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RESUMO

Introducgao: A medicina dentaria forense € um dos ramos das ciéncias forenses.
Atravéz da analise de evidéncias e vestigios dentarios assim como de evidéncias
de registos dentarios, tem como objetivo identificar ou fornecer informacgdes
sobre determinado individuo ou individuos. Por meio de métodos de
identificacdo, o médico dentista pode auxiliar na estimativa de idade,
identificacdo do sexo e na identificagdo humana propriamente dita. Atualmente
o interesse forense pela saliva tem aumentado, pois em casos de investiga¢des
forenses a saliva pode estar presente em marcas de mordida, impressdes
labiais, copos, restos de comida etc. Deste modo o objetivo deste estudo €&
identificar os tipos de recolha e analise utilizados na saliva e de que forma
contribui para a identificagao humana.

Materiais e métodos: O tipo de estudo desenvolvido foi uma Scoping Review,
que tem como objetivo esclarecer temas pouco abordados ou compreendidos,
mapear e identificar lacunas nas evidéncias existentes. A pesquisa foi realizada
nas bases de dados PubMed/Medline ® eWeb of Science® utilizando termos de
texto livre em conjunto com opeadores booleanos AND e OR.

Resultados: Obtivemos uma amostra de 27 artigos incluidos em que foi possivel
mapear e identificar 2 tipos de recolha, sendo eles o single swab e o double swab
technique. Estes demonstraram boa aplicabilidade no que diz respeito a recolha
de amostras de saliva em diferentes superficies e em diferentes estagios de
degradagao. Em relacdo aos tipos de analise estes foram divididos em analises
enzimaticas, serolégicas e moleculares. Desta forma os contributos forenses
mapeados neste estudo foram: identificacdo do sexo, estimativa de idade,
mapeamento genético, detegcdo de drogas, diagndstico de doencas e
determinagao do grupo sanguineo.

Conclusao: A Medicina Dentaria Forense e o uso do ADN nesta area, nos
oferece novas concessdes em relacao a identificagcdo humana através da saliva
e devem ser acrescentadas aos meios de investigagao das ciéncias forenses.
Palavras-chave: Medicina Dentaria Forense; Saliva; ADN; Identificacao

Humana
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ABSTRACT

Introduction: Forensic dentistry is one of the branches of forensic science.
Through the analysis of dental evidence and traces as well as evidence from
dental records, it aims to identify or provide information about a particular
individual or individuals. Through identification methods, the dentist can assist
in age estimation, sex gender identification, and actual human identification.
Currently the forensic interest in saliva has increased because in cases of
forensic investigations saliva may be present in bite marks, lip prints, glasses,
food remains etc. Thus, the aim of this study is to identify the types of collection
and analysis used in saliva and how it contributes to human identification.
Materials and methods: The type of study developed was a Scoping Review,
which aims to clarify less understood issues and identify gaps in existing
evidence. The search was conducted in the PubMed/Medline ® andWeb of
Science® databases using free-text terms in conjunction with Boolean operators
AND and OR.

Results: We obtained a sample of 27 included articles in which it was possible
to map and identify 2 types of collection, being the single swab and the double
swab technique. These showed good applicability regarding the collection of
saliva samples on different surfaces and in different stages of degradation.
Regarding the types of analysis, they were divided into enzymatic, serological
and molecular analyses. Thus, the forensic contributions mapped in this study
were: gender identification, age estimation, genetic mapping, drug detection,
disease diagnosis and blood group determination.

Conclusion: Forensic dentistry and the use of DNA in this area offers us new
concessions in relation to human identification through saliva and should be
added to the means of investigation of forensic sciences.

Keywords: Forensic Dentistry; Saliva; DNA; Human identification
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1. Introducgao:

1.1 A Medicina Dentaria Forense

A Medicina Dentaria Forense (MDF) € um dos ramos das ciéncias forenses
que apresenta como objetivo o fornecimento de informacao sobre determinado
contexto judicial, através da analise das informagdes provindas da cavidade oral
(1), Apresenta um papel fundamental na identificagdo humana em multiplas

situagbes da pratica médico-legal 2.

Esta area de especializagao inclui a recolha, analise e interpretagao de
vestigios orais, evidéncias dentarias e/ou evidéncias de registos dentarios,
sendo utilizada para identificar um individuo ou fornecer informagdes exigidas

pelas autoridades para identificar casos de negligéncia, maus tratos ou abuso
(3:4).

