivo laxo constituido por células, fibras,
substancia fundamental amorfa, vasos sanguineos, linfaticos e nervos (20, 21).

As fibras de colagénio sdo inicialmente pouco abundantes na polpa de
dentes jovens, ao contrdrio do conteudo celular (nomeadamente células
indiferenciadas). Esta propor¢ao inverte-se progressivamente com a idade,
diminuindo o potencial de reparacao face a agressoes (22).

A polpa ou tecido pulpar ocupa a parte central do dente, denominada por
cavidade pulpar, que se divide em duas partes: uma parte corondria — camara pulpar
e uma parte radicular — canal radicular.

A camara pulpar segue a forma anatémica da coroa do dente, com
projeccoes denominadas por cornos pulpares por debaixo das cuspides,
particularmente proeminentes na cuspide vestibular do pré-molar e na ctispide mésio-
vestibular do molar. O canal radicular termina no foramen apical, que ¢ atravessado
por vasos € nervos e permite o contacto entre a polpa e o ligamento periodontal.

Inicialmente a papila dentaria, da qual deriva a polpa, representa a quase
totalidade do complexo pulpo-dentinario; porém, a medida que decorre a secre¢ao e
deposicao rapida de dentina primaria na coroa e raiz, observa-se uma diminui¢ao do

seu volume, ficando reduzida as dimensoes caracteristicas da fase eruptiva do dente.

2.2.2.2. Histologia da polpa
Histologicamente ¢ possivel distinguir quatro zonas bem delimitadas:
zona odontoblastica (na periferia), zona acelular de Weil, zona rica em células e zona

central (rica em vasos € nervos).
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Na polpa, as células mais frequentemente observadas sdo os
odontoblastos, os fibroblastos, as células ectomesenquimatosas indiferenciadas e os
macrofagos ou outras células de defesa. De todas estas células, as mais facilmente
identificaveis, por formarem uma camada continua semelhante a uma camada
epitelial, sdo os odontoblastos. Os seus nucleos celulares localizam-se na porgao
basal e os processos odontoblasticos percorrem quase toda a espessura da dentina
(11, 22). O niimero de tabulos corresponde ao nimero de odontoblastos, que varia
com o tipo de dente e localizacdo no espaco pulpar (estima-se serem entre 59000 a
76000/mm’ na porgdo corondria e em menor nimero na por¢do radicular). A
morfologia dos odontoblastos reflecte a sua actividade funcional, variando entre uma
fase de sintese e uma fase quiescente. Numa fase activa ¢ possivel observar a
presenca de organelos celulares proeminentes (complexo de Golgi, reticulo
endoplasmatico), um nucleo com varios nucléolos e cromatina dispersa. Trata-se de
uma célula terminal, ndo sofrendo qualquer divisao celular ou diferenciacdo, que
mantém a capacidade de formagdo de dentina ao longo do tempo de vida do dente.

Os fibroblastos sao células caracteristicas de qualquer tecido conjuntivo,
existindo em maior numero na zona rica em células e na por¢cdo corondria, tendo
como fun¢ao a formacao e manutencao da polpa; apresentam um elevado nimero de
organelos associados a sintese e secre¢ao de proteinas. Com a idade, estas células
adquirem uma forma fusiforme e um nucleo bastante condensado. Importa referir
que estas células podem sofrer um processo de apoptose, especialmente na zona rica
em células, que podera ser indicador de algum tipo de turnover (1).

De forma similar ¢ possivel observar macréfagos na parte central da
polpa, que quando observados ao microscopio Optico apresentam uma forma oval ou
fusiforme, um nucleo escuro e areas claras citoplasmaticas, que a microscopia
electronica identifica como sendo lisossomas responsaveis pela sua lise.

Os leucocitos  polimorfonucleares podem, ocasionalmente, ser
encontrados na polpa (4). E possivel observar linfocitos T, mas sdo raros os
linfoécitos B. Os mastdcitos apenas se encontram quando existe um processo
inflamatorio associado.

As células estaminais parecem representar somente 1-4% da populacdo

total e constituem um reservatorio celular indiferenciado. Sao capazes de levar a
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cabo um processo de auto-renovagdo, proliferagdo e diferenciagdo em varias
linhagens celulares, como resposta a estimulos especificos. Encontram-se na zona
celular e central da polpa e ao microscopio Optico t€ém um aspecto poliédrico, com
um nucleo central e citoplasma de grandes dimensdes. Tal como outros tipos
celulares, este grupo diminui em nimero com a idade, o que se relaciona com a
perda do potencial regenerativo da polpa. Nichos de células estaminais pds-natais
foram identificados na polpa de dentes adultos, na polpa de dentes temporarios

esfoliados, no ligamento periodontal, na papila apical e no foliculo dentario (23).

Particularidades histolégicas das denticio temporaria

Em geral, a histologia da polpa dos dentes temporarios nao difere
consideravelmente da dos dentes definitivos jovens — ambos mantém a mesma
estrutura pulpar, pelo menos até fases avancadas de reabsor¢do (24). As diferengas
encontradas resultam do facto da polpa destes dentes ter um tempo de vida mais
curto e, por isso, as estruturas histologicas ai presentes nao alcancam o mesmo grau
de desenvolvimento que as dos dentes definitivos. Existem algumas particularidades
que merecem destaque, nomeadamente: a camada celular odontoblastica ¢ pseudo-
estratificada, com cinco a sete camadas na parte coronaria € uma a duas na parte
radicular; a morfologia destas células ¢ cubdide, podendo ter na coroa uma forma
cilindrica ou colunar, exceptuando zonas de atriccdo ou de dentina reparadora; a
zona acelular de Weil € muito pouco evidente e a zona rica em cé€lulas sé se encontra
na polpa corondria € nao constitui uma camada unica, conforme sucede nos dentes
permanentes; a parte central da polpa € constituida por tecido conjuntivo laxo rico
em vasos, nervos e células.

Verifica-se ainda, a partir de dentes temporarios esfoliados, que as
células tronco diferenciadas tém a capacidade para se converter num maior nimero
de populagdes celulares, comparativamente a maioria das células estaminais (7).

No que respeita a vascularizacdo observa-se a presenca de anastomoses
arterio-venosas na polpa radicular. Quanto a inervagdo, para além de haver maior
numero de terminacdes nervosas na coroa, regista-se maior densidade da rede

nervosa na regido cervical, sem comparacdo com a denti¢do definitiva (25)
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3. Processo de esfoliacio da denticdo temporaria

Os dentes temporarios sofrem um processo de esfoliagcdo decorrente da
reabsorcao fisiologica para permitir a erupcao dos dentes permanentes. As células
envolvidas neste processo sdo os fibroblastos, que comecam por actuar como
fibroclastos, os quais eliminam progressivamente a matriz extracelular do tecido
pulpar, as fibras (fibrin6lise) do ligamento periodontal, e os odontoclastos (2).

No inicio da reabsor¢do radicular dos dentes temporarios nao sao visiveis
alteragdes pulpares ou presenca de odontoclastos. Os odontoblastos permanecem
alinhados junto a pré-dentina, pelo menos até esta estar proxima do término e nunca
antes de atingir 1 mm da juncdo amelo-cementaria. De seguida, os odontoblastos
iniclam a sua degenerescéncia e, em simultaneo, as células mononucleares
(mondcitos) emergem dos vasos pulpares e do ligamento periodontal, migrando para
a superficie da pré-dentina, onde se fundem e dao origem aos odontoclastos, que so
se tornam maduros quando se ligam a superficie em reabsor¢ao. Os odontoclastos, tal
como os osteoclastos, sao células gigantes (podendo atingir um didmetro até 100
um), polinucleadas (com 30 ou mais nucleos de diferentes formas e tamanhos), com
citoplasma vacuolado, que ocupam as lacunas de reabsor¢ao nos tecidos duros e cuja
face em contacto com a superficie em reabsor¢do adquire um aspecto de bordo
espesso e rugoso. Em microscopia electronica € possivel observar este bordo, como
uma extensa prega da membrana celular contendo uma série de invaginagdes de 2-3
um de profundidade — microvilosidades. Adjacente a este bordo encontra-se uma
zona clara do citoplasma, que apresenta total auséncia de organelos, mas rica em
filamentos constituidos por proteinas contracteis de miosina e actina e que representa
o aparelho de suporte a ligacdo dos odontoclastos. Estas c€lulas apresentam uma rede
mitocondrial rica, bem como um avultado nimero de vactiolos (onde esta presente a
fosfatase acida) concentrados no seu bordo espesso.

Os odontoclastos localizam-se na superficie radicular préxima do gérmen
do dente definitivo, podendo também ser identificados no canal radicular e camara
pulpar adjacentes a pré-dentina (a variacao da localizagdo resulta do diferente padrao

de reabsorcao da denti¢ao temporaria) (26).



O processo de reabsor¢do ocorre com a ligacao forte dos odontoclastos,
através de GAP junctions, a superficie dos tecidos duros, perifericamente a zona
clara. A criacdo de um compartimento estanque e independente (zona de vedagao -
Sealing Zone-SZ) isola o local de reabsorcao, cujo bordo funciona como uma bomba
de protdes, garantindo no espago extracelular a acidez necessdria a dissolucdo
mineral. Segue-se a libertagdo de lisossomas responsaveis pela digestdo da matriz
organica ¢ de enzimas hidroliticas nas lacunas de reabsor¢ao, possibilitando a
endocitose (27).

A reabsor¢ao radicular dos dentes temporarios ¢ um processo fisiologico,
que parece ser iniciado e regulado pelo reticulo estrelado e pelo foliculo dentério,
através da libertagdao de citoquinas e factores de transcrigao. O processo decorre de
forma similar a reabsorc¢ao dssea, através da activagao do sistema RANK-RANKL (o
receptor de activagdo do factor nuclear kappa B — RANK — ¢ uma proteina
transmembranar presente na superficie dos odontoclastos e o ligando para o receptor
— RANKL — ¢ uma proteina transmembranar de 317 aminoacidos que pertence a
superfamilia TNF, tumor necrosis factor) (28, 29). As células que expressam o
RANKL sao as células do foliculo, as células do estroma, os cementoblastos e os
odontoblastos (embora estejam, praticamente, ausentes) (28, 30).

Kronfeld R sugeriu ser o foliculo dentario o responsavel pela reabsor¢ao
radicular da denticao temporaria (31). Apesar de ndo se ter provado, acreditava-se e
ainda se assume que, a pressao exercida pela erup¢ao do dente permanente contribui
para a diferenciacdo e activagao dos odontoclastos. No entanto, estudos realizados
por Marks SC e Cahill DR demonstraram ser o foliculo dentario o responsavel, mais
do que o dente propriamente dito, pelo controlo do processo de erupcao (32).

Assim, o processo de erup¢ao, que envolve a reabsor¢do dssea e radicular
dos dentes temporarios, parece ser geneticamente programado ¢ nao dependente do
movimento eruptivo do dente definitivo.

A determinado momento do processo eruptivo, as células do reticulo
estrelado segregam a proteina relacionada com hormona paratiroideia (33, 34) e a
interleucina la (35) que, por sua vez, se ligam a receptores vizinhos (funcdo
paracrina) expressos nas células do foliculo. Por outro lado, as células do foliculo

estimuladas vao libertar factores recrutadores de monocitos, tais como factor
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estimulador de coldnias-1, proteina quimiotactica-1 ou factor de crescimento
endotelial vascular (35, 36).

Os monocitos migram da rede vascular adjacente para a regido coronal
do foliculo. Num ambiente favoravel, e em contacto com o0 RANKL, os mondcitos
fundem-se e diferenciam-se em osteoclastos/odontoclastos.

Os odontoclastos localizam-se, inicialmente, na superficie radicular
externa reabsorvendo o cemento e a dentina radicular. Nao se observa a presenga de
odontoclastos na polpa até estar praticamente concluida a reabsorcao radicular, ndo
se verificando qualquer alteragdo pulpar. De seguida, células inflamatorias crdonicas,
como linfocitos T e B, infiltram a polpa coronaria e os odontoblastos comegam a
degenerar. Em paralelo verifica-se uma infiltragdo bacteriana pela jungao gengivo-
dentaria responsavel pela acumulacao de células inflamatorias na polpa. No ambiente
de reabsorcao e sob a influéncia de diversas citoquinas produzidas localmente, os
linfoécitos T comecam a expressar o RANKL que interage com o RANK dos
mondcitos, induzindo a diferenciacdio e a activagdo dos pré-odontoclastos.
Alternativamente, os fibroblastos e os odontoblastos pulpares também expressam,
pontualmente, RANKL. A ligacdo entre o RANKL-RANK constitui um dos
principais motores de arranque no processo da odontoclastogénese, imprescindivel
para a activacao dos odontoclastos maduros (37).

Os odontoclastos comegam por reabsorver algumas areas da dentina
coronaria, enquanto nas restantes areas permanecem odontoblastos. Durante a
reabsor¢ao da pré-dentina, observa-se um aumento do nimero de odontoclastos. Em
fases tardias, os odontoclastos deixam de ser observados nas superficies dentinarias
reabsorvidas, porém estdo presentes na polpa. No momento que precede a esfoliagao,
a superficie dentinaria fica coberta por um tecido semelhante ao cemento. Em fases
ainda mais avancadas, os odontoclastos podem mesmo reabsorver o esmalte (14).

A reabsor¢ao tem inicio, numa primeira fase, no pavimento da camara,
mas logo se dispersa para as paredes e cornos pulpares (38, 39), até que os
odontoclastos cessam a sua actividade, perdem a superficie rugosa, libertam-se da
superficie de reabsorcdo (40) e o dente esfolia com alguns restos pulpares. Na
auséncia de reaccao inflamatoria julga-se que o principal mecanismo de degradacao

dos tecidos moles — polpa e ligamento periodontal — ¢ a apoptose celular (26, 40).
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A coroa de um dente esfoliado contém restos de polpa normal, que inclui
tecido conjuntivo, vasos sanguineos e odontoblastos (7). No entanto, existem
algumas diferengas entre um dente esfoliado anterior e posterior: um dente anterior,
habitualmente, esfolia antes da total reabsorcdo radicular e, por isso, a camada
odontobléstica permanece quase intacta; ja& num dente posterior, as raizes sao total e
a coroa parcialmente reabsorvidas, sendo a camada dos odontoblastos totalmente
substituida por odontoclastos que reabsorvem a dentina primaria e secundaria. Este
facto torna possivel observar, através da translucidez do esmalte, o tecido conjuntivo

vascular, dada a pequena espessura de dentina remanescente (40) (figs. 1 e 2).

Fig. 1 — Imagem da face externa da coroa de Fig. 2 — Imagem da face interna da coroa de um dente
um dente temporario posterior esfoliado esfoliado temporario posterior
A reabsorcao fisiologica dos dentes temporarios ndo € um processo
continuo. Periodos activos sucedem a periodos intermitentes ou, até mesmo, a
periodos de reparagdo. A reparagao faz-se por células idénticas aos cementoblastos
que formam uma matriz de colagénio com focos de mineralizagdao, semelhante ao
cemento celular, mas menos mineralizada (26, 40).
No que respeita a alteracdo de outras estruturas pulpares relacionadas com
a reabsor¢do, nomeadamente vasos e nervos, o conhecimento ¢ mais rudimentar.
Rapp R ef al. analisaram a inervagao pulpar de 75 dentes temporarios em diferentes
etapas da reabsor¢do e registaram que, até ser atingida uma fase avangada, o0 mesmo
padrao de inervagdo era mantido e sO nessa altura se registava a fragmentagao e
diminui¢do da espessura neuronal, com consequente diminui¢ao da densidade da
rede de inervacao, nomeadamente do plexo subodontoblastico (com menor nimero

de fibras a atravessar a camada celular) (41).
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J& no que concerne ao padrdo de vascularizagdo, nao existe tanto
consenso na comunidade cientifica. Sari ef al. examinaram 14 caninos deciduos em
diferentes fases de reabsorc¢ao radicular e relataram a presenca de vascularizagao
pulpar em todos os exemplares. Mais recentemente, Bolan M e Rocha MJ estudaram
19 dentes temporarios, também em fase de reabsorcao fisioldgica, e registaram
hiperémia e vasodilatacdo em alguns dos elementos da amostragem, que atribuiram
ao provavel aumento da difusdo de nutrientes e eliminacdo de metabolitos,
resultantes do acréscimo do metabolismo odontoblastico nas fases activas da
reabsor¢ao (24). Em aposicao, Sari et al. sugeriram que seria apenas o reflexo do

processo de reabsor¢ao, como consequéncia do alargamento da regido apical (42).

3.1. Cronologia de esfoliacao dentaria

A erupcdo dos dentes temporarios, a reabsorcao fisioldgica, a esfoliagao
e a subsequente erupcao dos dentes permanentes sao processos que decorrem de
forma ordeira, sequencial, dependente da idade (43) e, provavelmente, programada
(37). A cronologia de esfoliagio ¢ um dos factores determinantes no
desenvolvimento dentario uma vez que a sua sequéncia pode influenciar a ordem de
erupcao da denticao sucedanea (44).

No presente trabalho, com vista a determinagdo da idade das pecas
dentarias apos a esfoliacao, utilizou-se a tabela mais recente disponivel na Pubmed,
que data de 1982 (as restantes sao de 1951 elaborada por Stones, de 1966 por Ohta e
de 1975 por Barnard e Hoffmann) (45), baseada na observagao de 1250 criancas de
ambos os sexos, divididas em 10 grupos de 125 criangas cada, correspondentes aos
grupos escolares compreendidos entre a idade pré-escolar e o 9° ano de escolaridade
(45) (tabela 1).

A complexidade na determinagdo da idade de esfoliacdo dentdria reside
na dificuldade em identificar se a perda do dente decorreu do processo de reabsor¢ao
fisiologica, de reabsorcdo patoldgica ou da exodontia e, por isso, os critérios de
inclusdo de alguns dos estudos nem sempre sao claros (46). No estudo de Clements
EM et al. consideraram-se todos os dentes ausentes como esfoliados (47). J& no
estudo desenvolvido por Stones H, ef al. esse dado foi tido em consideragdo, mas a

amostra era pequena (329 criangas com idades compreendidas entre 2 ¢ 14 anos);
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Fass EN nao distinguiu as criangas do sexo masculino das do sexo feminino,

tornando dificil a comparagdo dos resultados (48).

Tabela 1 — Tabela de cronologia da esfoliagdo dentaria em fungdo do género elaborada por Ripa LW.

Tipo dente | M | F Tipo dente | M | F
« | Incisivo central 6.8A 6.6A i'; Incisivo central 6.0A 5.6A
%= | Incisivo lateral 7.6A 7.4A "-5 Incisivo lateral 7.2A 6.9A
S | Canino 11.3A 10.6A | £ | Canino 9.8A  9.6A
1° Molar 109A 10.5A | & | 1°Molar 10.6A  10.2A
2° Molar 11.7A  11.4A 2° Molar 11.6A 11.4A

Legenda: F — feminino; M — masculino; A — anos

O processo de esfoliagdo dentédria decorre entre os 6 e 12 anos, em duas
fases principais: uma primeira fase, que corresponde a mudanca dos incisivos e
erupc¢ao dos 1° molares definitivos, e uma segunda fase, que corresponde a troca dos
caninos ¢ molares. Entre as duas etapas da-se um interregno, denominado por
periodo intertransitorio, menor na mandibula do que na maxila. Ambas as fases estao
sincronizadas com o desenvolvimento dentario, sendo que primeiramente ocorre a
erupcdo dos incisivos permanentes, seguida da erupcao dos caninos e pré-molares.
De um modo geral, os dentes inferiores esfoliam mais precocemente, a excep¢ao dos
2° molares, que esfoliam em simultineo em ambas as arcadas. Existe ainda
dimorfismo sexual, uma vez que a esfoliagdo de todos os dentes no sexo feminino
acontece prematuramente, quando comparada com a do sexo masculino (47), sendo a
diferenca mais significativa nos caninos, especialmente nos inferiores, sensivelmente
de 10 meses (45).

A segunda denti¢do substitui a primeira numa sequéncia de erup¢ao que
apresenta grande variacdo entre populacdes, existindo varios estudos sobre a
cronologia de calcificagdo e erupcao de ambas as denti¢des (45). Uma das primeiras
e mais utilizadas tabelas ¢ a de Logan e Kronfeld, elaborada a partir de uma amostra
de 25 criancas (49), que mais tarde foi modificada por Schour e Massler, e que
durante varios anos foi considerada a tabela standard de cronologia de erupgao (50)

(tabela 2).
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Tabela 2 — Cronologia do desenvolvimento da denti¢do permanente de Logan e Kronfeld (modificada por Schour e Massler)

Dente Inicio da calcificacio Coroa completa Erupcio Raiz completa
Incisivo central 3-4M 4-5A 7-8A 10A

5 Incisivo lateral 10-12M 4-5A 8-9A 11A

‘s | Canino 4-5M 6-7TA 11-12A 13-15A

£ | 1° Pré-molar 1% -1%A 5-A 10-11A 12-13A

2 | 2° Pré-molar 2-2 A 6-7A 10-12A 12-14A

= | 1° Molar ao nascimento 2 -3A 6-7A 9-10A

& [ 2°Molar 2 Vi3A 7-8A 12-13A___ | 14-16A

= 3° Molar 7-9A 12-16A 17-21A 18-25A
Incisivo central 3-4M 4-5A 6-7A 9A

+ | Incisivo lateral 3-4M 4-5 7-8A 10A

-2 | Canino 4-5A 6-7A 9-10A 12-14A

& | 1°Pré-molar 1%-2 5-6A 10-12A 12-13A

‘= | 2° Pré-molar 2 V-2 12A 6-7TA 11-12A 13-14A

= | 1° Molar ao nascimento 2 -3A 6-7A 9.10A

& [ 2° Molar 215 3A 7-8A 11-13A___ | 14-15A

= 3° Molar 8-10A 12-16A 17-21A 18-25A

Legenda: A — anos; M — meses
Mais recentemente, em 2009, surgiu um atlas de erupcdo e

desenvolvimento dentario, elaborado por Sakher AlQahtani, baseado em dados
recolhidos a partir de 72 esqueletos pré-natais e 104 pds-natais e ortopantomografias

de 264 individuos do sexo feminino e do sexo masculino (com idades compreendidas

entre 28 semanas de gestacao e 23 anos de idade) (51) (tabela 3).

Tabela 3 — Cronologia do desenvolvimento da denti¢do permanente elaborada por

Sakher AlQahtani.

Tipo dente | Idade Tipo dente | Idade
Incisivo central 7.5A Incisivo central 7.5A
Incisivo lateral 9.5A « | Incisivo lateral 7.5A

£ | Canino 12.5A E Canino 11.5A

% | 1° Pré-molar 11.5A "E 1° Pré-molar 11.5A

= | 2° Pré-molar 12.5A ‘E‘ 2° Pré-molar 12.5A
1° Molar 6.5A 1° Molar 6.5A
2° Molar 13.5A 2° Molar 12.5A
3° Molar 20.5A 3° Molar 20.5A

Legenda: A — anos.
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4 . Marcadores para identificacao genética

O dia-a-dia do laboratério de Genética Forense contempla o estudo de
amostras biologicas de diferentes naturezas (sangue, sémen, osso, dentes, entre
outras), com vista a obtencdo do perfil genético de um determinado individuo —
conjunto de caracteristicas hereditarias para um conjunto de marcadores genéticos,
que se definem como polimorfismos de ADN de regides nao codificantes do genoma
humano, detectaveis em qualquer amostra biologica que lhe pertenca e expressos
através de um codigo alfanumérico (52). Actualmente, a maioria das pericias
utilizam o acido desoxirribonucleico nuclear (ADNnu), podendo também utilizar-se
o dacido desoxirribonucleico mitocondrial (ADNmt), nomeadamente quando se
beneficia da sua resisténcia a degradacao temporal e do elevado ntimero de copias
celulares (53, 54). As principais caracteristicas que os distinguem sdo o tamanho, a
estrutura e a heranga uniparental materna do ADN mt que permite determinar a
relagdo entre as varias geracoes (52).

Até 1980, os casos de identificacdo criminal baseavam-se em analises
serologicas dos polimorfismos proteicos, nos grupos sanguineos (ABO) ou em
alguns marcadores genéticos. Em 1985, Alec Jeffreys apresentou um estudo em que
demonstrava ser possivel identificar determinadas regides do ADN, com elevada
sensibilidade, através de moléculas radioactivas, produzindo um fingerprint de ADN
(55). Nesse mesmo ano, este método foi utilizado, pela primeira vez, para resolucao
de um caso de imigracao (56).

Atendendo a que 99.7% do genoma humano é comum a todos os
individuos, restam apenas 0,3% que nos distinguem e estdo repletos de sequéncias
repetidas espalhadas pelos diversos cromossomas (57). Estas sequéncias repetidas de
oligonucledtidos denominam-se genericamente por satélites, sdo constituidas por
regioes de ADN nao-codificante, t€ém tamanho variavel entre individuos e localizam-
se tipicamente nas regides centroméricas dos cromossomas (58).

Estes /oci hipervariaveis sdao designados em funcao do numero e tamanho
das suas unidades de repeticdo e podem ser classificadas em: minissatélites ou

variable number of tandem repeats (VNTR), quando contém entre 9-80 pares de
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bases (pb) (59); microssatélites também denominados por single sequence repeats
(SSR) ou short tandem repeats (STR) com 2-7 pb (58, 60).

Inicialmente eram utilizados os VNTR, mas o elevado consumo de
tempo, amostra ¢ dinheiro da técnica de Southern blot (slot-blot) levou ao seu
abandono (s6 amostras de esperma e sangue eram analisadas). Com a descoberta da
polymerase chain reaction (PCR) e a possibilidade de amplificar pequenas
quantidades de ADN, alargou-se o ambito da intervencao da Genética Forense que,

aliada a utilizagdo dos STR, revolucionou a identificacao genética (61, 62).

4.1. Marcadores genéticos: STR

De todos os marcadores de ADN supracitados, os mais populares sao os
STR visto serem altamente polimorficos (sobretudo na variabilidade do numero de
repeticoes) (62, 63), terem um elevado poder discriminatorio, uma elevada
frequéncia de heterozigotia (acima de 90%) (62), originarem diferentes alelos com
transmissao do tipo mendeliano (52), possuirem baixa frequéncia de mutagdes, serem
facilmente amplificaveis por PCR e terem uma localizagdao ubiqua, bem distribuida
pelo genoma de praticamente todos os seres vivos. Comparativamente com o0s
VNTR, os STR t€ém menor probabilidade de se fragmentar (sdo de menor dimensao)
e dado o menor tamanho dos amplicons de STR (tipicamente o comprimento varia
entre 100 e 400 pb) (64) necessitam de menores quantidades de ADN nao degradado
(63), o que representa uma vantagem na amplificacdo de amostras de ADN
degradadas (65, 66).

As sequéncias de STR sdo designadas pelo comprimento da unidade de
repeticdo (57), podendo ser de mono, di, tri, tetra, penta e hexanucleo6tidos, e unem-
se em tandem (52). De todos os subtipos, os mais usados no ambito da Genética
Forense sdo os tetranucleotidos, em detrimento dos di- e trinucleétidos, uma vez que
tém menor probabilidade de sofrer um fenomeno bioldgico denominado por stutter
(dependente da localizagdao do locus e que ¢ cerca de 15% em aposi¢ao aos 30% dos
outros subtipos); neste fendémeno, os alelos STR, ao serem amplificados por PCR,
podem dar origem a amplicons com uma unidade de repeticdo a menos que o
verdadeiro alelo, devido ao deslizamento da enzima polimerase, o que dificulta a

interpretagdo dos resultados, especialmente quando se trata de misturas. Os de menor
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tamanho, como o TPOX e o VWA, sdo mais adequados a andlise de amostras
degradadas, dependendo assim do tamanho dos STRs a eficiéncia da PCR (61, 67).
Os penta e hexanucle6tidos t€ém como inconveniente o facto de serem menos comuns
no genoma humano, muito embora sejam empregues em alguns laboratorios (58).

Os STR podem assim ser classificados em fun¢do do tamanho da unidade
de repeticao, do nuimero variavel de unidades, mas também da composi¢do da
propria unidade de repetigdo. Designam-se por simples (ex: TPOX), quando a
unidade de repeticdo ¢ idéntica ao longo de toda a sequéncia, compostos (ex: VWA),
quando apresentam duas ou mais unidades de repeticao distintas e adjacentes, e
complexos (ex: D21S11), quando exibem varias unidades de repeti¢ao, podendo ter
diferente nimero de nucledtidos e sequéncia variavel (58).

Nem todos os alelos dos marcadores STR contém unidades de repetigao
completas, denominando-se por microvariantes os alelos que contém unidades de
repeticdo incompletas. O exemplo mais comum ¢ o alelo 9.3 do locus THO1, que
contém nove tetranucledtidos e uma unidade com trés nucleotidos (58).

O pertfil de um locus, para os marcadores genéticos autossémicos, pode
ser representado por um ou dois alelos, denominando-se no primeiro caso de
homozigoético e, no segundo de heterozigdtico. O perfil genético de uma amostra
corresponde, desta forma, a informagdo genética relativa aos genétipos de todos os
loci analisados (52).

A técnica de PCR permitiu amplificar estas sequéncias polimorficas de
ADN possibilitando, numa unica reac¢do, analisar multiplos loci (com elevada
sensibilidade e poder discriminatorio permite distinguir dois individuos, a partir de
quantidades tao infimas como 1 ng de ADN) (60, 68), ndao sendo afectada pela
variacao interpopulacional da frequéncia dos alelos para cada locus (68). A obtencao
de marcadores genéticos STR tornou-se o principal método de analise de ADN no
contexto forense (58).

A existéncia de kits comerciais de amplificacdo dos marcadores STR
acrescentou confianga aos resultados obtidos e assegurou a compatibilidade e
consisténcia da nomenclatura entre laboratorios (dos /oci examinados e nomenclatura
dos alelos dos STR). Apesar de poderem existir ligeiras diferencas nos ladders e

primers usados, 1sso ndo impede a concordancia dos resultados (58).

23



5. Quantificacao

Todas as fases sdo importantes, desde a colheita e preservacdo da
amostra, extrac¢ao e quantificacdo de ADN, até a sequenciagdo do perfil genético,
sendo cada etapa vital para a consecucao de bons resultados.

A quantificagdo de ADN optimiza o processo de obtencdo dos perfis de
STR por PCR na medida em que permite eliminar qualquer amostra com quantidade
de ADN insuficiente ou adequar a escolha do kit de amplificacao a concentracao de
ADN presente. Para a maioria dos kits comerciais, a quantidade optima de ADN
varia entre 0.5 e 2.0 ng. A quantidade escassa leva a perda de alelos devido a
amplificacao estocastica, podendo originar uma falsa homozigotia no caso de um dos
alelos nao ser detectado - este fenomeno designa-se de allele drop-out (58).

Quando a quantidade de ADN esta em excesso podem surgir artefactos
espectrais € um aumento nos produtos stutter (58), levando a um aumento do tempo
ou desafio na analise dos espectros obtidos. Torna-se, por isso, de primordial
importancia aferir a concentragdo de ADN presente na amostra de forma sensivel e
segura, através da quantificagao prévia, por forma a ajustar o volume necessario da
amostra a amplificar, garantindo a qualidade dos perfis obtidos (69), principalmente
nos casos de amostras degradadas ou com baixo niumero de copias de ADN (70, 71).

Nos ultimos 50 anos, a evolucdo dos métodos de quantificagdo
acompanhou a descoberta da complexidade da molécula de ADN, existindo varios
métodos de quantificagdo de ADN disponiveis: espectrofotometria, slot-blot,
PicoGreen, AluQuant, end-point PCR ¢ PCR em tempo real. Nas técnicas de
quantificagdo por espectrofotometria de fluorescéncia e ultravioleta sdo quantificadas
pequenas quantidades de ADN, em que a concentragdo de uma solugdo ¢
determinada através da densidade Optica apods a absor¢ao de comprimentos de onda
de 260 nm ou da fluorescéncia emitida apos a ligacdo de compostos, como o brometo
de etidio, ao ADN (58). As principais desvantagens destes métodos residem na baixa
sensibilidade da quantificacdo total do ADN presente, sem distingdo entre ADN
humano e nao humano (dado importante na determinacdo da origem da amostra
recolhida numa cena de crime) (72) podendo, inclusive, os resultados obtidos nao
serem especificos para o ADN (a presenga de proteinas ou restos de fenol, utilizados

em alguns métodos de extraccao, podem resultar em falsos positivos), para além de
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precisarem de grandes quantidades de amostra, o que no contexto forense constitui
um problema acrescido (73). Para colmatar as limitagdes deste método surgiram a
PCR em tempo real e técnicas de hibridizacao slot-blot.

A técnica de slot-blot constituiu o método mais comummente utilizado
nos laboratorios forenses para quantificagdo do ADN gendmico durante a década de
90. E especifico para o ADN humano e de outros primatas, uma vez que emprega
uma sonda de 40 pb que se liga ao locus D17Z1 existente no cromossoma 17. Tal
como outros métodos de quantificagdo, trata-se de um método comparativo entre a
intensidade dos sinais colorimétricos resultantes da amostra problema e amostras
standard (obtidas a partir de véarias dilui¢des de uma amostra com concentragao
conhecida) feito visualmente e, consequentemente, dependente da subjectividade do
analisador (58).

Com vista a automatizagao do processo, desde a extracgdo do ADN até a
sua amplificagdo, continuaram a surgir novos métodos, nomeadamente o PicoGreen
microtiter plate assay, que resulta da ligagdo de uma sonda fluorescente a cadeia
dupla de ADN, permitindo a deteccdo de quantidades tdo infimas quanto 250 pg; o
principal inconveniente deste método reside na nao especificidade para o ADN
humano (58).