Os conhecimentos técnico-cientificos dos Médicos Dentistas Forenses sao
essenciais para o auxilio na identificagcdo humana. A MDF pode atuar nas mais
variadas situagcdes, nomeadamente em acidentes de viacdo, acidentes de
trabalho e em casos de abusos ou crimes. Baseia-se fundamentalmente na
recolha e analise de evidéncias e vestigios orais, na avaliacido de dano corporal
da(as) vitima(s) envolvidas e em casos de acidentes em massa.(*:3)

Atravéz de métodos de identificacdo dentarios, o médico dentista forense
auxilia na na estimativa de idade, na identificacdo do sexo e na identificacédo

humana propriamente dita. (13,

Os métodos de identificagao utilizados podem ser divididos em métodos
comparativos e métodos reconstrutivos, dependendo da forma utilizada para
proceder a identificagcdo do individuo. Ambos os métodos requerem uma
avaliacao sistematica da cavidade oral, com identificacdo e caracterizagao dos

tratamentos existentes (1.9,



1.2 Métodos de identificagao dentarios

1.2.1 Método Comparativo

E um método que visa comparar os registros dentarios postmortem e
antemortem de um individuo, com o objetivo de determinar se os dois registos
correspondem a mesma pessoa ). Para que este método de comparagéo seja
aplicavel, é imprescindivel que haja evidéncia relativa a identidade do individuo
(de modo a ser possivel procurar a informagao necessaria), esteja envolvida uma
populagdo circunscrita, o individuo a identificar tenha recorrido a cuidados

dentarios e os procedimentos efetuados estejam descritos numa ficha clinica ©).

1.2.2 Método Reconstrutivo

Esta metodologia de identificacdo é utilizada quando os registos
antemortem nao estao disponiveis ou quando nao ha dados disponiveis sobre a
identidade de um individuo. Em conjunto com outros dados e caracteristicas do
individuo é possivel reconstruir um perfil e reduzir a pesquisa pela sua
identidade™). Entre muitas das caracteristicas passiveis de identificar o sexo, a

populagdo de origem e a idade sdo os que assumem maior relevancia® .

1.3 Saliva na Medicina Dentaria Forense

A saliva é um fluido oral segregado pelas glandulas salivares, sendo
composta por agua, acidos nucleicos, anticorpos, células epiteliais de esfoliagao
e microrganismos®). Possui propriedades antibacterianas, antifingicas e
antivirais pela presenga de imunoglobulinas, lactoferrina e lisozima(™®). A sua
principal fungdo é a protegcdo fornecida contra patdgenos encontrados nos

tecidos orais, no trato respiratorio superior e no sistema digestivo®.

Atualmente o interesse forense pela saliva e a sua utilizagdo como vestigio
forense tem aumentado. Em casos de investigacao forense a saliva pode estar
presente e ser detetada em marcas de mordida e impressdes labiais, podendo

a analise da saliva recolhida apresentar um papel de extrema importancia na



identificacdo do individuo. A saliva também tem sido frequentemente utilizada
em casos de envenenamento com metais pesados, para dete¢cao de drogas,

situagbes em que existe abuso de alcool e abusos sexuais (©).

1.3.1 Utilizacao

Nos ultimos anos, a saliva ganhou popularidade no campo das ciéncias
forenses ndo s6 devido a facilidade de recolha mas também pela seguranca no
seu manuseio quando comparado com o sangue ),

Tem sido utilizada na obtengao de perfis biolégicos, nomeadamente para a
determinacao da idade, sexo e de outras caracteristicas individuais que podem
ser utilizadas como parametros de identificagao (7-9).

O estudo do microbioma humano, nomeadamente do Acido
desoxirribonucleico (ADN) microbiano presente na secrecao salivar, pode
fornecer informacdes vitais sobre o estilo de vida, coabitacdo e condicdo médica
do individuo, auxiliando as diferentes analises forenses ). Na cavidade oral
existe uma grande variedade de espécies bacterianas, que sofrem alteragdes
decorrentes da idade, do estilo de vida, e das interagdes sociais. Diferentes
localizagbes geograficas podem corresponder a diferencas de composi¢ao e
funcdo do microbioma salivar devido a diferentes padrbes alimentares, medidas
de higiene oral, tipo de clima, temperatura ou até mesmo a existéncia de surtos

de doengas (7).

A saliva permite a determinagéo da idade do individuo devido a metilacdo do
ADN. Esse tipo de alteragao no ADN ocorre devido a modificagdes epigenéticas
ao longo da vida, podendo ser afetada devido a fatores externos, como uso de
tabaco, exposicédo ao sol e a dieta ('9. Permite também a identificacdo do sexo

através da detecdo dos niveis hormonais presentres na saliva 67911,

Manchas de saliva podem estar presentes na pele, roupas, papel, copos,
beatas e outros objetos. Estdo descritos na literatura varias metodologias
utilizadas com o objetivo de detetar vestigios de saliva seca, nomeadamente
através da utilizagdo de enzimas como a fosfatase alcalina e a amilase®®9. A
utilizacdo destes agentes quimicos na deteg¢ao de saliva apresenta, no entanto,

algumas limitagbes uma vez que a sua utilizagdo depende da quantidade de



saliva disponivel e do tempo decorrido desde a deposicdo da amostra e a sua

recolha 9,

Constituintes salivares presentes nas manchas de saliva, podem ser
degradadas devido as condi¢gées em que se encontra (tempo, exposi¢ao ao sol,
exposicao a outros microrganismos...) o que pode impedir uma analise bem-
sucedida. Nestes casos a utilizacdo do ADN mitocondrial € mais conveniente
devido a sua resisténcia a degradagéao e ao elevado numero de copias existentes

por célula").

Qualquer vestigio de saliva proveniente de marcas de mordidas e/ou
impressdes labiais, deixa uma marca salivar, capaz de fornecer variadas
informacgdes sobre o sexo, idade, estado de saude e caracteristicas pessoais.

O conceito de assinatura salivar baseia-se no facto das informagdes
encontradas na saliva serem Unicas para cada individuo(). Na Figura 1 esta

representado um resumo geral da utilizagédo atual da saliva em medicina dentaria

forense.
Saliva

! !
Identificagdo Comparativa Identificagdo Reconstrutiva
(Quando o individuo é conhecido) (Quando nio se conhece o individuo/estreitamento da pesquisa)

}
\ Assinatura Salivar
| | |
Identificagao pessoal Construgao do perfi Constituicdo Vantagens
\ —* Caracteristicas pessoais —  Microbioma Salivar : #Zﬁgfgo?;‘;gréﬁca

« |dentificagio pessoal

Biomarcadores salivares ——
— Salde * Malignizagao
+ Doengas sistémicas e
orais

Fluxo salivar/composigéo \

ADN/Impressao digital

+ Uso de drogas
+ Envenenamento
« Alcoolismo

— |dade Metilagéao

— Sexo Niveis de hormonas

Figura 1- Esquema do uso da saliva na Medicina Dentaria Forense, adaptado de Kapoor et al ().



1.4 Objetivos:

Com o intuito de compreender a aplicabilidade da saliva na medicina
dentaria forense, temos o objetivo de mapear as evidéncias cientificas acerca do
tema, identificar os tipos de recolha utilizados e compreender as analises

efetuadas neste ramo e de que forma contribui para a identificagdo humana.






MATERIAIS E METODOS
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2. Materiais e Métodos:

2.1 Tipo de Estudo

O tipo de estudo a desenvolver neste topico é uma Scoping Review. Nos
ultimos anos tém sido necessarias novas abordagens, no que se refere ao
desenvolvimento de evidéncias de pesquisa com diferentes objetivos e
questdes, sendo a Scoping Review uma abordagem de grande utilidade para
sintetizar essas evidéncias. Este tipo de revisdo € comummente utilizado para
esclarecer temas ainda pouco compreendidos ou sistematizados, de forma a
auxiliar futuras revisdes sistematicas e /ou direcionar futuras areas de

pesquisa(1?).

A preferéncia pela realizacdo de uma Scoping Review baseia-se no facto
de ser um tipo de revisdo que visa mapear as evidéncias ja existentes
subjacentes a uma area especifica, identificar lacunas na evidéncia existente e
realizar uma investigacdo preliminar que justifique uma futura revisdo

sistematica(?),

Esta Scoping Review foi realiada seguindo as normas de orientagao
apresentadas nas guidelines Preferred Reporting ltems for Systematic Reviews

and Meta-analysis Extension for Scoping Reviews (PRISMA-ScR).

2.2 Questao de investigagao

A questao de investigagao formulada foi “Qual a informacgao existente na
literatura cientifica em relacéo ao papel da saliva na Medicina Dentaria Forense,
quais os métodos de recolha e de analise utilizados e qual sua aplicabilidade na

identificacdo humana?”.

2.3 Fontes de Informacgao e Estratégia de Pesquisa

A pesquisa para a presente Scoping Review foi realizada em duas bases

de dados diferente: PubMed/Medline ® e Web of Science®, utilizando diferentes
termos Medical Subject Headings (MeSH) em simultaneo com os operadores
booleanos AND e OR, e foi realizada no dia 27 de Dezembro de 2021. Os

11



descritores de pesquisa utilizados foram: “saliva”, forensic odontology” e
“forensic dentistry”.

A equacao obtida foi: ("saliva"[MeSH Terms] OR "saliva"[All Fields] OR
"salivas"[All Fields] OR "saliva s"[All Fields]) AND ("forensic dentistry"[MeSH
Terms] OR ("forensic"[All Fields] AND "dentistry"[All Fields]) OR "forensic
dentistry"[All Fields] OR (("forensic medicine"[MeSH Terms] OR ("forensic"[All
Fields] AND "medicine"[All Fields]) OR "forensic medicine"[All Fields] OR
"forensics"[All Fields] OR "forensic"[All Fields] OR "forensically"[All Fields]) AND
("shigaku"[Journal] OR "odontology"[Journal] OR "odontology"[All Fields])))

2.4 Critérios de Selegao dos Estudos
Para a selecdo e analise dos resultados foram definidos critérios de

inclusdo e exclusido demonstrados na Tabela I.

Tabela I: Critérios de Inclusdo e Exclusao

Critérios de Inclusao Critérios de Exclusdo

Estudos que envolvam analise laboratorial

. Estudos de outras vertentes da literatura
da saliva

Estudos que refiram métodos de recolha | Estudos que ndo respondam aos objetivos

de saliva propostos
Estudos informativos referentes ao uso de
saliva como método de identificagéo Artigos ndo encontrados na integra
humana

Estudos que envolvam a saliva e as
ciéncias forenses

Estudos em inglés, portugués e espanhol

Apés eliminagao de duplicados e triplicados, foram avaliados os titulos e
os resumos dos artigos obtidos. Esta avaliagdo foi efetuada por dois
investigadores independentes (GS e CF), de maneira a verificar quais os artigos

que se inseriam no ambito do trabalho e cumpriam os critérios de inclusao

12



previamente estabelecidos. Em caso de duvida, um terceiro investigador (MJC)

efetuou a avaliacéo.