Os métodos descritos anteriormente tornaram-se obsoletos com o
desenvolvimento da técnica de PCR em tempo real, no inicio dos anos 90 (74). Ao
acoplar uma camara de video (CCD - charged-coupled camera) capaz de determinar
a fluorescéncia emitida pelo fluorocromo, cada vez que este se liga a uma cadeia
dupla recém-sintetizada, num espectro compreendido entre 500-550 nm, permitiu
calcular o nimero de copias do ADN, uma vez que ¢ directamente proporcional ao

valor total aferido (75).
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5.1. Quantificacdo por PCR em tempo real (qPCR)

A quantificacdo do ADN por PCR em tempo real espelha a quantidade e
qualidade do ADN extraido de determinada amostra, essencial na condugdo das
etapas subsequentes, quer na decisdo de estudo do ADN nuclear ou mitocondrial,
quer na opc¢ao entre marcadores (60) ou na escolha do protocolo mais indicado, de
modo a obter perfis completos com a menor quantidade de ADN possivel (72).

Esta técnica tem como objectivo determinar a quantidade de ADN
amplificavel, uma vez que a degradacdo da amostra, a presenca de inibidores, a
quantidade insuficiente ou a combinagao destes factores inibem a amplificacao.

A literatura descreve varias metodologias no que diz respeito a qPCR
nomeadamente, os métodos quimicos de fluorescéncia: um composto fluorescente é
adicionado a reac¢do podendo ter dois tipos de comportamento, dando origem as
duas tecnologias mais usadas: SYBR® Green e TaqMan® (76). Na primeira
abordagem, o fluorocromo (SYBR Green ou brometo de etidio) ¢ altamente
especifico para a cadeia dupla de ADN, detectando a actividade da Taq polimerase e
a formagdo de qualquer produto da PCR. A quantificacdo deve-se por isso,
unicamente, a especificidade dos primers. Este sistema de quantificagcdo ¢ altamente
sensivel, apesar dos métodos fluorimétricos nao serem adequados a quantificacao de
amostras em que se desconhece a fonte do ADN, uma vez que a detectam
independentemente da origem animal, vegetal ou microbiologica (72, 77). A segunda
abordagem resulta da monitorizacdo da actividade da nuclease 5’ Taq polimerase,
que, ao clivar uma sequéncia farget complementar a cadeia de ADN da amostra,
emite uma fluorescéncia caracteristica (78). Torna-se possivel obter a quantificacao
absoluta da amostra apenas quando for conhecida a quantificacdo standard, a copia
da regido target for de apenas um gene e a pipetagem precisa (79).

O método de qPCR para quantificacio de ADN nuclear e mitocondrial
foi validado pela primeira vez para casos forenses por Andreasson H et al. (80).
Utiliza como regiao target o ADN do gene do retinoblastoma (RB1), que possui uma
unica copia no cromossoma 13. Posteriormente, Niederstitter desenvolveu a qPCR
modular para a quantificagao absoluta de ADN mitocondrial e/ou nuclear com um

controlo interno positivo opcional (81).
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Numa tentativa de obter ensaios mais sensiveis surgiram técnicas
baseadas na quantificacdo de multiplas regides target (multi copy number target),
como as sequéncias Alu (73, 82). No entanto, a variagcdo interindividual dos seus
resultados pode ser maior, devido a variagdo do nimero de copias destas regides
(72).

A Applied Biosystems desenvolveu o Quantifiler'™ human kit, para
amostras forenses, baseado na quantificagdo de uma unica copia do gene hTERT
(telomerase reversa transcriptase) presente no cromossoma 5 € com um controlo
positivo (72).

A elevada sensibilidade e especificidade, bem como a possibilidade de
analise automatica e simultanea de varias amostras num processo continuo, fazem da
PCR em tempo real o método de eleicdo na quantificacdo absoluta de ADN.
Acrescendo ainda as caracteristicas da TagMan (emite fluorescéncia ao detectar as
sequéncias target do ADN) e dos termocicladores (capazes de identificar os
diferentes comprimento de onda em paralelo) ¢ possibilitada a economia de tempo,
dinheiro e da quantidade da amostra necessaria (81).

Neste trabalho ir-se-4 descrever com maior detalhe a tecnologia
TaqMan®, visto tratar-se da metodologia empregue no kit de quantificacio, a qual
utiliza dois primers especificos de uma determinada sequéncia de ADN e uma sonda
TaqMan® homologa 4 regido do fragmento de ADN a hibridizar, que se localiza entre
os primers (83). Esta sonda tem ainda a particularidade de ter na extremidade 5’ um
fluorocromo reporter (FAM: 6-carboxifluoresceina), cujo espectro de emissdo
fluorescente emitido ¢ absorvido pelo quencher (TAMRA: 6-carboxi-
tetrametilrodamina - aceita a energia da molécula reporter e dissipa-a na forma de

luz ou calor), que se encontra na extremidade 3’ (fig. 3).
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Fig. 3 — Representacio esquematica da tecnologia TaqMan®, durante as fases de
polimerizagdo, extensdo de primers e hidrolise da sonda. Fonte: Retirado de
http://www.asuragen.com/Services/services/gene_expression/ab_tagman.aspx

(acedido a 16/08/12)

No inicio da qPCR, a sonda esta intacta e a proximidade fisica entre os
dois fluorocromos conduz a supressao total ou praticamente total da fluorescéncia
emitida pelo reporter, uma vez que ocorre a transferéncia de energia Forster entre
dois (76). Durante o ciclo de PCR, a medida que decorre a fase de extensdo, a Taq
polimerase encontra a sonda, que a hidrolisa gragas a sua actividade exonucleotidica
5’- 3’. A hidrolise separa o quencher da molécula fluorescente reporter, deixando de
ocorrer de forma eficiente a transferéncia de energia entre ambos e tendo como
consequéncia um aumento de emissao de fluorescéncia (até 518 nm) pelo reporter,
que é detectada pela cAmara CCD e se traduz numericamente no ABI Prism® em
tempo real (83).

No decorrer dos ciclos da amplificagdio hd& um momento em que a
fluorescéncia emitida ultrapassa um limiar arbitrario definido pelo software da
gPCR, que ¢ designado por cycle threshold (Crt), e da inicio a fase exponencial da
gPCR; toda a reaccdo de PCR apresenta trés fases caracteristicas: fase de

crescimento exponencial, fase de crescimento linear e fase estacionaria (84). Este
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periodo corresponde ao momento 6ptimo em que a relagdo entre o input de ADN e o
resultado conseguido ¢ mais consistente. Assim, a concentragdo da amostra €
inversamente proporcional ao nimero de ciclos de amplificagdo necessarios para que
se atinja o limiar Ct e a emissao de fluorescéncia seja identificavel (quanto menor o
numero de ciclos necessarios para obter um nivel de fluorescéncia detectavel, maior

a quantidade de ADN presente no inicio da reaccdo de PCR) (58).

6. Analise de amostras degradadas

A andlise de amostras degradadas define-se como o estudo dos perfis
obtidos a partir de valores de quantificacdo inferiores ao limiar estocastico, que
garante uma interpretacdo fiavel dos perfis (64), e que para Gill B ef al e Butler JM
esta compreendido entre 20 pg e 100 pg (58, 85). Nao ha, no entanto, consenso entre
os varios autores pesquisados e, como exemplo Caddy refere 200 pg como limite
maximo do intervalo, por ser mais consistente na relacio da quantidade de
ADN/efeito estocastico (86). O limiar de referéncia ¢ baseado, assim, na quantidade
de ADN capaz de provocar um desequilibrio exagerado na altura do pico, e ¢ relativo
ao kit, ensaio ¢ metodologia utilizada, ndo sendo, por isso, possivel aplicar o valor
referéncia de 100 pg a todos os sistemas.

E possivel melhorar a sensibilidade da sequenciacio destas amostras
através do aumento do nimero de ciclos da PCR, da reducdao do volume da PCR, do
aumento da fluorescéncia da sonda, do aumento do grau de pureza ou da diminui¢ao
da condutividade da formamida, da purificagao p6s-PCR para remocao de ides que
possam competir com o ADN antes da separacao electrocinética e, por ultimo, do

aumento do tempo de injec¢ao no sequenciador automatico (64).
6.1 Consequéncia do estudo de amostras degradadas

Quanto menor for a concentragdo de ADN em relagao ao valor 6ptimo de
referéncia, maior o numero de dificuldades que surgem na amplificacdo, entre os

quais: efeitos estocasticos e dificuldade na determinagao do limiar de deteccao de um

alelo. Outra consequéncia do estudo de amostras degradadas ¢ o facto do
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procedimento laboratorial ndo ser reprodutivel, logo ndo ser possivel avaliar o real

erro e determinar o valor probatorio das amostras (64, 87).

Efeitos estocasticos

Na analise de amostras degradadas ¢ comum observarem-se, pelo menos,
trés artefactos tipicos: presenca de um alelo adicional resultante de uma
contaminagado esporadica — drop-in; perda de um alelo ou ambos derivada de efeitos
estocasticos — drop-out; aumento dos produtos stutter, além do comum aumento de 5
a 10% do alelo nominal. Acresce ainda um desequilibrio exacerbado nos picos dos

alelos heterozigoticos (58).

Limiar de deteccio

E importante determinar um valor minimo (RFU - Relative Fluorescent
Units) para analise de um determinado pico de um alelo, abaixo do qual ¢ descartado
ou analisado com grande precaucdo. Por regra este valor ¢ estabelecido a partir de
ensaios validados pelos proprios laboratorios, servindo de controlo estocastico.
Acontece que, por definicdo, estas amostras ja estdo abaixo do limiar de
interpretagdo estocastico e por isso ndo ¢ possivel encontrar um critério para o valor
minimo a ser considerado, permanecendo assim como uma das fragilidades do

estudo de amostras degradadas (64).

Interpretacao dos perfis

Os principais factores que afectam a robustez da andlise dos perfis de
amostras degradadas sdo os efeitos estocasticos e a sensibilidade da detec¢do, que
colectivamente resultam no drop-out ou drop-in de alelos. Peter Gill frisa a
importancia de distinguir entre drop-in e contaminacao grosseira: a primeira deve-se
a incorporacao ocasional de alelos independentes, enquanto a segunda se deve a
contaminagdo por um determinado individuo ou origem desconhecida, nao
relacionada com a cena do crime (88).

Existem alguns indicios que sdo reveladores da presenca de mistura de

amostras como: a presenga de trés ou mais alelos ou a existéncia de dois alelos em
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multiplos /oci e a discrepancia significativa entre os dois picos num /ocus. Estes
critérios convencionais de interpretagdo nao sdo fidveis em amostras degradadas,
uma vez que existe a possibilidade dos perfis resultantes apresentarem caracteristicas

decorrentes da reduzida concentragao de ADN e ndo resultantes da mistura (89).

Nao reprodutibilidade da analise

Apesar da validade e utilidade das amostras degradadas nao ser
totalmente posta em causa pela comunidade cientifica, o inicial entusiasmo perante a
possibilidade de resolu¢ao de casos com as alteragdes da técnica acima referidas
esmoreceu. As principais limitagcdes reveladas pelo aumento da sensibilidade da
técnica sao: a restrita reprodutibilidade dos perfis (o que constitui um dos
tradicionais principios sagrados da Genética Forense), o maior potencial de erro
(quando comparado com os protocolos convencionais utilizados para a andlise de
STR), a exigéncia critica de prévia quantificacdo por métodos suficientemente

fiaveis e a dificuldade de interpretagdo de misturas (52).

7. Factores que influenciam a degradaciao do ADN

A maior parte da degradagdo postmortem do ADN ocorre por autolise,
imediatamente apds a morte do organismo, pela accdo de nucleases endogenas que
catalisam a hidrélise das ligacdes fosfodiéster da sua estrutura. O tamanho das
moléculas obtidas a partir de amostras forenses ou arqueologicas estd habitualmente
compreendido entre 100-200 pb (90), o que sugere que a clivagem enzimatica ocorre
nas zonas de ligagdao mais vulneraveis situadas entre os nucleossomas. (91).

O resultado da hidrdlise inerente a ligagdo fraca B-N-glicosidica entre a
base organica e o anel de pentose do agucar tem um efeito major na destruicao do
ADN, provocando, por um lado, a fragmentacdo das bases purinicas e pirimidicas
levando a perda de informagdo da sequéncia primdria e, por outro, as bases sdo
susceptiveis a deaminagao hidrolitica causando instabilidade na molécula de ADN.

Um dos principais factores responsaveis pela deterioracdo do ADN ¢ a
oxidagdo, uma vez que a formagdo de anéis de pirimidina saturados e a perda da

ligacdo dupla entre o carbono 6 ¢ 5 resulta em bases nao codificantes.

31



Os factores ambientais e o intervalo postmortem influenciam a extracgao
do ADN e a sua amplificagdo por PCR (92), na medida em que provocam uma
redu¢do do tamanho dos fragmentos disponiveis, dificultando a deteccdo dos STRs
(52). E, assim, de primordial relevancia descrever, com base na bibliografia
disponivel, 0 modo como os factores ambientais (temperatura, humidade, luz), a
presenca de microrganismos (contaminacdo por bactérias e fungos) e o tempo

afectam a degradagdao do ADN (93).

7.1 Factores ambientais

Temperatura

Baixas temperaturas favorecem a preservagdo do ADN, impedindo a
proliferagao de microrganismos. O calor origina perda de bases ou locais apurinicos

ou apirimidicos no ADN.

Humidade

Verifica-se que as alteragdes hidroliticas induzidas pela elevada
percentagem de humidade estdo mais relacionadas com a alteragdo da estrutura
(levando a resultados inconsistentes na PCR), do que com a diminui¢ao da

quantidade total de ADN (94).

Luz

O efeito da radiagdo ultravioleta (UV) sobre o ADN deve também ser
considerado, uma vez que resulta em ligagdes cruzadas entre residuos de tiamina, o
que constitui um elemento inibidor da PCR (91). As radiagdes UV produzem

igualmente dimeros ciclobutanos (CPDs) (52).

Agentes biolégicos

A presenca de microrganismos conduz a degradacdo do ADN pela
digestdo e pela contaminagdo por ADN exogeno (91). Bactérias e fungos proliferam

em condi¢des de elevada temperatura e humidade sendo que, no caso do dente,
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penetram na polpa dentaria mesmo que este se encontre no interior do alvéolo,

metabolizando praticamente a totalidade do ADN (95).

7.2 Tempo

A deterioracao do ADN esta assim dependente das condi¢des ambientais
e decorre ao longo do tempo. Nao ha consenso entre os varios autores consultados
sobre 0 modo como o tempo influi na degradagao do ADN. Colson I et al nao
verificaram qualquer correlacao directa entre ambos (96), muito embora, € ainda que

em condicoes Optimas, reacgdes quimicas como a oxidacao nao possam ser travadas.

Os principais factores relacionados com a preservacdo do ADN serdo

sumarizados de seguida (tabela 4).

Tabela 4 — Condicdes Optimas de preservagdo do ADN. Fonte: Retirado de: Graham EAM, 2007.

Auséncia de microrganismos: a presenca de microrganismos ¢ seus metabolitos destroi a
totalidade do ADN

Auséncia de radiagdo ultravioleta: a radiagdo ultravioleta afecta apenas a superficie dos tecidos

Liga¢do a superficies minerais como a | superficies minerais estabilizam as moléculas de ADN
hidroxiapatite:

Répida inumagdo ap6s a morte: a formagao, libertagdo de gas e a ruptura dos tecidos moles
acelera a contaminag@o por microrganismos

Tecidos duros: protegem de agressdes por agentes quimicos e fisicos

Baixas temperaturas: desaceleram as reacgdes quimicas e reduzem a
contaminagdo microbioldgica

Baixa temperatura de armazenamento: | as amostras deverdo ser armazenadas durante um longo
periodo de tempo a uma temperatura inferior a -20°C
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8. Dentes como fonte de ADN e sua aplicacio na identificacio forense

A 1dentificacdo forense tem o contributo de varias areas: Medicina
Dentaria Forense (através da informacgao retirada de exames radiograficos, da ficha
dentaria, do registo clinico dos procedimentos e materiais usados e dos modelos de
estudo, por forma a reconstituir o perfil dentdrio antemortem); Dactiloscopia
(existem dois tipos de impressoes digitais antemortem, as colhidas deliberadamente
com vista a identificagdo, e as latentes colhidas nos pertences e por isso de origem
incerta; sempre que o cadaver permite a recolha de impressdes digitais postmortem,
pode ser uma alternativa a Medicina Dentaria Forense em criangas e jovens, uma vez
que estes, frequentemente, carecem de registos dentarios actualizados); analise do
ADN (considerada o gold standard dos testes forenses) (97).

A identificacdo genética ¢ o método eleito, em detrimento dos métodos
tradicionais supracitados (98), sobretudo em situacdes de elevado estado de
decomposi¢do ou destrui¢do do cadaver e em individuos jovens. Existem ainda areas
ndo cientificas, como os métodos morfologicos (peso, altura) ou caracteristicas
individualizantes (tatuagens, sinais particulares, cicatrizes, piercings), métodos
radiolégicos (fracturas Osseas antigas, presenca de corpos estranhos) e documentos
pessoais, que auxiliam no processo de reconhecimento (99).