2.5 Extracao de dados

A extracao de dados foi efetuada com recurso a realizacao de tabelas no
programa Excel. Neste formulario foram incluidas informagdes sobre: tipos de
recolha utilizados, tipos de analise utilizados assim como o contributo forense de

cada artigo.
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3. Resultados da Pesquisa

Através da pesquisa inicial, com os termos e equagdes mencionadas na

estratégia de pesquisa, foram identificados 147 artigos: 85 na

Pubmed/Medline® e 62 na Web of Science®. Destes artigos foram excluidos
34 duplicados, originando um total de 113 artigos restantes.

De seguida, apds a aplicagdo dos critérios de inclusao e exclusao pela
leitura do titulo, foram excluidos 20 artigos, resultando num total de 93 artigos.
Destes, 24 foram excluidos pela leitura do resumo.

Dos 69 artigos disponiveis para avaliagao integral, 5 foram excluidos por
nao estarem disponiveis na integra e 37 excluidos por ndo apresentarem
informacgdes significantes para os objetivos propostos, obtendo-se assim uma

amostra significativa de 27 artigos incluidos para esta revisao.

O fluxograma realizado para a pesquisa esta representado na Figura 2.
Este apresenta esquematicamente os resultados da pesquisa bibliografica

efetuada e resume o processo de selecgao.

o) Registos identificados através
!§. das pesquisas nas bases de
2 dados: Registos excluidos por repeticio
= Web of Science: (62) ~ —— @=34)
=) PubMed: (85)
Q
= 0=147)
K=l Estudos analisados por titulo Estudos excluidos pela leitura do titulo
3 (n=113) (n=20)
3 |
Estudos para anélise do resumo Estudos excluidos apés leitura do
(n=93) resumo
2 (n=24)
g
% Artigos, para leitura do texto Estudos nio encontrados na integra
) integral avaliados pela — (n=5)
o elegibilidade
m (n=69)
Aurtigos excluidos pelos critérios de
o exclusio
5 — (n=37)
= Artigos incluidos
E (n=27)

Figura 2: Processo de selegdo dos estudos seguindo o protocolo PRISMA.
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Os 27 artigos selecionados foram lidos na integra e os dados foram

mapeados e inseridos num formulario de mapeamento de dados (Tabela Il).
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Tabela Il: Artigos selecionados

Codigo Artigo

A1 Saxena S, Kumar S. Saliva in forensic odontology: A comprehensive update. J Oral Maxillofac Pathol 2015;19:263-5.

A2 Khare P et al Quantitative and qualitative assessment of DNA extracted from saliva for its use in forensic identification. J Forensic Dent Sci 2014;6:81-5.

A3 Lijnen I, Willems G. DNA research in forensic dentistry. Methods Find Exp Clin Pharmacol. 2001;23(9):511-7.

v Anzai-Kanto E, Hirata MH, Hirata RDC, Nunes FD, Melani RFH, Oliveira RN. DNA extraction from human saliva deposited on skin and its use in forensic
identification procedures. Braz Oral Res 2005;19(3):216-22.

A5 Marti-Alamo S, A Manchefio-Franch, Marzal-Gamarra C, Carlos-Fabuel L. Saliva as a diagnostic fluid. Literature review. J Clin Exp Dent. 2012;4(4)

G Sakurada K et al,, Current Methods for Body Fluid Identification Related to Sexual Crime: Focusing on Saliva, Semen, and Vaginal Fluid, MDPI Diagnostics
2020, 10, 693

e Bhuptani D, Kumar S, Vats M, Sagav R, Age and gender related changes of salivary total protein levels for forensic application,Journal of Forensic
Odontostomatology 2018. May; (35): 26-33

oG Ohta J, Noda N, Sakurada K, Comparison of Catalytic and Immunological Amylase Tests for Identifying of Saliva from Degraded Samples, J Forensic Sci,
May 2019, Vol. 64, No. 3

A9 Ohta J, Sakurada K, Oral gram-positive bacterial DNA-based identification of saliva from highly degraded samples. Forensic Sci Int Genet. 2019;42(April):1

A10 Muruganandhan J, Sivakumar G. Practical aspects of DNA-based forensic studies in dentistry. J Forensic Dent Sci 2011;3:38-45

A7 de Oliveira Musse J, Marques JAM, et al. Deoxyribonucleic Acid Extraction and Quantification from Human Saliva Deposited on Foods with Bitemarks. J
Contemp Dent Pract 2019;20(5):548-551.

A12 Watanabe K, Akutsu T, Takamura A, Sakurada K, Practical evaluation of an RNA-based saliva identification method, Science and Justice 57 (2017)

AT W. Kim et al, Detection of ABH blood group antigens in the saliva of Koreans and their stability according to storage of saliva samples, Forensic Science

International 129 (2002) 58463
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Caodigo

Artigo

Sweet D, Lorente M, Lorente JA, Valenzuela A, Villanueva E. An Improved Method to Recover Saliva from Human Skin: The Double Swab Technique. J

A14
Forensic Sci. 1997;42(2):14120J.
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3.1 Caracteristicas dos Estudos

Na Tabela lll estdo descritos os artigos incluidos nesta Scoping Review.
Informagdes como Autor, data de publicacéo e tipo de estudo estdo indicadas na
tabela. Os artigos incluidos encontram-se distribuidos entre os anos de 1997 e
2021. Foram analisados 8 artigos de revisao, 17 artigos que desenvolveram

investigacao In Vitro e 2 artigos case report. (Tabela Ill)

Tabela lll: Artigos incluidos e tipos de estudo

Artigo Autores Ano Tipo de Estudo
A1 Sweet et a./ 1997 In vitro
A2 Sweet e Hildebrand 1999 Relato de Caso
A3 Sweet e Shutler 1999 Relato de caso
A4 Lijnen e Willems 2001 Reviséo
A5 Kim et al. 2002 In vitro
A6 Anzai-Kanto et al. 2005 In vitro
A7 Rahimi et al. 2005 In vitro
A8 Power et al. 2010 In vitro
A9 Muruganandhan e Sivakumar 2011 Reviséo
A10 Marti-Alamo et al. 2012 Reviséo
A11 Pandeshwar e Reshma 2014 In vitro
A12 Khare et al. 2014 In vitro
A13 Saxena e Kumar 2015 Revisédo
A14 Chaves-Briones et a./ 2015 In vitro
A15 Metgud et a./ 2016 In vitro
A16 Chauhan et al. 2016 In vitro
A17 Watanabe et al. 2017 In vitro
A18 Shanly et al. 2018 Revisao
A19 Bhuptani et al. 2018 In vitro
A20 Sujatha et al. 2019 Revisédo
A21 Ohta et al. 2019 In vitro
A22 Ohta e Sakurada 2019 In vitro
A23 Musse et al. 2019 In vitro
A24 Jayachandran e Sadaksharam 2020 In vitro
A25 Sakurada et a./ 2020 Revisédo
A26 Keerthana e Ramesh 2021 In vitro
A27 Kadashetti e Shivakumar 2021 Reviséo
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3.2 Parametros avaliados

Foram avaliados diferentes parametros nomeadamente o método de

recolha de saliva utilizado e a aplicabilidade da metodologia a nivel forense.

Numa primeira fase o objetivo foi extrair informagbes acerca do método
de recolha de saliva. Os dados extraidos dos artigos incluidos nesta reviséo
resultaram na identificagdo de dois métodos de recolha distintos a técnica single

swab e técnica double swab.

Numa segunda fase o objetivo foi identificar a analise salivar utilizada no
ambito forense e a identificacdo da contribuicdo na identificagcdo humana a nivel
forense. Os dados extraidos resultaram no mapeamento de 3 tipos de analises:
analises enzimaticas, seroldgicas e moleculares. Em relagdo ao contributo
forense os dados foram divididos em identificagao do sexo, estimativa de idade,
mapeamento genético, detecdo de drogas, diagnodstico de doengas e

determinagao do grupo sanguineo.

Todas as informacdes recolhidas estao representadas pelas tabelas IV. A
tabela V apresenta as principais conclusdes obtidas pela analise dos artigos

selecionados.
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Tabela IV: Extracao de dados e analise descritiva

Artigo | Tipo de Recolha Tipo de Analise Contributo Forense
Enzimatica Determinagéo do sexo
A1 Double swab technique Serologica Detecéo de drogas
Molecular Mapeamento genético
A2 - Molecular Mapeamento genético
A3 Double swab technique Molecular Mapeamento genético
A4 Double swab technique Molecular Mapeamento genético
- Diagnéstico de doengas
A - I
3 Serologico Detecédo de drogas
Enzimatica
A6 ) Serolégica Identificagdo de saliva
Molecular
A7 - Serolégica Estimativa de idade
Molecular
A8 - EnZ|m’at.|ca Identificacéo de saliva
Seroloégica
A9 ) Molecular Identificagdo de sz?ll'va
Mapeamento genético
A10 Double swab technique Molecular Determinago do ,S?XO
Mapeamento genético
Single Swab technique -
A11 Double Swab technique Molecular Mapeamento genético
EnZ|m’at.|ca Identificacéo de saliva
A12 - Seroloégica o
Mapeamento genético
Molecular
A13 - Seroloégica Determinacéo do grupo sanguineo
A14 Double Swab Technique Molecular Mapeamento genético
A15 Double Swab technique Molecular Mapeamento genético
Single Swab technique -
A16 Bl Sl Taaiene Molecular Mapeamento genético
A17 - Molecular Mapeamento genético
A18 - Molecular Mapeamento genético
A19 Double Swab Technique Enzimatico, serolégico e Estimativa de |dad,e_
molecular Mapeamento genético
A20 Single Swab technique Molecular Mapeamento genético
A21 - Serolégico Determinacéo do grupo sanguineo
A22 - Molecular Mapeamento genético
Determinagao do sexo
Single Swab technique C Estimativa de idade
A2 E Molecul
3 Double Swab technique nzimatica & Molecular Detecéo de drogas
Mapeamento genético
A24 - Molecular Mapeamento genético
A25 - Molecular Estimativa de idade
A26 - Molecular Mapeamento genético
A27 - Serolégica e molecular Diagndstico de doencas
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Tabela V: Resultados descritivos da recolha de dados.