A identificacdo positiva resulta da comparagdo dos dados antemortem
(colhidos junto de familiares e amigos e que permitem a reconstru¢do do perfil do
desconhecido) com os dados postmortem (colhidos no cadaver e que possibilitam a
identificacao do seu perfil).

A Medicina Dentaria Forense, em particular, ¢ uma darea bastante
abrangente, uma vez que engloba a analise de mordeduras, a estimativa da idade, a
avaliacdo de lesdes resultantes de maus tratos, o estudo arqueoldgico e a
identificacao de vitimas.

Os dentes assumem um papel de destaque no contexto da identificacao,
dada a singularidade das suas caracteristicas anatomicas e a elevada resisténcia fisica
e quimica da sua estrutura (60, 99, 100). Constituem uma excelente fonte de ADN
(101), muito util na identificagdo de vitimas e na interpretacdo da cena do crime
pelos investigadores, quando os corpos foram removidos, enterrados, queimados ou

incinerados (102). A obtengdo de ADN a partir de amostras degradadas ainda
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permanece um desafio, devido a pouca quantidade de ADN enddgeno, a
contaminag¢ao bacteriana do meio postmortem e a presenga de inibidores (103).

A configuracdo anatomica dos dentes garante a durabilidade dos seus
tecidos (o esmalte, a dentina ¢ o cemento envolvem a polpa, protegendo-a),
mantendo condigdes optimas de preservagdo do ADN nuclear e mitocondrial (104-
106). Torna-se assim possivel a aplicacdo de estudos moleculares, nomeadamente, a
analise gendmica para determinag¢do do polimorfismo genético individual e do sexo
(107), a determinacao da idade através da racemizagdao dos aminoacidos (108), bem
como a realizacdo de estudos bioquimicos, radiograficos e ultra-estruturais forenses
(12).

Sao relativamente consensuais as vantagens da utilizacao dos dentes
como fonte de ADN, particularmente em estudos arqueoldgicos, em detrimento de
outras fontes, como o0 0sso, uma vez que os factores ambientais induzem maior
destruicao nos tecidos dsseos do que nos dentarios (107, 109) (a estabilidade do
ADN no tecido 0sseo deve-se a existéncia da hidroxiapatite que constitui o maior
componente da matriz inorganica dentaria) (109). E relevante acrescentar que a
maioria dos estudos que comprova que os dentes podem ser uma boa fonte de ADN
nuclear ou mitocondrial, utiliza a maior quantidade possivel de tecidos moles,
incluindo polpa rica em células, tecidos periodontais, para além da dentina
(processos odontoblasticos) € cemento (cementoblastos e cementocitos) (65, 110,
111), ndo sendo, no entanto, consensual qual dos tecidos dentarios reune as
condigdes mais favoraveis a extraccdo de ADN para obtencao de perfis genéticos.

Gaytmenn R e Sweet D concluem, num estudo realizado em 2003, que a
melhor fonte de ADN nos dentes definitivos € a por¢ao radicular, dado conter polpa
radicular, dentina e cementocitos (existentes no cemento celular). Ja a porcao
coronaria ¢ constituida em grande parte por esmalte (tecido mineralizado acelular),
nao se tratando por isso de uma fonte viavel de ADN (112).

Malaver PC e Yunis JJ em 2003, num estudo efectuado em 20 dentes (5
amostras de polpa, 20 de dentina e 20 de cemento) pertencentes a 20 corpos nao
identificados e que haviam sido enterrados em 1995 e exumados em 2000,
concluiram que a polpa constituia o tecido dentdrio com melhores resultados de

amplificacdo, desde que os dentes fossem preservados em condi¢cdes que
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permitissem a mumificacdo dos tecidos moles (baixa humidade e temperatura
ambiente) (95). Hanaoka Y et al, em 1995, obtiveram valores de quantificagdo do
ADN a partir da extrac¢ao da polpa superiores aos obtidos a partir da extrac¢ao dos
tecidos duros (entre 3 ¢ 40 ug) (113). Assim, a polpa ¢ o tecido dentirio com
melhores resultados de amplificagdo. No entanto, e apesar de estar anatomicamente
protegida por tecidos duros (111), ¢ afectada por fenomenos putrefactivos até a sua
total destrui¢do, necessitando de condi¢des atmosféricas ideais para que ocorra a
mumificacdo. Deste modo, quando um dente ¢ extraido e armazenado a temperatura
ambiente ou se encontra mével no alvéolo, os tecidos moles sofrem rapidamente
desidratacao, putrefac¢do ou destruicao bacteriana (95).

Presecki e Brikc referem que o cemento e a dentina constituem as
melhores fontes de ADN, comparativamente com outros tecidos dentarios, uma vez
que se mantém nas melhores condigdes de preservacdo durante periodos de tempo
mais longos, com menor risco de contamina¢ao por ADN nao humano (114). Estes
tecidos apresentam resultados semelhantes, devido a presenca dos cementoblastos e
odontoblastos (rodeados por matriz mineral e, por isso, protegidos de condig¢des
ambientais adversas). No caso do cemento celular acresce o facto de possuir
numerosas lacunas ocupadas por cementocitos, ficando menos exposto a degradacao
quimica e bacteriana. Isto ¢ de capital importancia em situagdes de identificacdo
forense, apos decorrido um longo periodo postmortem, uma vez que ja terd sucedido
a decomposicao da polpa) (54).

A partir da bibliografia disponivel ndo foi possivel concluir qual dos
tecidos de um dente temporario constitui a melhor fonte de ADN, visto na totalidade
dos estudos existentes este ter sido extraido da polpa com vista a identificagdo do
sexo do individuo. No estudo desenvolvido por Kumar e Hedge pretendeu-se avaliar
a possibilidade de obten¢do do sexo do individuo a partir de 20 dentes extraidos em
fase de esfoliagdo com diferentes tempos de armazenamento — menos de 24 horas,
mais de 1 més e mais de 6 meses, atendendo ao facto de que a polpa dentaria de um
dente esfoliado/extraido sofre degeneragdo, necrose e putrefaccdo de modo
sequencial, durante um periodo de tempo variavel (100). Ja Williams e Lewis, em
2004, estudaram o comportamento de dentes temporarios quando sujeitos a

temperaturas até 500°C e concluiram ser possivel identificar o sexo por PCR (115).
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No caso de um dente esfoliado, essa questao torna-se menos relevante,
dado possuir apenas a porcao corondria ¢ pouca quantidade de tecido dentario
remanescente, pois apesar de ser importante a quantidade de ADN disponivel, é

também preponderante a sua qualidade e pureza (116).

9. Amostras de referéncia na identificacio genética

Na colheita de amostras antemortem ¢ possivel obter informacao falsa e,
por isso, a recolha de amostras de referéncia de ADN baseia-se preferencialmente na
colheita de:

1. Perfis de familiares directos para identificacio indirecta

Se possivel, mais do que um, uma vez que multiplos individuos
aumentam a probabilidade de certeza no resultado (ex: probabilidade de identificacao
baseada no perfil de um pai/mae da vitima ¢ de 99.9%, baseada no de um filho
legitimo ¢ de 92.1%)).

Amostras de referéncia familiares preferenciais:

a) pais;

b) pai, conjuge, filho;

¢) filhos e conjuge;

d) pai e descente;

e) descendentes (mais de dois);

f) um irmao gémeo.

2. Amostras de sangue ou de bidpsias recolhidas da possivel vitima

Fonte ideal de amostras antemortem; devem ser recolhidas a partir de
exames médicos ou similares, anteriores a morte ou desaparecimento, como por
exemplo: gota de sangue do teste do pézinho.

3. Objectos pessoais da vitima

E fundamental garantir que os objectos em andlise pertencem
exclusivamente a vitima ou se sdo partilhados, deve ser determinada a identidade
dessa segunda pessoa para posterior comparacao.

Na tabela abaixo estdo descritos alguns exemplos dos principais tipos de

amostras de referéncia (tabela 5).
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Tabela 5 - Quadro resumo das amostras de referéncia para obtencdo de perfis de ADN antemortem. Fonte: Retirado de
Disaster victim identification guide (acedido a 05/05/12)

Familiares amostras de familiares directos como: pais, filhos, irmaos
mais do que dois parentes (amostra de conjuge ¢ filho é suficiente)
Amostras directas amostras de sangue periférico ou zaragatoas bucais

dentes temporarios ou 3° molares extraidos
amostras de banco de doacdo de medula

amostras de sangue recolhidas do teste do pézinho
testes de parentesco, bases de registo criminal
cordao umbilical seco

bancos de esperma

amostras de tecidos armazenadas em blocos de parafina
Objectos pessoais escovas de dentes

laminas de barbear

escovas de cabelo/pentes

batom

copos usados

auriculares

oculos

capacetes, chapéus, bonés

relogios de pulso

joias

E possivel classificar as amostras directas atendendo a qualidade do ADN
obtido. A tabela seguinte apresenta alguns exemplos de fontes, de acordo com a sua

com qualidade (tabela 6).

Tabela 6 — Classificagdo da qualidade das amostras directas. Fonte: Retirado de Prinz M et al. 2007

Qualidade do ADN  Fontes comuns Fontes menos comuns

Elevada escovas de dentes banco de dadores de medula 6ssea
maquinas ou laminas de barbear amostras de sangue do teste do pézinho
escovas de cabelo ou pentes bases de registo criminal

testes de parentesco

amostras sanguineas

cordao umbilical seco

amostras de tecidos preservadas em blocos
de parafina

Média pentes capacetes, bonés, capacetes
batom auriculares
fronhas de almofada oculos
copos/canecas usados canetas com marcas de dentes

meias, camisolas
cartas ou postais enviados

Baixa relogios de pulso cabelo
joias préteses dentarias
toalhas rolos de cabelo
casacos tesouras e limas de unhas
ganchos
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A comparagdo com amostras directas requer menor numero de /oci para
validar a identifica¢do, do que com perfis de familiares. E importante ressalvar que,
no caso de se utilizarem objectos pessoais, ndo ¢ possivel garantir a cadeia de
custodia até a sua recolha, nem as condi¢des de preservacao e, por isso, sempre que
for exequivel, o resultado deve ser confirmado com a analise de perfis de familiares,

por forma a aumentar a confianga no resultado (98).
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II — Contribuicao pessoal

A componente de investigagao desta dissertagdo compreendeu um estudo

experimental para obtencdo de perfis de ADN, com vista a identificagdo do

individuo, a partir de dentes temporarios esfoliados.

1. Estudo experimental

1.1 Introducio e objectivos

O estudo experimental consistiu em avaliar a utilizacdo de dentes
temporarios esfoliados, no ambito de uma identificacio forense, seguindo os
protocolos existentes no servico de Genética e Biologia Forenses — Instituto Nacional
de Medicina Legal e Ciéncias Forenses, para as vdarias etapas: extraccao,
quantificagdo e sequenciacdo do ADN, mas com a introducao de algumas adaptagdes

especificas (figs. 4 e 5).

Preparacdo das amostras ‘

‘ Extraccdo de ADN ‘

Extracgdo por chelex

‘ ’ Quantificagdo ‘

Amplificacdo

Amplificagao PCR multiplex com primers fluorescentes

PCR multiplex com primers fluorescentes

Separagao

Separagdo i . L.
Electroforese capilar em sequenciadores automaticos

Electroforese capilar em sequenciadores autométicos

Atribuigdo de alelos Atribui¢ao de alelos
Os fragmentos sdo comparados com ladders alélicos Os fragmentos sdo comparados com ladders alélicos
construindo-se um perfil genético com varios STRs construindo-se um perfil genético com varios STRs

Andlise estatistica e conclusdes | Analise estatistica e conclusdes

Fig. 4 — Fluxograma resumo das varias etapas no processo Fig. 5 — Fluxograma resumo das varias etapas no
de identificacdo genética, a partir de amostras de processo de identificagdo genética, a partir de amostras
referéncia. de tecidos dentérios
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Os objectivos principais que orientaram a elaboragao do presente trabalho,
podem resumir-se nas seguintes questoes:

1. A metodologia de extraccao de ADN para tecidos duros (QiAamp DNA
Investigator da QTAGEN®™) ¢ aplicavel aos dentes temporarios esfoliados?

2. E possivel obter um perfil completo (com pelo menos 15 marcadores

STR e a amelogenina), a partir do ADN extraido de dentes temporarios esfoliados?

3. Existe alguma diferenca nos resultados da quantificagdo entre os grupos
definidos tendo por base o tempo decorrido desde a esfoliacdo dentaria (< ou > 12
anos) e o género?

4. Existe alguma correlagdo entre o tempo de preservagdo da amostra e a
quantidade de ADN obtida?

5. E possivel obter um perfil genético fidedigno a partir de dentes

temporarios esfoliados?

1.2 Material e métodos

Retiraram-se de um grupo de 60 dentes temporarios anteriores esfoliados
(uma vez que constituem os dentes mais frequentemente guardados), 37 pertencentes
a 22 individuos Europeus, de ambos os sexos, ¢ com idade variavel compreendida
entre os 7 € 0s 36 anos. De cada individuo foi recolhida, como amostra de referéncia,
uma zaragatoa bucal. O tempo de preservagao dos dentes estava compreendido entre
1 e 27 anos (determinado pela diferenca entre a idade do individuo e a idade média
de esfoliacdao do respectivo dente),

Os critérios de inclusdo para selec¢do da amostra foram: dentes
temporarios anteriores pertencentes a individuos caucasianos, guardados ha menos
de 27. Foram excluidos todos os dentes que apresentavam lesdes de carie, qualquer
material restaurador, que tinham sido extraidos ou possuiam raiz e que haviam sido
preservados num qualquer dos seguintes meios: dgua, alcool, agua oxigenada, formol
ou outro meio humido.

As amostras foram entregues pelos dadores, desde Maio de 2009 a

Outubro de 2010, na Area de Medicina Dentaria da Faculdade de Medicina da
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Universidade de Coimbra e armazenadas no servico de Genética e Biologia Forense

— Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses.

1.2.1 Consideracoes éticas

Este projecto de investigacao foi submetido a avaliacdo por parte da
Comissdo de Etica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, da qual
obteve um parecer favoravel a sua execugao (anexo 1).

Cada individuo autorizou a sua participagdo no estudo. No caso de
menores de 18 anos, foram autorizados pelo seu acompanhante adulto, de quem foi

obtido o consentimento informado por escrito (anexo 2).
1.2.2 Condigoes de trabalho

1.2.2.1 Organizacao Laboratorial

Com vista ao controlo do risco de contaminagdo, os procedimentos
laboratoriais foram executados seguindo as recomendacdes do grupo European DNA
Profiling Group (EDNAP): na etapa de extraccdo incluiu-se um controlo negativo,
na quantificacdo e na amplificacio um controlo negativo e um positivo; na
preparagdo, extraccdo, quantificagdo e amplificacdo, as amostras foram manipuladas
em diferentes camaras de fluxo laminar em areas distintas de pré e po6s-PCR (117);
na desinfeccao das superficies, no final de cada fase, utilizou-se hipoclorito de sédio
10%, DNA away' ", radiagio UV (254 nm) durante 20-45 minutos; para a
esterilizacdo do material procedeu-se antecipadamente a sua degermagdo - imersao
numa solu¢ao desinfectante, lavagem com hipoclorito de sodio, seguido de agua
destilada e esterilizacdo em autoclave (plastico e vidro: 30 minutos de esterilizagao,
12 minutos de secagem a 105°C; metal: 15 minutos de esterilizagdo, 12 minutos de
secagem a 134°C).

Durante as diferentes etapas laboratoriais, os técnicos utilizaram barreiras
de proteccao como luvas, bata e méascaras descartaveis.

Obtiveram-se os perfis genéticos de todos os elementos da equipa que
manipularam e que poderiam contaminar as amostras, por forma a garantir a correcta

identificacao dos dadores.
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1.2.2.2 Preparacao da peca dentaria para posterior extrac¢io de ADN

Antes de iniciar o protocolo de preparacao da amostra dentéria, garantiu-
se a anonimizagdo das amostras, seguindo-se a recolha das -caracteristicas
morfologicas € macroscOpicas, com vista a caracterizagdo do dente. Uma das
desvantagens da metodologia utilizada foi a total destrui¢do da pecga dentaria
impedindo a aplicagdo posterior de testes morfologicos, bioquimicos e radiograficos.

A desinfeccao da peca dentéaria fez-se numa solugdo de hipoclorito de
sodio a 3%, agitando suavemente durante 20 segundos, seguindo-se a passagem
rapida por agua desionizada e secagem a temperatura ambiente sobre papel
absorvente. Apesar do hipoclorito de so6dio ser o agente quimico mais utilizado na
descontaminagdo, nao ha acordo na literatura quanto ao tempo e tipo de exposicao
(118). Varias praticas tém sido preconizadas (119), como a imersdo seguida ou nao
de lavagem com agua, a passagem rapida com algoddo embebido (120), ou ainda a
imersdo do pd (121). Uma vez que o poder oxidativo do hipoclorito de sddio destroi
o ADN em poucos minutos (122), inclusive o ADN enddgeno, torna-se essencial o
controlo rigoroso do tempo (123) (o radioisétopo Cl-36 comprovou a destruicao do
ADN, aquando da exposi¢ao dos tecidos dentdrios ao hipoclorito de sédio, com a
migracao rapida dos ides cloro e hipoclorito em direccao a polpa) (118).