Técnicas
de Recolha Analises Andlises Anilises
de Saliva Enziméticas Serolégicas Moleculares
Rapid Stain Restriction fragment

Single Swab Phadebas Amylase

Identification® (RSID);

length polymorphism

A Technique; Test®. SALIgAE-saliva Test®; (RFLP);
Analises Double Swab Enzyme-linked Polymerase Chain
Utilizadas  Technique, immunosorbent assay  Reaction (PCR).
(ELISA);
Radicimmunoassay
(RIA);
Diagnostico de
. Recolha de Avaliacao doengas; Comparagao de
Contributo saliva seca. quantitativa de Detegéo de drogas; amostras de ADN;
Forense saliva. Detecédo e Diagnostico de doencas

diferenciacao de

diferentes fluidos;
Determinacgao do
grupo sanguineo.

genéticas.
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4. Discussao

4.1 Técnicas de Recolha de Saliva

Em casos de violéncia doméstica, abuso e outros tipos de
desregramentos a presenga de danos corporais relacionados com marcas de
mordida € uma fonte fundamental de ADN. Este facto possibilita a recolha dessa
saliva para posteriormente ser analisada.

Um grande numero de técnicas forenses baseia-se na evidéncia fisica
deixada pelo agressor, isto €, analisam as marcas em si, a morfologia dos
dentes, da arcada dentaria, a posicdo dentaria entre outros. No entanto o
vestigio oral que permanece na lesdo pode ser passivel de ser recolhido e
analisado, mesmo em condigbes em que ja tenha ficado seco.

Apos a detegdo da saliva no local da lesdo, ou na cena do crime, €
possivel proceder a sua recolha através de métodos single swab ou double
swab.

A técnica do single swab, é conhecida como um meétodo classico de
recolha de fluidos e consiste no uso de uma zaragatoa ou um filtro de papel para
recolher a amostra('®). Apresenta-se como uma metodologia de facil execugao.

A técnica double swab é fundamentalmente utilizada nos casos em que
existe evidéncia da presenca de saliva seca e é realizada com recurso a duas
zaragatoas diferentes. A primeira zaragatoa € impregnada em agua destilada e
esfregada delicadamente na regidao onde se realiza a recolha, a segunda
zaragatoa é utilizada seca, de forma a recolher a amostra hidratada pelo primeiro
passo. Esta técnica mostra-se mais efetiva quando comparada com a técnica
single swab, uma vez que a humidade presente na primeira etapa reidrata o
vestigio forense e aumenta a sua adesao as fibras de algodao da zaragatoa do
segundo passo (14.15),
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4.2 Tipos de analises

4.2.1 Analises Enzimaticas

O mundo contemporaneo vive de uma constante inovagao e apresenta-
se pautado pelo desenvolvimento de novas tecnologias, colocadas ao servigo
das variadas ciéncias, nomeadamente das ciéncias forenses.

Os fluidos orais originarios de marcas de mordida, impressodes labiais, ou
que estejam presentes em beatas de cigarros ou copos, entre outros objetos,
apresenta-se como uma excelente fonte de ADN (11.16.17),

Em cenas de crime em que n&o é possivel detetar a saliva, ou em casos
em que a saliva se encontra diluida com outros fluidos e/ou seca, € necessaria
a detegcdo para que posteriormente seguir-se a quantificagdo e analise
propriamente dita.

A técnica de detecdo salivar através da enzima alfa-amilase tem
demonstrado grande utilidade('®). Esta enzima é produzida pelas glandulas
salivares e pode ser encontrada em animais, plantas e microorganismos. No
corpo humano pode ser encontrada em diferentes fluidos corporais como no leite
materno, suor, sémen e na saliva. Apesar de poder ser detetada em diferentes
fluidos, as suas concentragdes mostraram-se maiores na saliva quando em
comparagdo com outros fluidos corporais(*9).

Atualmente existem varias técnicas de detecdo de saliva baseadas na
enzima alfa-amilase. O Phadebas Amylase TestR é um teste baseado na
atividade da enzima, quando em contato com o amido presente no teste, este
degrada-o originando um substrato de cor azul, desta forma é possivel
quantificar a presenca de saliva pela colorimetria apresentada no teste (20-21),

Hedman, verificaram no decurso do seu estudo que o Phadebas Amylase
TestR é (til uma vez que se revelou capaz de detetar saliva em manchas secas
encontradas em diferentes superficies ")