No presente estudo, dado tratar-se de amostras com limitada quantidade
de ADN e a PCR ser altamente sensivel a presenga de inibidores, ADN contaminante
e ADNases, que podem interferir ou até bloquear todo o processo de extracgao (124),
foi de primordial importancia as condi¢des do banho, de modo a evitar resultados
falsos positivos (66, 120). O tempo e a concentragao do hipoclorito de sdédio foram
assim ajustados ao facto de se tratar apenas da coroa de um dente temporario
esfoliado.

Para preparacao da superficie dentdria usaram-se brocas de pedra de
Arkansas, de utilizagdo unica, montadas em pe¢a de mao. Embora ndo exista nenhum
método totalmente eficaz na remocao de contaminantes (adquiridos durante a
colheita, armazenamento ¢ manipulacao), ¢ consensual que a presenca da maioria
dos contaminantes se encontra na superficie das amostras (125). Assim, esta etapa
podera melhorar a relagao entre ADN enddgeno e o ADN contaminante € a remogao

do esmalte facilitar a extracgdo de ADN a partir da dentina (126).
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Existem, actualmente, varios métodos de preparacao das pecas dentarias,
para posterior isolamento do ADN, dos quais se destacam: acesso endodontico,
seccao vertical ou sec¢ao horizontal ao nivel do colo do dente, remog¢ao da dentina
com preservacao da sua morfologia (127) e moagem total do dente (114). Neste
trabalho, e dado tratar-se de dentes de dimensdes reduzidas, optou-se pela reducao a
p6 num moinho de nitrogénio. Comegou por se seccionar longitudinalmente a coroa
com disco diamantado esterilizado (figs. 6 € 7) (116), montado em peca de mao; para
melhor remocao de restos pulpares necrdticos ou impurezas utilizou-se um estilete

(101), tentando preservar o complexo pulpo-dentinario; cada dente foi preparado

individualmente em camara de fluxo laminar (fig. 8).

Fig. 6 — Coroas dentarias de dentes anteriores Fig. 7 — Coroas dentarias seccionadas
decorrido o processo de esfoliagdo com disco diamantado

FREEZER, MILL

Fig. 8 — Preparag@o das amostras numa camara de fluxo laminar Fig. 9 — Imagem de moinho criogénico

Uma vez que a moagem nao foi efectuada no mesmo dia da preparacao,
armazenou-se a pe¢a num tubo de eppendorf, devidamente identificado com niimero

da amostra e data, para ser congelado em camara frigorifica a -80°C.
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Para a reducao dos tecidos mineralizados a pd, inseriu-se cada amostra
num vial, que se colocou no moinho criogénico (Freezer mill 6770% — fig. 9) (128) (o
po tem de ser fino para optimizar a extracgdo do ADN, uma vez que quanto mais
fino for, maior ¢ a libertagdo de ADN) (124). As desvantagens deste método
residiram na total destrui¢dao da peca dentaria, impedindo a devolugdo a familia ou ao
museu no caso de pecgas arqueoldgicas (129) e implicando caracterizagdo
morfologica prévia (57, 128), para além deste procedimento constituir mais uma

etapa de manipulagdo da amostra, aumentando o risco de contaminagao (130).

1.2.2.3 Extracc¢ao de ADN

Extraccio de ADN do complexo pulpo-dentinario

A extraccdo tem como objectivo separar as moléculas de ADN dos restos
celulares ou de outras proteinas existentes na célula. Decorre em trés fases distintas:
a ruptura celular ou lise, desnaturagao proteica e inactivagao (pela ac¢ao de quelantes
e proteinases) e, por ultimo, a extraccao de ADN propriamente dita.

Existem vérias técnicas e protocolos descritos no contexto da Genética
Forense, nao havendo nenhuma metodologia standard. Os mais comuns sao: método
organico (composto por cloroféormio e fenol, utilizado em moléculas de ADN com
elevado peso molecular); Chelex 100 (método rapido, com baixo risco de
contaminag¢do, mas resultados insatisfatorios em amostras degradadas e armazenadas
por longos periodos de tempo) (131); papel de FTA™ (papel absorvente de celulose,
com substancias quimicas que aceleram o processo); alcool isopropil (contém
isopropanolol e amoniaco e constitui uma alternativa ao método organico); extrac¢ao
a partir de uma fase solida (o ADN liga-se selectivamente a um substrato, como a
silica, e ¢ lavado com varios adstringentes de forma a purificar a molécula de ADN
dos restos celulares e de outras proteinas) (58). Do ultimo grupo destacam-se as
colunas da QIAGEN®™, DNA IQ™, PrepFiler™.

Neste trabalho utilizou-se o kir QiAamp DNA Investigator da QTAGEN®
(método de extracgao por salting-out), considerado, por varios autores, o0 método de
elei¢do na extracgdo de ADN para ser analisado em multiplos loci (131) (a titulo de

exemplo, foi utilizado pela ICMP — International Comission of Missing Persons, em
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mais de 1800 amostras de osso e dente no maremoto asiatico de 2004) (132). A partir
deste método ¢ possivel extrair ADN gendémico e mitocondrial de diferentes
amostras, tais como zaragatoas bucais, cabelo, fluidos corporais, manchas de sangue
e outros. A possibilidade de obtencdo de ADN total a partir de amostras pequenas,
com pouco volume ou depositadas em substratos ricos em contaminantes constitui
uma das principais vantagens da utilizacao do referido método (57, 133).

Com vista ao controlo do risco de contaminacdo durante a manipulagao
das amostras, decidiu extrair-se o ADN em grupos de dez (130). Ao p6 de cada
amostra colocado num tubo eppendorf e pesado previamente (peso até¢ 100 mg
dependendo da quantidade disponivel) adicionou-se 360 puL de buffer ATL (promove
a lise e purificacdo do acido nucleico) e 20 puL. de proteinase K (visa romper as
paredes celulares). A ac¢ao do detergente e da proteinase garante a desnaturagdo e
digestdo proteica, resultando na ruptura das células e dissolu¢do das membranas,
permitindo a libertacdo dos &cidos nucleicos (58). Como controlo negativo da
extrac¢do colocaram-se os reagentes num tubo, de modo a detectar a presenca de
ADN exo6geno. A incubagao dos tubos selados ocorreu a 56°C durante 12 horas, ao
final das quais se centrifugou para remover quaisquer bolhas de ar presentes.

Foi preparada, previamente, uma aliquota contendo para cada amostra
300 uL de buffer AL e 1 uL. de ARN (acido ribonucleico) carrier (torna a lise mais
eficiente e ¢ resultante da dissolucdo de 1 pg de RNA para 300 uL de buffer AL,
segundo as indicagdes do fabricante). Foi distribuida pelas varias amostras, seguida
de agitacao por 10 segundos no vortex, termo-agitagao durante 10 minutos a 900 rpm
(HLC Biotech® - fig. 10) e centrifugacdo a 14000 rpm (Scanspeed 1524%), durante 1
minuto. No final, transferiu-se o sobrenadante para um novo eppendorf com pipeta
descartavel. Ao lisado adicionou-se 150 pL de etanol a 100% (¢ importante para a
ligacdo do ADN a membrana de silica que nesta etapa se obtenha uma solucdo
homogénea), seguida de nova centrifugacao rapida para remoc¢do de bolhas de ar.
Finalmente, passou-se o lisado para uma coluna QiAamp, colocada antecipadamente
num tubo de 2 ml, e seguiu-se a lavagem da membrana, de forma sucessiva, com 600
uL de buffer AW1, 700 uL de buffer AW2, 700 pL de etanol a 100%. A introducdo
de cada reagente foi seguida da centrifugagdo a 800 rpm durante 1 minuto,

confirmacao da passagem da totalidade da solugdo e colocagdo da coluna num novo
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tubo de 2 ml. Com intuito de secar totalmente a membrana, uma vez que o etanol
poderéd interferir com as etapas subsequentes, procedeu-se a nova centrifugagao a
14000 rpm durante 3 minutos, nova transferéncia da coluna para um tubo eppendorf
de 1,5 ml e incubagdo durante 10 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo,
colocou-se 30 uL de buffer ATE no centro da membrana, incubou-se a temperatura

ambiente durante 1 minuto e centrifugou-se a 14000 rpm também por 1 minuto.

Fig. 10 — Banho em termo-agitagdo durante 10 minutos a 900 rpm (HLC Biotech®

A transferéncia da amostra para diferentes colunas constitui uma das
desvantagens deste procedimento, visto aumentar o risco de erro ou contaminagao.

Neste trabalho, as amostras foram armazenadas em arca frigorifica a -
20°C, evitando assim flutuagdes de temperatura e humidade relacionadas com a

possibilidade de degradagao do ADN.

Extraccio de ADN das amostras de referéncia pelo método de Chelex 100

Este método foi descrito pela primeira vez em 1991, sendo amplamente
utilizado na area da Genética Forense, dado possuir menor nimero de passos,
comparativamente com outros métodos de extrac¢ao. Por outro lado, tem como
desvantagem o facto de nao ser tdo eficiente na eliminacdo de inibidores da PCR
(133).

O chelex ¢ uma resina quelante com grande afinidade para ides
polivalentes, como o magnésio, garantindo a inactivagdao das nucleases responsaveis

pela deterioragao do ADN.
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Neste estudo, para a extraccdo de ADN a partir de amostras seguras,
obteve-se dos mesmos dadores um esfregaco da mucosa jugal com zaragatoa (fig.
11). Cortou-se 3 mm de cada zaragatoa bucal para um tubo eppendorf, devidamente
identificado com numero da amostra, data e método utilizado (entre cada utilizagao,
procedeu-se a desinfec¢do da tesoura e pinga com hipoclorito de sodio a 7-8% —
lixivia diluida em agua destilada na propor¢ao 1:2, seguida da secagem com papel
absorvente), a qual se adicionou 1 ml de 4gua desionizada e autoclavada (tendo o
cuidado para ndo tocar no tubo) e permaneceu a temperatura ambiente, durante 30
minutos. Seguidamente, centrifugou-se a 11400 rpm por 3 minutos, provocando a
separacao da solu¢do em fases, o que permitiu decantar o sobrenadante e deixar o
ADN com maior peso molecular no fundo do tubo (cerca de 50 puL). Ao precipitado
foi acrescentado 150 pL de chelex 5% (em agitagdo para evitar a deposicdo da
resina) e, por ultimo, colocou-se no vortex durante 5 a 10 segundos, seguido do
banho a temperatura de 56°C (30 minutos) e fervura (8 minutos) — a temperatura de
100°C garante a desnaturagao do ADN, a ruptura das membranas e a destruicao das
proteinas celulares (58). Foi novamente homogeneizado e centrifugado a 11400 rpm
durante 2 minutos, com vista a deposicao do chelex e restos celulares. Uma vez que a
amplificacdo ndo decorreu no mesmo dia, a solu¢ao contendo ADN genoémico foi
congelada a uma temperatura de - 20°C, de forma a garantir a inactividade das

nucleases (58).

Fig. 11 — Etapa de recolha das amostras de referéncia: esfregago da mucosa jugal com zaragatoa
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1.2.2.4 Quantificacao

O procedimento utilizado foi o recomendado pela DNA Advisory Board
(standard 9.4) (134), visando aferir a quantidade (73) e a qualidade do ADN extraido,
antes de proceder as etapas subsequentes de analise do ADN, por forma a garantir a
qualidade dos resultados, principalmente nos casos baseados em amostras
degradadas ou com baixo nimero de copias de ADN (70, 71).

Neste estudo utilizou-se o Quantifiler® Human DNA Quantification kif
(Applied Biosystems'"), como método de quantificagio por qPCR, dado ser
altamente especifico para o ADN humano e gracas a sua sensibilidade ser capaz de
detectar quantidades tao infimas como 32 pg, num volume de 2 pL de amostra (135).

Para a quantificacao decorrem em paralelo e em simultaneo dois ensaios:
no primeiro ocorre a amplificagdo da sequéncia de ADN (primers especificos para o
ADN humano) e a deteccio da sequéncia amplificada (sonda TagMan® MGB
marcada com o fluorocromo FAM™ especifica para o locus do hTERT) e um
segundo ensaio, que constitui um [Internal Positive Control (IPC), capaz de
amplificar, através dos primers especificos para esta sequéncia, ¢ detectar uma
sequéncia de ADN ndo humana (sonda TagMan® MGB marcada com o fluorocromo
VIC™) introduzida com uma concentrago precisa (83).

A utilizagdo do IPC valida os resultados negativos, confirmando o
desempenho de todos os componentes do sistema e indicando a presenca de
inibidores da PCR que conduzem a fragmentagdao do ADN (107). A simultaneidade
da anélise da quantificacdo do ADN da amostra e do IPC possibilita a deteccao de
amostras sem ADN gendémico, quando ndo existe uma amplificacdo de ADN
gendmico e uma amplificagdo correcta do IPC, e a presenca de inibidores da reaccao
de PCR, quando nenhuma amplificacao ¢ bem sucedida (135).

Preparou-se uma aliquota contendo para cada amostra 5.25uL de
Quantifiler human primer mix e 6.25 pL de Quantifiler PCR reaction mix. Esta
mistura foi homogeneizada no vortex e centrifugada. Distribuiu-se por cada um dos
pocos um volume de 11.5 pL, ao qual se adicionou 1 pLL de ADN de cada amostra.
No controlo positivo colocou-se um perfil conhecido (sequéncia de ADN standard

com boa qualidade, de forma a possibilitar a identificagdo de qualquer falha no
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procedimento) e no controlo negativo (uma amostra sem material bioldgico - buffer
TE).

Selou-se cuidadosamente, com plastico adesivo transparente (Optical
Adhesive Cover), a placa MicroAmp® Optical com a ajuda de um aplicador de
plastico (Applied Biosystems™), de modo a evitar a evaporacdo durante a PCR.
Agitou-se na centrifugadora de placas (Heraeus Labofuge 400 — fig. 12), para
remogao de quaisquer bolhas existentes, para posteriormente ser quantificada por
gPCR. Os kits utilizados foram desenvolvidos e validados para serem utilizados no
ABI PRISM" 7000 (fig. 13) ¢ ABI PRISM® 7900HT. O programa de amplifica¢io

consistiu numa etapa inicial de desnaturagao a 95°C durante 10 minutos, seguida de

40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60° por um minuto.

Fig. 12 — Centrifugadora de placas Fig. 13 — Imagem do ABI PRISM 7000, para a quantificagdo por PCR em tempo real
- Heraeus Labofuge 400

A analise dos dados foi realizada pelo software especifico ABI Prism®
7000 Sequence Detections System (SDS), que calculou a quantidade de ADN

presente em cada amostra.

1.2.2.5 Amplificacao

No contexto da Genética Forense, em que a condigao dos vestigios nem
sempre ¢ a desejavel, a amplificacdo possibilitou a andlise do ADN de forma
sensivel, rapida e dependente da quantidade ou qualidade da amostra. No ambito da
identificacao, esta etapa precede a obtengdo de perfis genéticos (136).

Dada a sensibilidade dos kits utilizados (como por exemplo:

AmpF{STR®, Identifiler™, AmpF{STR® Identifiler plus™, AmpF{STR® NGM™ e
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AmpF{STR® NGM SElect™), ao permitir a amplificagio em poucos minutos de
quantidades consideraveis de ADN, torna-se essencial o controlo do risco de
contaminagdo cruzada (137, 138). Deve ser assegurado o risco de contaminac¢ao
através do uso permanente de luvas com troca constante, encerramento de quaisquer
tubos logo apds a sua utilizacdo para impedimento da libertagdo de aerossois e
manipulagdo dos reagentes com todo o cuidado necessario.

Em resumo, o sucesso desta técnica, independentemente do kit utilizado,
depende dos seguintes elementos:

1. sequéncia de ADN gendémico conhecida, idealmente de 100-500
nucleotidos;

2. primers — sequéncia de oligonucledtidos sintéticos capazes de se
ligarem a cadeia de ADN e complementares a extremidade 3°;

3. ADN polimerase catalisadora da extremidade 5’ para 3’;

4. desoxiribonucleotidos trifosfato;

5. ciclo térmico composto por uma fase de desnaturacao, de annealing e
de extensio;

6. tubo de reac¢ao quimica, fisicamente compativel com os ciclos de

temperatura (137).

Amplificacdo de amostras seguras ou com muito ADN com os kits AmpFBSTR®

Identifiler™ e Amp{FSTR® Identifiler™ Plus

A etapa de preparagao das amostras para PCR foi executada numa
camara de fluxo laminar, na sala pré-PCR, previamente descontaminada por radiagao
UV, bem como os tubos utilizados (thin wall 0.2 ml PCR tubes) (fig. 14).

Para este tipo de amostras seleccionaram-se os kits AmpF{STR®
Identifiler™ ¢ AmpCFSTR® Identifiler™ Plus (Applied Biosystems™), que
amplificam os 13 marcadores de STR indicados pelo CODIS (Combined DNA Index
System), mais dois - D2S1338 e D19S433 (a combinagao destes 15 marcadores €
consistente com as recomendacdes da maioria das bases de dados mundiais) (139,
140) (tabela 7).

O kit AmpCFSTR™ Identifiler™ Plus é uma evolugio do kit AmpCFSTR®

Identifiler'™, que acrescenta maior poder discriminatorio, maior sensibilidade e
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consisténcia aos resultados, com melhor performance perante inibidores da amostra e

primers que minimizam a presenca de artefactos nos electroferogramas (140).

Tabela 7 — Listagem dos marcadores de STRs que compdem os painéis — standard de institui¢des internacionais.
Fonte: Pinheiro MF, 2010

EUA EUROPA INTERPOL

(CODIS) (European Standard Set UE") (Interpol Standard Set of Loci ISSOL)
CSF1PO +
FGA + + +
THO1 + + +
TPOX +
VWA + + +
D3S1358 + + +
D5S818 +
D7S820 +
D8S1179 + + +
D13S317 +
D16S539 + + +
D18S51 + + +
D21S11 + + +
D2S1338 +
D19S433 +
DI1S1656 +
D2S441 +
D12S391 +
D22S1045 +
D10S1248 +
PENTA E
SE33
PENTA D
Amelogenina + + +

1 Resolugdo do Conselho da Unido Europeia 2009/C 296/01 de 30 de Novembro de 2009
2 0 marcador SE33 é de utilizagdo obrigatdria apenas na Alemanha
* Locus que ndo integra os core loci, mas que € de uso recomendado

G————.—
i !
i

Fig. 14 - Camara de fluxo laminar, na sala pré-PCR para amostras seguras

O volume da amostra foi ajustado a concentragdo recomendada de ADN
indicada no kit, tendo em conta os resultados da quantificacdo das amostras em
estudo (a concentragao recomendada para a utilizagao destes kits estd compreendida
entre 0.05-0.125 ng/uL, sendo o valor 6ptimo de 1 ng num volume méximo de 10
uL). Para valores inferiores a 1 ng/uL. diminuiu-se o volume de TE, aumentando o

volume da amostra, de modo a perfazer o volume de 5 pL. No caso de valores de
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quantificagdo superiores a 1 ng/uL, a amostra foi diluida em agua esterilizada, antes
de adicionar os 4 uL de buffer TE (foi antecipadamente preparado através da mistura
10 mL of 1M Tris-HCI, pH 8.0, 0.2 mL of 0.5M EDTA e 990 mL de agua destilada
ou desionizada, distribuido em aliquotas e autoclavado). Cada amostra foi
centrifugada previamente e o ADN retirado do sobrenadante (139, 140).

Para a amplificacdo das amostras de referéncia seguiu-se o mesmo
protocolo, colocando 1 pL de volume da amostra.

Preparou-se a master mix (dado os volumes de cada reagente serem tao
infimos, a preparagdo de uma aliquota garante a homogeneidade dos volumes
distribuidos entre as amostras) (141), contendo para cada amostra 5.25 uL de
reaction mix (MgCl,, desoxiribonucleotidos trifosfato), 2.75 uL primer set
(sequéncia sintética de oligonucleodtidos que se liga a regido periférica a amplificar) e
0.25 puL de Taq Gold (DNA polimerase - Thermus aquaticus, cuja condicao € ser
estavel a temperatura de desnaturacio do ADN e se tornar activa apds um
aquecimento inicial a 95°C durante 10 minutos). O volume total de 7.5 pL dos
reagentes foi distribuido por cada um dos tubos MicroAmp® e adicionou-se o volume
da amostra, no controlo negativo apenas TE e no controlo positivo 9947A
(concentracao igual a 0.1 ng/uL, de modo a perfazer um volume final 12.5 pL).
Todas as amostras foram agitadas no voértex durante 3 segundos, centrifugadas
durante 20 segundos e colocadas no GeneAmp" PCR sistema 9700, seguindo o
protocolo standard de 28 ciclos. Cada ciclo decorreu com temperaturas diferentes:
94°C (desnaturagao do ADN — separagao das cadeias), 60°C (anneling — os primers
ligam-se a extremidade 3’ da sequéncia de ADN a amplificar) e 72°C (replicacao da
cadeia de ADN pela ADN polimerase, utilizando os blocos de
desoxirribonucleotidos trifosfato), sendo possivel ao fim de 3 horas obter,
sensivelmente, 67108864 copias da sequéncia (tabela 8). Os alelos que compdem o
ladder do kit de AmpFCSTR® Identifiler™ , bem como o genétipo do controlo estdo

listados na tabela 9 (139, 140).

Tabela 8 — Programa de PCR executado

Incubacao 28 ciclos Extensao Pausa
inicial Desnaturacao Anneaing Extensao final final
PAUSA CICLOS PAUSA PAUSA

952 C 942 C 592 C 72°C 602 C 40 -25°C

11 minutos 1 minuto 1 minuto 1 minutos 60 minutos indefinido
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Tabela 9 - Kits de AmpFCSTR® Identifiler™ e AmptFSTR® Identifiler™ Plus com loci e respectivos alelos. Fonte: Retirado
de http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/applied_markets support/documents/generaldocuments/cms_041201.pdf e
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/cms_076395.pdf (acedido a 18/08/12)

Designacao do locus Cromossoma | Alelos incluidos no | Fluorocromo | Controlo de ADN

ladder do Identifiler 9947A
D8S1179 8 8,9 10, 11, 12, 13, 14, 15, | 6-FAM™ 13
16,17, 18,19
D21S11 21ql11.2-q21 24, 242, 25, 26, 27, 28, 30

28.2, 29, 29.2, 30, 30.2, 31,
31.2, 32, 32.2, 33, 33.2, 34,
34.2,35,35.2, 36,37, 38

D7S820 7q11.21-22 6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 10, 11
15

CSF1PO 5q33.3-34 6,7,8,9,10,11, 12, 13, 14, 10, 12
15

D3S1358 3p 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, | VIC" 14, 15
19

THO1 11pl15.5 4,5,6,7,8,9,93, 10, 11, 8,93
13.3

D13S317 13q22-31 8,9,10, 11, 12,13, 14, 15 11

D16S539 16q24-qter 5,8,9,10,11, 12,13, 14, 15 11,12

D2S1338 2q35-37.1 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 19,23
22,23, 24,25, 26,27, 28

D19S433 19q12-13.1 9,10, 11, 12,12.2, 13, 13.2, 14,15
14, 14.2, 15, 15.2, 16, 16.2,
17,17.2

vWA 12p12-pter 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 17,18
18,19, 20, 21, 22, 23, 24

TPOX 2p23-2per 6,7,8,9,10,11,12,13 8

D18S51 18q21.3 7,9, 10, 10.2, 11, 12, 13, 15,19

13.2, 14, 14.2, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24,

25, 26,27
Amelogenina X:p22.1-22.3 X,Y PET" X
Y:pll.2
D5S818 5q21-31 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 11
15,16
FGA 4q28 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 23,24

24, 25, 26, 26.2, 27, 28, 29,
30, 30.2, 31.2, 32.2, 33.2,
42.2,432,442,452,46.2,
47.2,48.2,50.2,51.2

Amplificacdo de amostras com pouco ADN com os kits Amp[FSTR® NGM e
AmptFSTR® NGM SElect™

O kit AmplFSTR® NGM SElect™ amplifica os 15 loci e o locus da
amelogenina do Amp(FSTR® NGM™, conjuntamente com o locus altamente
polimoérfico SE33. Ambos congregam o aumento da sensibilidade da técnica a nova
formulacdo do buffer (com melhor performance em amostras que contenham
inibidores da PCR) e loci mais concentrados em zonas do perfil com baixo peso
molecular (142), o que permite a obtencdo de perfis completos em amostras

degradadas e/ou com pouca quantidade de ADN (143) .
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A etapa de preparagao das amostras para PCR foi executada numa
camara de fluxo laminar, na sala pré-PCR. Preparou-se a reaction mix contendo para
cada amostra 10 uL de master mix (enzimas, sais, dNTPs, carrier e 0.05% azida de
sodio), 5 uL primer set (amplifica as regides target do ADN), agitou-se fortemente
no vortex, centrifugou-se e repartiu-se 15 pLL da mistura por cada tubo. No controlo
negativo colocou-se 10 uL de TE e no positivo 10 uL de controlo 007 (concentragao
igual a 0.1 ng/uL, para atingir 1.0 ng de ADN total desejado). O volume das
amostras foi determinado em fun¢do dos resultados da quantificacdo obtidos e
atendendo a concentracdo de ADN indicada para este kit (0.10 ng/puL para 29 ciclos
de PCR ou 0.05 ng/uL para 30 ciclo); uma vez que os resultados da quantificacdo
foram todos inferiores a 0.0524 ng/uL, o volume final para todas elas foi de 10 pL.

Centrifugou-se a mistura durante 20 segundos para remog¢ao de eventuais
bolhas de ar existentes antes de colocar no termociclador, seguindo-se o programa de
ciclos indicado na tabela (tabela 10). Os alelos que compdem o ladder dos kits
Amp(FSTR® NGM™ ¢ Amp{FSTR® NGM SElect'™, bem como o gendtipo do
controlo estdo listados na tabela 11 (134, 143).

No final do ciclo preservaram-se as amostras a uma temperatura entre -
10 e -25°C. Se o periodo de armazenamento tivesse sido inferior a duas semanas,

bastaria estar fora da luz e a uma temperatura compreendida entre 2 a 8°C.

Tabela 10 — Programa de PCR executado

Incubacgio 29/30 ciclos Extensao Pausa
inicial Desnaturagao Annealing final final
PAUSA CICLOS PAUSA PAUSA

952 C 942 C 592C 602 C 42C

11 minutos 20 segundos 3 minuto 10 minutos )
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Tabela 11 — Kits de AmpFSTR® NGM™ e AmpCFSTR® NGM SElect™ com loci e respectivos alelos.

Fonte: Retirado de: http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/cms_094068.pdf e
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/cms 089008.pdf (acedido a 20/08/12)

Designacao do
locus

Localizagdo
Cromossoma

Alelos incluidos no
ladder do Identifiler

Fluorocromo

Controlo ADN
9947A

D10S1248
vWA
D16S539
D2S1338
Amelogenina
D8S1179

D21S11

D18S51

D2251045

D19S433

THO1

FGA

D2S441
D3S1358

D1S1656

D128S391

SE33*

10q26.3
12p13.31
16q24.1

2935
X:p22.1-22.3
Y:pll.2
8q24.13

21q11.2-q21

18q21.33

22q12.3

1912

11p15.5

4q28

2pl4
3p21.31

1q42.2

12p13.2

8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15,
16,17, 18

11,12, 13, 14, 15, 16, 17,
18,19, 20, 21, 22, 23, 24
5,8,9,10, 11, 12,13, 14,
15

15,16, 17,18, 19, 20, 21,
22,23,24, 25, 26,27, 28
X, Y

8,910,11,12, 13,14, 15,
16,17, 18,19
24,24.2,25, 26, 27, 28,
28.2,29,29.2, 30, 30.2,
31,31.2,32,32.2,33,
33.2,34,34.2,35,35.2,
36, 37,38

7,9,10,10.2, 11, 12, 13,
13.2, 14, 14.2, 15, 16, 17,
18,19, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26,27

8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15,
16,17, 18,19

9,10, 11, 12, 12.2, 13,
13.2,14,14.2,15,15.2,
16,16.2,17,17.2
4,5,6,7,8,9,9.3, 10, 11,
13.3

17,18, 19, 20, 21, 22, 23,
24,25, 26, 26.2, 27, 28,
29,30, 30.2,31.2,32.2,
33.2,42.2,43.2,44.2,
45.2,46.2,47.2,48.2,
50.2,51.2

9,10,11,11.3, 12, 13, 14,
15,16

12,13, 14, 15, 16, 17, 18,
19

9,10, 11, 12, 13, 14, 14.3,
15,15.3,16,16.3, 17,
17.3,18.3,19.3,20.3
14,15, 16, 17, 18, 19,
19.3, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 26,27
42,63,8,9,11,12,13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
20.2,21,21.2,22.2,23.2,
24.2,252,26.2,272,
28.2,29.2,30.2,31.2,
32.2,33.2,34.2,35,35.2,
36,37

6-FAM™

vIC”

PET"

12,15
14, 16
9,10
20,23
X, Y
12,13

28, 31

12,15

11,16

14, 15

7,9.3

24,26

14,15
15,16

13,16

18,19

17,25.2

" Presente apenas no kit AmpC{FSTR® NGM SElect™
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1.2.2.6 Deteccio dos polimorfismos STRs

Os marcadores de STR obtidos a partir da PCR t€m de ser separados, de
forma a distinguir cada um dos alelos. Cada alelo heterozigotico ¢ separado em
func¢do do seu peso molecular, possibilitando a obtengao de perfis genéticos.

O processo da electroforese ocorre uma vez que os grupos fosfato
perdem um radical H', ficando as moléculas de ADN carregadas negativamente e,
quando sujeitas a corrente eléctrica, afastam-se do eléctrodo negativo (catodo),
migrando em direcgdo ao eléctrodo positivo (anodo). Existem dois tipos de
electroforese: electroforese em gel e capilar. Neste procedimento utilizamos este
ultimo método, cujas principais vantagens sao: permitir a andlise em simultaneo de
varias amostras, necessitar de pequenas quantidades de amostra e por ultimo o
processo de separagdo decorrer em minutos, gracas a elevada voltagem aplicada (58).

As amostras foram transferidas para os capilares, do ABI Prism® 3130
Genetic Analizer, com cerca de 36 cm de comprimento ¢ 50 um de didmetro que
contém no seu interior um meio viscoso de um polimero de polidimetilacrilamida
(POP-6 - Performance Optimized Polymer 6, formulagdo mais concentrada
comparativamente com POP-4) (144-146) capaz de separar de 1 a 400 nucleotidos.
Os fragmentos de ADN amplificados, marcados com fluorocromos, € o standard
interno migram, quando sao sujeitos a corrente eléctrica (15 Kv) por 5 a 10 segundos
e passam numa janela detectora, onde um laser de argon-ion de 488 nm excita os
fluorocromos ligados a extremidade 5’ da cadeia. O comprimento de onda da
fluorescéncia emitido permite detectar ¢ dimensionar os fragmentos de ADN (75),
que sao agrupados em funcdo das quatro cores correspondentes aos quatro
fluorocromos (6-FAM™ para o azul com menor comprimento de onda, VIC™ para o
verde, NED™ para o amarelo ¢ PET™ para o vermelho), convertendo-se num
grafico. Apesar de cada um dos fluorocromos produzir um maximo de fluorescéncia
para cada comprimento de onda, pode sempre ocorrer, entre fluorocromos, algum
overlap na emissao do espectro.

O celectroferograma obtido para cada amostra ¢ analisado por um
software que determina o tamanho de cada alelo, baseado no standard interno
(contém fragmentos de ADN com tamanhos conhecidos) (144). A identificagdo do

perfil genético resulta da comparagao, para cada STR, do alelo obtido da amostra e o
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alelo presente no ladder (constituido pelos alelos frequentes nas populagdes
estudadas). O perfil genético obtém-se, assim, pela combinacao dos genotipos de
todos os loci, que deve ser interpretado seguindo critérios de orientacao na analise
dos electroferogramas.

Neste trabalho, os marcadores com limite da analise <50 RFU foram
analisados com cuidado acrescido, quando as amostras nao correspondiam as de
referéncia, o limite estocastico minimo considerado foi de 150 RFUs (147). Os perfis
foram considerados completos, quando apresentavam a totalidade dos marcadores
presentes em cada um dos kits, e perfis incompletos quando apresentavam
marcadores ausentes (que correspondiam, normalmente, aos de maior peso

molecular) ou desequilibrio acentuado nos dois alelos para um locus heterozigoético.

Deteccio de STRs amplificados com os kits AmpFESTR® Identifiler™ e
AmptFSTR® Identifiler™ Plus

Para a deteccdo dos polimorfismos de STRs preparou-se uma mistura
contendo para cada amostra 12 pL de HiDI"™ formamida desionizada (Applied
Biosystems' "), 0.5 pL de um standard interno Gene-Scan-120 LIZ 500 standard
(Applied Biosystems™), que contém 16 fragmentos de tamanho compreendido entre
35 e 500 pb (35, 50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490,
500 nucleétidos), estd marcado com fluorocromo de cor diferente e corre em
simultdneo com cada amostra para calibrar o seu tamanho (144, 148). O volume de
12.5 pL foi distribuido por cada um dos pocos, ao qual se adicionou 1 pL do produto
amplificado.

A formamida ¢ uma solu¢do desnaturante, capaz de romper as pontes de
hidrogénio entre as cadeias complementares dos produtos da PCR, interagindo
melhor com o meio (149). Esta diluicdo provoca duas situagdes: a elevada
concentracdo da formamida mantém, por um lado, as cadeias de ADN desnaturadas
e, por outro, impede que os ides cloro e metanoato compitam com o ADN, ja que
diminui, por dilui¢do, a for¢a i6nica, facilitando a electrocinética da injeccdo das

amostras (149).
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O ladder foi colocado em primeiro lugar na placa, no ABI Prism® 3130
Genetic Analyzer, para calibrar a migragdo do ADN (condigdo necessdria a
fiabilidade da analise das amostras) e os controlos positivo e negativo em ultimo.