Benjamin et al. realizaram dois testes salivares diferentes o RSIDR e o
SALIgAE TestR, ambos os testes sdo utilizados para detetar a presenca de saliva
tendo como base a detegdo da enzima alfa-amylase, € ndo na sua atividade.
Estes demonstraram maior sensibilidade em comparagéo ao Phabeas Test® que
apresentou falsos-positivos por nao ser especifico para a alfa-amilase salivar
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humana. Desta forma os testes RSIDR e SALIGAE TestR sdo efetivos no que diz
respeito a detegao de saliva em ambito forense, oferecendo mais especificidade
e sensibilidade na identificagcdo de saliva humana do que o Phabeas Amylase
TestR (20),

Akutsu et al. defendem que os testes RSIDR e SALIGAER se mostraram s
mais sensiveis, quando em comparagdo ao Phadebas Amylase TestR, contudo,
estes também apresentaram resultados positivos quando realizados em outros

fluidos corporais (22,

4.2.2 Anadlises Seroldgicas

As anadlises serologicas realizadas em saliva, atualmente ganharam
grande interesse no que diz respeito a detecdo de drogas de abuso, alcool e

para o diagndstico de doencas.

A técnica Radioimmunoassay (RIA) pode ser utilizada na saliva para
rastreio de varios tipos de drogas, como anfetaminas, barbituricos,
benzodiazepinas, cocaina e opioides. O uso da RIA permite também a detegao

de Cannabis em até de 4 horas apos o consumo 3),

O método enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) € um método
utilizado para medir anticorpos, antigénios e proteinas. Podendo ser utilizado
para o diagnéstico de doengas autoimunes, detecdao e diferenciagcdo de
diferentes fluidos corporais e até para a determinagcao dos diferentes grupos

sanguineos (22:24),

Akutsu et al., analisou a presenca da proteina estaterina, que é
predominante na nossa cavidade oral, estando envolvida estabilizagdo e o
transporte do calcio na saliva. Este estudo foi analisado a presenca da estaterina
através do método ELISA em amostras em que ha uma mistura de fluidos (saliva,

sangue e sémen).

Conclui-se que o método ELISA pode ser aplicado em casos forenses,
nomeadamente para a detecdo de saliva em diferentes fluidos e para o
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diagnostico de doengas, pois apresenta uma relagao custo-beneficio favoravel,

assim como uma alta especificidade 2.

4.2 4 Analises Moleculares

ApOs as evidéncias serem coletadas, o ADN contido pode ser isolado e
quantificado. O método Restriction fragment length polymorphism (RFLP) é uma
andlise que identifica variagbes nas sequéncias de ADN (chamados
polimorfismos) de forma a diferenciar individuos, espécies e populagdes 5. No
entanto, esta técnica apresenta-se como mais demorada e necessita de uma
grande quantidade de ADN na amostra, o que, em cenarios forenses nem
sempre € possivel, podendo apresentar-se como uma limitagcdo para a sua
utilizagao (19).

Ocasionalmente, a recolha de uma grande quantidade de saliva e
consequentemente uma grande quantidade de ADN pode ser dificil, por isso a
técnica Polymerase Chain Reaction (PCR) parece ser uma boa alternativa no
que diz respeito a amostras degradadas ou quando se apresentam com pouca
quantidade de material genético.

A técnica Polymerase Chain Reaction (PCR) é uma técnica utilizada para
analise de ADN. Tém a capacidade de possibilitar a amplificacdo de sequéncias
de ADN e analisa-las mesmo quando ha uma pequena quantidade de ADN na
amostra. As maiores vantagens da técnica sdo a sua precisao, sensibilidade,

reprodutibilidade, rapidez e facilidade da analise (15:26),

Esta técnica apresenta-se como uma grande mais valia dado possibilitar
a analise de ADN de uma amostra, mesmo que esta tenha passado por um

processo de degradagao.

No estudo de Chauhan et al.em 2016, foi recolhida e analisada a saliva
de uma protese dentaria depois de um periodo de tempo armazenada. O estudo
demonstrou que o ADN salivar recuperado que se encontrava aderido ao
material da prétese, € uma fonte adequada para a analise do ADN pela técnica
de PCR 27),
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Num estudo realizado por Sweet e Hildebrand, foram analisadas amostras
de ADN recolhidas de um pedaco de queijo deixado numa cena de crime. Devido
as condigcdes de armazenamento e manuseio da evidéncia nao foi possivel
recuperar e analisar o ADN da amostra, pois este possuia inibidores que nao
possibilitaram a analise PCR (13),

Desta forma € necessario ter em consideragao as condi¢gdes gerais em
que se encontra o vestigio, a degradagao devido ao tempo, condi¢cbes de
armazenamento, exposicao solar e exposicdo a componentes quimicos, podem
levar a resultados negativos e impossibilitar a consequente amplificacdo e
analise da amostra.

As amostras quando degradadas sado mais dificeis de analisar
apropriadamente, pelo que sdo necessarias de novas metodologias baseadas
em biomarcadores salivares. Marcadores de ADN bacteriano tém mostrado ser
uma boa fonte para analise e identificagdo de saliva humana, uma vez que
apresenta semelhangas com o ADN mitocondrial, que tem grande valor nas

andlises forenses(@®),

No entanto precisam de ser realizados mais estudos de forma a aumentar
a compreensao das vantagens e limitagdes da sua utilizagdo, uma vez que a

contaminagao por outras bactérias pode levar a resultados inconclusivos.