Inicialmente, as amostras foram sujeitas a uma temperatura de 95°C,
durante 3 minutos, para promover a desnaturacdo das cadeias. A corrida decorreu
durante 30 minutos a uma temperatura constante de 60°C, facto importante para a
elevada precisdo e resolucdo do processo (146). Os dados recolhidos foram
analisados no ABI Prism 3130 GeneScan Analysis software, para obteng¢ao do

electroferograma, a partir do qual se recolheu o perfil genético.

Deteccao de STRs amplificados com os kits Ampl’,FSTR® NGM e AmptFSTR®
NGM SElect™

Preparou-se uma aliquota contendo para cada amostra 0.5 uL
GeneScan™ 600 LIZ™ size standard V2.0 marcado com fluorocromo de cor
diferente (contém fragmentos de tamanho variavel: 60, 80, 100, 114, 120, 140, 160,
180, 200, 214, 220, 240, 250, 260, 280, 300, 314, 320, 340, 360, 380, 400, 414, 420,
440, 460) ¢ 9.5 uL de HiDi"™ formamida. Agitou-se no vortex, na centrifugadora,
para seguidamente se distribuir por cada um dos pocos da placa (MicroAmp® Optical
96-Well Reaction) 10 uLL da mistura e 1 uL do produto da PCR ou ladder, no
controlo negativo apenas formamida, antes de dar inicio ao programa de

electroforese.
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1.3 Resultados

Os resultados obtidos foram inseridos num ficheiro de Microsoft Excel e
posteriormente analisados estatisticamente com recurso ao programa IBM SPSS®

Statistics, versao 19.

Caracterizacao geral da amostra

Foram analisados 37 dentes temporarios, 21 pertencentes a arcada
superior ¢ 16 a arcada inferior. Quanto ao tipo de dente analisado, 17 eram incisivos
centrais, 4 incisivos laterais e 16 caninos (tabela 12).

A escolha de dentes anteriores como amostra deveu-se ao facto de se

tratarem dos dentes mais comummente guardados pelas familias.

Tabela 12 — Caracterizag¢@o da amostra quanto ao tipo de dente analisado

Tipo de dente Incisivo central Incisivo lateral Canino Total (n)
Arcada superior 12 4 5 21
Arcada inferior 5 0 11 16
Total 17 4 16 37

O tempo de preservagdo das amostras foi determinado atendendo a idade
média dos dentes temporarios, segundo a tabela de esfoliacao dentaria, elaborada por
Ripa LW et al. e a idade do individuo (45).

Para facilitar a andlise estatistica formaram-se grupos com intervalos de

tempo de 5 anos (tabela 14).

Tabela 13 — Caracterizag@o da amostra: Género Tabela 14 — Caracterizag@o da amostra quanto ao tempo

Género | Numero de amostras Tempo de preservagao | Numero de dentes

Masculino 6 10-5]1A 5
Feminino 31 15-10]1A 0
110-15]A 18

115-20]A 13

120-25]A 0

J25A 1

Legenda: A —anos
Como se pode observar, 48,6 % (n=18) dos dentes estudados

apresentavam um tempo de preservagdo estimado entre 10 e 15 anos e 35,1% (n=13)
entre 15 e 20 anos, donde se conclui que a maioria da amostra apresenta um tempo

de preservacao superior a 12 anos e pertence ao género feminino (tabelas 13 e 14).
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Os resultados abaixo descritos constituirdo a base de resposta as questdes

colocadas enquanto hipoteses em estudo.

Questao 1 — No presente estudo qual a percentagem de perfis completos obtidos a

partir do ADN extraido de dentes temporarios?

Os perfis genéticos, obtidos a partir da amostra em estudo (n=37), foram
analisados segundo critérios de validacdo dos marcadores. Assim, consideraram-se
os perfis completos sempre que apresentavam a totalidade dos marcadores presentes
em cada um dos kits, e perfis incompletos quando apresentavam marcadores
ausentes, tal como referido no material e métodos (150).

Como se pode observar na tabela 15 obteve-se um perfil genético
incompleto em 4 casos (10,8%), a partir dos dentes analisados, e um perfil genético
completo em 33 casos (89.2%) (com um intervalo de confianca a 95% para a

obtencdo de perfis completos compreendido entre 86.0% e 92.4%)).

Tabela 15 — Frequéncia e percentagem dos perfis genéticos obtidos

Perfis completos n %
nao 4 10.8
sim 33 89.2
total 37 100

Questio 2 — E possivel obter um perfil genético fidedigno a partir de dentes

temporarios?

Foi efectuada a comparagao entre os perfis genéticos obtidos a partir das
amostras de referéncia (zaragatoas bucais) e dos dentes esfoliados, tendo sido

possivel confirmar 84,8% (n=28) dos perfis genéticos (tabela 16).

Tabela 16 —Tabela de comparagdo dos perfis genéticos obtidos a partir dos dentes temporarios e das amostras de referéncia

Sim Nao Total

Comparacao dos perfis genéticos 28 5 33
(amostras de referéncia / dente)
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Questao 3 — Como se distribui a quantificacdo do ADN no grupo de amostras com

perfis completos?

Na andlise descritiva da quantificagdo do ADN foram consideradas
apenas as amostras das quais resultaram perfis de ADN completos (n=33), ja4 que o
contrario foi considerado insucesso na analise (64).

O valor minimo da quantificacdo de ADN extraido a partir dos dentes
analisados foi de 0,0017 ng/uL e o valor maximo foi de 154.680 ng/uL. Apesar da
quantidade média de ADN obtida ter sido de 23.068 ng/uL, a mediana foi de 4.828
ng/ul, o que significa que 50% da amostra em estudo apresentava valores de
quantificagdo de ADN inferiores a este valor (tabela 17, grafico 1).

Através da andlise do grafico sublinha-se a existéncia de dois outliers
correspondentes as amostras 4 e¢ 8, com os valores 154.68 e 100.71 ng/uL,

respectivamente.

Tabela 17 — Analise descritiva da quantificagdo da ADN

Analise descritiva Resultados 2000000

Quantificagdo ADN (ng/uL)

média 23.068 o] i
mediana 4.828

desvio padrao 34.545 10000001 o
intervalo interquartil 35.339

valor maximo 154.680 o]

valor minimo 0.0017

T
Quantidade de DNA

Grafico 1 — Boxplot relativo a quantificagdo do
ADN (ng/pL) no grupo de dentes com perfis
completos (n=33)

No entanto, considerando que o valor 6ptimo de referéncia (cut-off) da
quantificagdo de ADN para a maioria dos kits comerciais utilizados ¢ de 0.1ng/uL,
verifica-se que em 21,6 % (n=8) dos casos ndo foi possivel obter um quantificagdo

superior.
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Questao 4 — Existe alguma diferenga nos resultados da quantificacao entre os grupos
definidos tendo por base o tempo decorrido desde a esfoliacdo dentaria (< ou > 12

anos) e o género?

Foram comparados os resultados da quantificacdo entre género e entre os
grupos definidos pelo intervalo de tempo decorrido desde a esfoliagdo (tabela 18,

graficos 2 e 3).

Tabela 18 — Resultados do teste de Mann-Whitney para as varidveis em estudo (tempo decorrido desde a esfoliagdo dentaria e o
género)

Grupos em estudo N U p-value*
Intervalo de tempo: < ou > 12 anos 33 116 0.492
Género: masculino/feminino 33 60 0.616

*teste de Mann-Whitney

Nao se verificam diferencas significativas entre os grupos tempo de
preservacao: < ou > 12 anos (p-value: 0.492) e também entre grupos sexo masculino

e sexo feminino (p-value: 0.616).

200.0000 20000004

o
150.0000 1500000

100.0000 100.0000 o

Quantidade de DNA
Quantidade de DNA

50.0000 50.0000

0000 0000-{ é

T T T T
Inferior 12 anos Superior 12 anos Mascuiino Feminino
Tempo de preservagio Sexo

Grafico 2 - Boxplot relativo ao tempo decorrido Gréfico 3 - Boxplot relativo ao género (n=33)
desde a esfoliagdo dentéria (< ou > 12 anos) (n=33)

Questao 5 — Existe alguma correlagdo entre o tempo de preservagdo da amostra e a

quantidade de ADN obtida?

Apenas se consideraram os resultados de quantificacdo acima de
0.1ng/uL (os sistemas multiplex funcionam na maxima eficiéncia com uma

quantidade de ADN igual a 1 ng e 28-30 ciclos de amplificacao). Abaixo deste valor
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sdao necessarias metodologias de PCR e pds-PCR que aumentem a sensibilidade da
sequenciagao (64, 85, 151).

Pelo coeficiente de Pearson verificou-se que as duas variaveis, o tempo e
quantificagdo de ADN tém uma correlacao fraca e sdo inversamente proporcionais.
Baseado no conhecimento do periodo de armazenamento, ¢ possivel prever com

precisao a quantidade do ADN em 7.4% dos casos (tabela 19).

Tabela 19 — Correlagdo entre o tempo de preservagdo das amostras e quantidade de ADN obtida

Média Desvio padrao N
Resultados da quantificagdo (ng/uL) 26.240 35.747 29
Tempo de preservago (anos) 11.835 4811 29
r correlagdo Pearson p-value
Quantidade de ADN / tempo 0.074 -0.271 0.077
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1.4 Discussao

Neste estudo foi possivel obter perfis completos em 89.2% das amostras,
com um intervalo de confianca de 95% compreendido entre 86.0% e 92.4%. Nos
perfis incompletos nao foram encontrados marcadores suficientes para validar as
amostras, a excep¢ao das amostras 51 e 52 (anexo 3).

Na andlise dos perfis foram considerados marcadores inferiores a 50
RFU, uma vez existirem amostras de referéncia, os alelos encontrarem-se bem
definidos, com picos nitidos e auséncia de ruido. Se se tratasse de amostras reais
poder-se-ia aumentar o tempo, a quantidade da amostra ou repetir a amplificagao.

Os valores de quantificacdo das amostras em estudo sdo superiores a
0,1ng/uL em 78.4% (correspondentes a 29 amostras), viabilizando a amplificacio
com os kits utilizados. Os resultados obtidos na quantificagdo do ADN podem dever-
se a presenca de odontoclastos, células gigantes e polinucleares (com 30 ou mais
nucleos). Estas células sdo responsaveis pelo processo de esfoliacdo dentaria, sendo
facilmente observadas em cortes histologicos. Uma vez que se localizam em
concavidades ou lacunas (lacunas tipo de Howship) presentes nas superficies

dentinarias, podem permanecer preservadas de factores ambientais (figs. 15 e 16).

Fig. 15 — Aspecto em microscopia de luz de um dente — Aspecto em microscopia de luz de
em fase de esfoliagdo dentaria (1 — polpa; 2 — dentina),

pondo em evidéncia a presenca de numerosos na

Fig. 16
odontoclastos presentes em lacunas tipo de Howship

dentina. Corte histolégico de material

odontoclastos nas suas respectivas lacunas. Corte
histolégico de material descalcificado corado com HE
(Hematoxicilina/Eosina), com ampliagdo de 10x no
original. Imagem gentilmente cedida pelo Instituto de
Histologia e Embriologia da FMUC.

descalcificado corado com HE, com ampliagdo de
20x no original. Imagem gentilmente cedida pelo
Instituto de Histologia e Embriologia da FMUC.
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Decorrente da esfoliacdo, o dente pode ainda conter tecido pulpar intacto
mesmo apos se ter dado a desintegragao/apoptose dos odontoclastos e,
paralelamente, a deposicdo de um tecido tipo cemento pelas células pulpares (1).
Acresce ainda a possibilidade deste processo ocorrer de forma relativamente
traumatica, podendo da estrutura dentaria constar parte da por¢ao radicular, levando
a um acréscimo da quantidade dos tecidos dentarios presentes e, eventualmente,
influenciando os resultados da quantificagdo de ADN obtidos a partir das amostras
em estudo.

Nao ¢ consensual na literatura 0 modo como os factores ambientais e o
tempo afectam ou influenciam os resultados da quantificagdo do ADN. Potsch, em
1992, obteve valores de quantificagdo compreendidos entre 6-50 ug a partir de 48
dentes armazenados em diferentes condi¢des ambientais e intervalos de tempo
variaveis. Destes grupos faziam parte: dentes extraidos e armazenados a temperatura
ambiente durante seis semanas e quatro anos; dentes recolhidos de casos forenses
(trés de corpos queimados, dois de corpos putrefactos e trés de corpos que sofreram
morte violenta); dez dentes de fragmentos de mandibula armazenados a temperatura
ambiente, durante 15 anos apos acidente aéreo. Foi-lhe possivel constatar que os
valores de quantificagdo ndo dependiam do tipo de dente ou das caracteristicas do
dador (idade, sexo), bem como do tempo ou das condi¢des de preservagao (110). Ja
Hanaoka, em 1995, conseguiu valores de quantificacdo de ADN entre 3-40 ug, a
partir da polpa de 50 dentes, ndo encontrando qualquer correlacdo com o tempo de
armazenamento (113).

Em 1999, Schultes conseguiu amplificar marcadores de STR do
cromossoma Y presentes em restos 0sseos € sedimento de dentes com 1500 anos e
depreendeu ndo ser o tempo o factor determinante visto ndo existir uma relagdo
directa entre este factor e a deterioracdo do ADN, mas sim as condi¢cdes ambientais
de preservacao, ainda que nao seja possivel travar o processo de degradacao quimica,
mesmo em circunstancias optimas (152, 153).

A nogdo de que o tempo nao constitui o factor decisivo € corroborada
pelos varios casos de achados arqueologicos, nos quais foi possivel amplificar o
ADN presente nas pegas dentarias, tornando viavel a identificagdo do sexo e a

sequenciagao parcial do perfil do individuo em causa (101, 107).
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A degradagdo do ADN resultante da deaminagdo espontanea, da hidrélise
das pontes glicosidicas, da metilacdo, da hidroxilagdo e dimerizacdo da timina
induzida pela radiacdo ultravioleta (109), est4 relacionada com o aumento do tempo
postmortem e conduz a diminuicao da quantidade do ADN disponivel (94). O efeito
do processo de degradacdo na morfologia e integridade molecular dos tecidos
dentarios nao ¢ totalmente conhecido e, apesar de existirem grupos a estudar a
degradacao das biomoléculas do tecido 6sseo durante o intervalo postmortem, nao ¢é
possivel extrapolar as suas conclusdes para os dentes dado tratar-se de tecidos
morfologica e bioquimicamente distintos, ainda que ambos sejam tecidos
mineralizados (109). A diminui¢ao da quantidade de ADN enddgeno com o aumento
do tempo postmortem foi também a conclusao obtida por Kitayama (130).

No presente estudo, constatou-se uma correlacdo tendencialmente
significativa entre a quantificacdo do ADN e o tempo decorrido desde a esfoliacao
do dente, relacionando-se de modo inversamente proporcional (p-value: 0.077,
coeficiente de Pearson: - 0.271). Os resultados da quantificagdo obtidos estiveram
compreendidos entre 0.0017 e 154.68 ng/uL.

Foi verificada a existéncia de dois outliers (amostras 4 e 8), cujos
resultados foram, respectivamente, 154.68 ng/uL e 100.71 ng/uL; este facto pode ter
estado relacionado com a remog¢ao incompleta e posterior desidratacdo do contetdo
pulpar ou provir da propria qualidade do ADN presente nas amostras (anexo 4).

Na amostra 23, armazenada ha 11.4 anos, o valor da quantificagdo
conseguido foi de 0.0034 ng/uL, resultando num perfil incompleto de ADN (os 5
marcadores ausentes correspondem aos STRs de maior peso molecular — D16S539,
D2S1338, D18S51, FGA, D12S391). No entanto, das amostras 24 e 25, de igual
dador, armazenadas ha 11.4 e 15.4 anos respectivamente, obtiveram-se valores de
quantificagdo de 0.0017 e 0.0524 ng/uL e a obtengao completa dos perfis genéticos.
A razdo da discrepancia dos resultados pode dever-se a uma variagdo na qualidade,
mais do que na quantidade de ADN presente. No caso particular da amostra 24, e
quando em comparagao com a amostra 23, apesar da primeira evidenciar menor
valor de quantificacdo, nao existir qualquer diferenca no que respeitou o tempo e
condi¢des de armazenamento, resultou num perfil completo para o kit AmpC{FSTR®

NGM SElect™ (anexo 4).
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Sendo a quantificacdo um método nao totalmente preciso, ¢ importante
sublinhar a nao reprodutibilidade dos resultados obtidos, isto ¢, a repeticao da analise
conduz, por norma, a valores aproximados, mas nao necessariamente iguais. Desta
forma, e consequentemente, revela-se importante a avaliagao global e comparativa
dos valores da quantificacdo das varias amostras referentes a um mesmo individuo.

No caso da fonte de ADN proceder de tecidos dentarios existe, ainda,
uma variagdo dependente do local da sua extraccdo (nos dentes definitivos a maior
quantidade esta concentrada no apex e na coroa dentaria) (112). No presente estudo,
por se utilizarem apenas dentes temporarios esfoliados somente se procedeu a
extracc¢ao da porcao corondria.

Relativamente a avaliacdo dos perfis resultantes de valores de
quantificagdo < 0.1 ng/uL em 8 amostras (anexo 3) (codificadas com os nimeros 23,
24,25, 44, 46, 49, 51, 52), obtiveram-se perfis completos em 4 delas; da amostra 46,
cujo valor de quantificacao foi igual a 0.061 ng/uL, foi possivel conseguir um perfil
completo, utilizando o kit AmpCFSTR® Identifiler™ - Applied Biosystems™ como
kit de amplificacdo; para as restantes, os kits de amplificacdo escolhidos, foram o
Amp(FSTR® NGM ¢ Amp{FSTR® NGM SElect™, atendendo a sua performance na
analise de amostras degradadas/contaminadas. Neste ultimo grupo foi possivel obter
um perfil completo nas amostras 24, 25 e 44 (anexos 2 ¢ 3).

Em Genética Forense a degradacdo de amostras pode ser devida a varios
factores, entre os quais a presencga de inibidores, o baixo nimero de copias de ADN
e, ainda, a degradacdo/lesio do ADN (52). Nao se podem considerar amostras
degradadas, apesar do valor de quantificacdo ser inferior a 0.1 ng/uL, quando ¢
possivel aplicar metodologias convencionais para a obtencdo de perfis (como
sucedeu com a amostra 46).

A vantagem da utilizacdo de amostras directas deve-se a um menor
numero de /loci necessarios para validar a identificacdo. Dentro deste grupo, a
utilizacao de dentes (na literatura consultada esta descrita a identificacdo genética a
partir de 3° molares e dentes temporarios extraidos) beneficia ainda das condi¢des
favoraveis a preservacao do ADN (101). Assim, os dentes temporarios esfoliados

podem constituir uma amostra de referéncia alternativa.

68



Limitac¢odes do estudo

No presente trabalho verificou-se que uma das limitagdes da utilizagao
dos dentes temporarios esfoliados como amostras de referéncia ¢ o facto de nao ser
possivel assegurar com certeza a sua origem, podendo pertencer a um outro dador,
como um irmao, conduzindo a um processo de identificacdo erroneo (caso das
amostras 17, 20, 30, 40, 41).

Uma limitagao relativa deste estudo ¢ a total destruicdo da peca dentaria,
impedindo a posteriori a sua analise morfologica. No caso particular dos dentes
temporarios, a avaliacdo das caracteristicas anatomicas nao tem grande utilidade na
identificacdo do individuo jovem (em que faltam elementos morfologicos
identificativos), dada a mutabilidade na mudanca das duas denti¢des (ndo ¢ facil
precisar a ficha dentaria de uma crianca, particularmente em fase de dentadura
mista), o menor dimorfismo sexual, comparativamente com a denticdo definitiva e

estes dentes carecerem de elementos anatomicos individualizantes (154).
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1.5 Conclusoes

Em conclusdo, relativamente as questdes elaboradas como objectivos
deste trabalho, e respeitando as limitacdes inerentes a este tipo de estudos,
poderemos afirmar que:

A. Os resultados deste estudo permitem concluir que € possivel obter
perfis completos, com pelo menos 15 marcadores de STR e amelogenina, a partir de
dentes temporarios esfoliados.

B. Podem constituir uma amostra fidedigna, uma vez ter sido possivel
confirmar os perfis genéticos resultantes dos dentes temporarios com as amostras de

referéncia.
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III - Perspectivas futuras

Apos a revisao da literatura e da realizacao do estudo, € possivel afirmar
que os dentes temporarios esfoliados podem ser uma alternativa como amostra de
referéncia, no ambito da identificagdo genética forense. No entanto, € uma vez que
estas amostras se encontram muitas vezes degradadas, poder-se-iam utilizar
marcadores com menor peso molecular, como por exemplo: miniSTRs e SNPs, que
possibilitariam uma analise mais completa e fidedigna deste tipo de amostras (64).

Através do envelhecimento artificial das amostras, seria interessante
saber qual o intervalo de tempo limite, a partir do qual ndo se consegue obter perfis

completos, com os kits utilizados.
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Anexo 2 — Consentimento informado

FACULDADE DEMEDICINA
UNIVERSIDADE DE COIMBRA

CONSENTIMENTO INFORMADO
TITULO do ESTUDO
Dentes temporarios — Uma abordagem na identificacao genética forense
LOCAIS ONDE DECORRERA

* Instituto de Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade de
Coimbra

INVESTIGADORES

Maria Teresa Xavier, Prof. Doutor Francisco Corte-Real
OBJECTIVOS

Este trabalho terd como objectivo

* estudar os dentes temporarios, no ambito da analise genética, considerando a

possibilidade de serem amostras com valor probatorio para uma identificagao.

RISCOS para o PACIENTE

Nao existem quaisquer riscos para o paciente na participacao do estudo.

DIREITO a RECUSA

Os pacientes podem recusar a participacdo no estudo em qualquer altura, sem

prejuizo proprio.
DIREITO a PRIVACIDADE

Os resultados deste estudo serdo alvo de tratamento estatistico e posterior inclusao
em tese de Mestrado, podendo ainda ser divulgados e publicados cientificamente; no
entanto, a privacidade dos pacientes serd sempre protegida uma vez que as

identidades dos intervenientes ndo serao de forma alguma divulgadas.
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ASSINATURAS

Este estudo foi discutido com o paciente e seu progenitor/ tutor e todas as questdes
colocadas foram esclarecidas. Quaisquer questdes adicionais acerca do estudo

deverdo ser dirigidas aos investigadores enumerados anteriormente.

Concordo com os termos acima descritos e ficarei com uma coOpia deste

consentimento em meu poder.

Data:

Assinatura do progenitor/ tutor
Assinatura da criang¢a se maior 10 anos
Assinatura de testemunha

Assinatura do investigador
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Anexo 3 — Resumo dos marcadores presentes em cada um dos perfis

kit
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Legenda:

Amp(FSTR® Identifiler™
Amp(FSTR® Identifiler™ Plus
Amp(FSTR®* NGM™
Amp(FSTR® NGM SElect™,

P — marcador presente

A — marcador ausente

(-) — ndo consta no kit
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Anexo 4 — Resumo dos resultados obtidos no estudo experimental

N2 da amostra

Quantificagdo ng/uL

Perfil completo*

Identificacdo do dador#*

1.3327
2.7168
24.4426
154.6798
60.7017
34.7947
45.3404
100.7136
37.2192
0.1642
58.6534
9.0329
0.8752
0.9136
0.6103
0.0034
0.0017
0.0524
2.2302
0.2819
0.1685
0.7246
22.6259
27.5629
53.3700
1.4772
62.8215
29.5216
8.2901
0.0423
13.0642
0.0610
4.8279
0.0011
0.0192
0.0416

w

(PEGEGRGELN LD LD LD LD LD LD L L N

nLumumumumunm i yun \nh Lnn

S

v n

" E considerado perfil completo, quando apresenta a totalidade dos marcadores para o respectivo kit.
i Confirmagdo do dador, uma vez que ha correspondéncia entre os perfis obtidos a partir do dente temporario e da

amostra de referéncia-

Legenda:

AmpfFSTR® Identifiler™ - Applied Biosystems™
AmpfFSTR® Identifiler™ Plus
Amp#FSTR® NGM™
AmpfFSTR® NGM SElect™,
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Anexo 5 — Perfis genéticos obtidos a partir dos kits AmpBFSTR® Identifiler"™,

AmpLFSTR® Identifiler™ Plus, AmptFSTR® NGM™, Amp(FSTR® NGM
SElect™ - Applied Biosystems' "

Electroferograma obtido a partir kit amplificacao AmpBFSTR® Identifiler™
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Electroferograma obtido a partir kir amplificacio Amp{FSTR® Identifiler™

Plus
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Electroferograma obtido a partir kit amplificacio AmptFSTR® NGM™
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Electroferograma obtido a partir do kit Amp{FSTR® NGM SElect"™
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Anexo 6 — Tabela de siglas quimicas e abreviaturas

Sigla / Abreviatura Significado

ADN Acido desoxirribonucleico

ADN mt Acido desoxirribonucleico mitocondrial

ADN nu Acido desoxirribonucleico nuclear

ARN Acido ribonucleico

CCD Charged-coupled camera

CODIS Combined DNA Index System

Cr Cycle threshold

EDNAP European DNA profiling group

HE Hematoxicilina/Eosina

hTERT Telomerase reversa transcriptase

IPC Internal Positive Control (controlo do sistema interno)

LCN Low copy number

pb Pares de bases

PCR Polymerase chain reaction

gPCR PCR em tempo real

POP, Performance optimized polymer 4

POP¢ Performance optimized polymer 6

RANK Receptor activator of nuclear factor kappa B
Receptor de activagdo do factor nuclear kappa B

RANKL Ligand (RANK)
Ligando (RANK)

RFU Relative fluorescent unit

SGM Second generation multiplex

SNP Single nucleotide polymorphism

SSR Single sequence repeats

STR Short tandem repeats

TNF Tumor necrosis factor (fator de necrose tumoral)

uv radiagdo ultravioleta

VNTR Variable number of tandem repeats
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Anexo 7 — Indice de figuras, tabelas e graficos
ndice de figuras

Figura 1 — Imagem da face externa da coroa de um dente temporario posterior

esfoliado

Figura 2 — Imagem da face interna da coroa de um dente temporario posterior

esfoliado

Figura 3 — Representacio esquemética da tecnologia TagMan®, durante as fases de
polimerizagdo, extensao de primers e hidrolise da sonda. Fonte: Retirado de
http://www.asuragen.com/Services/services/gene_expression/ab_tagman.aspx
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Figura 4 — Fluxograma resumo das varias etapas no processo de identificacdo

genética, a partir de amostras de referéncia

Figura 5 — Fluxograma resumo das varias etapas no processo de identificacdo

genética, a partir de amostras de tecidos dentérios
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Figura 11 — Etapa de recolha das amostras de referéncia: esfregago da mucosa jugal

com zaragatoa
Figura 12 — Centrifugadora de placas - Heraeus Labofuge 400

Figura 13 — Imagem do ABI PRISM® 7000, para a quantificacio por PCR em tempo

real

Figura 14 — Camara de fluxo laminar, na sala pré-PCR para amostras seguras
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Fig. 15 — Aspecto em microscopia de luz de um dente em fase de esfoliagdo dentaria
(1 — polpa; 2 — dentina), pondo em evidéncia a presenca de numerosos odontoclastos
nas suas respectivas lacunas. Corte histologico de material descalcificado corado
com HE (Hematoxicilina/Eosina), com ampliagdo de 10x no original. Imagem

gentilmente cedida pelo Instituto de Histologia e Embriologia da FMUC.

Fig. 16 — Aspecto em microscopia de luz de odontoclastos presentes em lacunas tipo
de Howship na dentina. Corte histolégico de material descalcificado corado com HE,
com ampliagdo de 20x no original. Imagem gentilmente cedida pelo Instituto de

Histologia e Embriologia da FMUC.
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The identification of disaster victims through the use of DNA analysis is an integral part of DVI response,
regardless of the scale and nature of the disaster. DNA analysis is performed to assist in the identification
of victims through kinship (familial matching to relatives) or direct (self source sample) matching of DNA
profiles. The exfoliated primary teeth can be an alternative self-sample used as an antemortem record for
direct matching in DVI context.

The main purpose of the study is to evaluate the possibility of DNA extraction in primary teeth with
probative value for identification, despite being stored for long periods of time (until 18 years).

© 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

A mass disaster is an unexpected event, which can happen
anywhere and usually without advance warning, producing
serious injury and death to a high number of people. These events
can involve natural (earthquakes, flooding or tornadoes) or non-
natural catastrophes [1], such as accidental disasters (aircraft and
train crashes, derailments, building fires), or with an intentional
reason like terrorism (direct attacks on significant places, and
bombing of populated areas, including suicide attacks and
deployments of chemical and biological weapons).

Forensic identification is essential for humanitarian reasons,
but also for civil or criminal investigative needs and is fundamen-
tally based on dentistry, dactiloscopy, anthropology, radiology and
genetics, with the main purpose to contribute to the positive
identification of victims. DNA analysis is one of the primary
methods of identification and an integral part of DVI response, in
particular the use of short tandem repeat (STR) markers (minimum
set of 12 loci plus Amelogenin [1]). For a DNA profile it is necessary
a sample collection from the deceased body or body parts in order
to compare to the reference samples. The DNA matching can be
based on profiles from relatives (first degree relatives, if possible
more than one), self-samples (blood cards, bone marrow donor
program) or belongings (hair brushes, combs, lipstick). The direct
reference samples more commonly available are tooth and hair
brushes, manual razors or clinical samples [1], however, primary
teeth can probably be an alternative reference sample, attending to
the facts that many communities have the habit of keeping the

* Corresponding author. Tel.: +351 93 949 807; fax: +351 239 402 910.
E-mail address: xavier.teresa@gmail.com (M. Xavier).

1875-1768/$ - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.fsigss.2011.09.052

exfoliated teeth as a memento and that dentin-pulpar complex is
well-protected within the pulp cavity.

2. Material and methods
2.1. Samples

Atotal of 18 anterior primary teeth were collected from 9 people
(2 per person) after been stored for a period of time between 2 and 18
years. An informed consent was obtained from all the donors. Each
tooth was decontaminated with sodium hypochlorite 3%, 20" to
remove DNA contaminants and PCR inhibitors; sectioned longitudi-
nally (for a better access to the pulp chamber) and the enamel was
removed. Cryogenic grinding was performed with a 6700-freezer
mill to reduce the tooth into powder and increase the surface area to
biochemical agents. Buccal epithelial swabs (reference samples)
were collected from the same 9 individuals.

2.2. DNA extraction

All 9 samples (100 mg of 2 teeth powder per sample) were
extracted using the QiAamp DNA Investigator (QIAGEN™) under
conditions specified by the manufacturer (this kit purifies genomic
DNA from a small sample, volumes or sizes, such as teeth).

The DNA was extracted from the reference samples using the
chelex®™ 100 method.

2.3. DNA quantification

Total DNA quantification was undertaken on 2 pL of each
extracted sample using the QuantifilerTM Human Identification
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Table 1
Quantification and DNA profiling results for the teeth samples.

Sample? Stored period Quantifiler results AmpF(STR™ Identifiler™ results
Ct IPC DNA (ng/uL) Autosomal STRs Amelogenin

1T 145 28.63 28.36 1.3327 Complete” Male
2T 15 278 28.17 2.7168 Complete® Male
3T 25 25.24 27.52 24.4426 Complete” Male
4T 25 23.09 27.73 154.6798 Complete” Female
5T 14.5 24.18 27.71 60.7017 Complete® Male
6T 12.0 2483 2738 34.7497 Complete” Female
7T 1.5 24.52 274 45.3404 Complete” Female
8T 45 23.59 27.49 100.7136 Complete” Female
9T 11.5 2475 27.92 37.2198 Complete” Male

2 9 people with 2 teeth per sample.
> Complete DNA profile 15 autosomal loci.

Human kit (Applied Biosystems™) was performed on 7000 real-
time PCR system (Applied Biosystems™).

2.4. DNA profiling

DNA profiling was achieved using the AmpF/STR™ Identifiler™
(Applied Biosystems) at the following loci: D8S117, D21S11,
D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, D251338,
D195433, vVWA, TPOX, D18S51, Amelogenin gene for sex identifi-
cation, D55818 and FGA. Amplification was performed on 9600 PCR
Thermocycler (Applied Biosystems™). The amplified products
were separated and visualized on a 3100 Genetic Analyser
(Applied Biosystems™), with allele designation completed with
GeneMapper" ID software version 3.2 (Applied Biosystems™).

The DNA profile obtained each tooth sample was compared
with the respective reference sample to look for direct matches.

3. Results

The obtained results from the DNA quantification were greater
than 1 ng/1 pL, which validates all the polymorphisms of the kit
(Table 1).
4. Conclusion

There are two types of reference samples usually collected for

DNA comparison with mass disaster remains: appropriate family
references and direct references. At present, the simplest and most

efficient method of DNA identification is to match each STR locus of
victim’s profile to a direct antemortem sample of the victim. The
personal belongings (toothbrushes and combs) have been widely
used with the disadvantage of attribution errors, the exfoliated
teeth can be an alternative as a reference sample, attending to the
facts that many communities have the habit of keeping these teeth
as memento and that the dentin-pulpar complex is well protected
within the pulp cavity, being preserved with time.

In all 9 cases of this pilot study, the results obtained from the
reference buccal swabs were in agreement with the results
obtained from primary teeth. The achieved DNA quantity (between
1.33 and 154 ng/pL) revealed that temporary teeth, stored for less
than 18 years, can be a powerful tool for genetic analysis, especially
as reference sample in DVI.
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