Um estudo desenvolvido por Ohta et al. avaliou a presenga de ADN
bacteriano proveniente de bactérias gram-positivas como marcadores salivares
em casos variados de degradagdo de amostras (degradacao pelo calor, por
microrganismos e por radiagao Ultravioleta. Este estudo foi desenvolvido uma
vez que o ADN bacteriano presente na nossa cavidade oral humana, possui uma
grande similaridade com o ADN mitocondrial (grande resisténcia a degradacéao
e alto numero de copias) ?8).

Ohta et al e Sakurada et al, ao utilizar o método melting curve (MC),
detetaram a presenca de marcadores salivares de ADN bacteriano
independente. O ADN das bactérias S.salivarius, S.oralis € P.maculosa foram

considerados marcadores altamente precisos(@8).

O ADN da S. oralis e S. salivarius mostrou ser mais especifico para a

detecdo de saliva humana, inclusivamente demostrou melhores resultados
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quando comparado com os testes enzimaticos baseados na amilase. Em
contrapartida a P.maculosa nao mostrou tanta especificidade, pois por ser uma
bactéria essencialmente presente na flora intestinal mais estudos precisam de

ser realizados para melhorar o entendimento da sua aplicabilidade 28).

Contudo, ha de levar em consideragcdo de que o microbioma oral ndo é
igual em todos os individuos, ou seja, ainda é necessario compreender a
precisdo da técnica, relativamente a quais e quantas espécies bacterianas

deveriam analisar.

4.5 Contributo Forense

4.5.1 Determinacao do Sexo

A determinacdo do sexo através da saliva, pode ser realizada pela
identificacdo da cromatina sexual e pela proteina amelogenina.

A cromatina sexual ou corpusculo de Barr € normalmente encontrado em
individuos do sexo feminino, ou seja, gendtipo XX dos genes sexuais. Amostras
com uma maior detecdo de corpusculos de Barr sdo representativos do género
feminino, podendo ser um critério discriminatorio na identificagdo humana (©:29),

As amelogeninas sao proteinas essenciais para a formacao do esmalte,
sao produzidas pelos genes AMEL que estao presentes nos cromossomas X nas
mulheres e Y nos homens. Desta forma os genes AMEL podem fornecer uma

base para a analise de ADN e identificagdo do sexo (7).

4.5.2 Estimativa de idade
A estimativa da idade ao longo dos anos baseou-se em analises

morfolégicas ou interpretagbes radiograficas. Atualmente existem técnicas
laboratoriais para a estimativa de idade baseadas na metilagao do ADN e/ou na
analise de proteinas salivares como a estaterina, histatina e proteinas ricas em
prolina (30.31),

Bhuptani et al., avaliou os niveis de proteinas salivares em voluntarios
com idades compreendidas entre os 3 e os 60 anos de idade, de forma a

correlacionar a idade com a concentracédo de proteinas na saliva. Concluiu que
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uma maior concentragao e presencga de proteinas esta relacionada a criangas e

adolescentes, estando menos prevalente em adultos ),

4.5.3 Detecao de Drogas

Novas metodologias e analises tém sido desenvolvidas de modo a utilizar

a saliva como método de detecao de drogas.

As concentragbes de drogas na saliva normalmente refletem uma
pequena fragdo do que esta disponivel no sangue, ou seja, os resultados
provenientes das analises salivares para a detecao de drogas pode nos fornecer

informacdes atualizadas sobre a droga consumida assim como a sua quantidade
(9,29)

4.5.4 Diagnéstico de doengas

O diagnéstico de doengas por muito anos foi realizado com base na
analise do sangue. Atualmente o diagndstico de doencgas realizado pela saliva
tem sido desenvolvido pela sua facilidade de recolha.

Devido aos biomarcadores especificos encontrados na saliva, pode-se
detetar uma variedade de doengas infeciosas como o citomegalovirus, doengas
autoimunes como doenca celiaca e sindrome de Sjogren, estagios iniciais de

cancro oral e cancro do pulméo (32:33),

4.5.5 Detencao do grupo sanguineo

Constituintes salivares como as glicoproteinas possuem um papel
fundamental na cavidade oral, seja para protegcao tecidual, lubrificacdo e/ou
modulacdo da microbiota oral. A mucina de alto peso molecular presente na
saliva € um dos principais transportadores de antigenos do grupo sanguineo.

Kim et al, concluiram que a analise do grupo sanguineo em amostras de
saliva é aceitavel quando esta € armazenada a baixas temperaturas. Quando as
amostras sao expostas a longos periodos de espera, temperaturas inadequadas,
ou microrganismos ha degradagao da amostra o que pode levar a resultados

negativos e inviabilizar a analise %),
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4.5.6 Mapeamento genético

O ADN possui um papel fundamental no que diz respeito a presenca de
todas as informagdes genéticas de um individuo.

O mapeamento genético consiste na analise do ADN quando néo ha
outras informagdes ou evidéncias acerca do(s) individuo(s). Desta forma o
mapeamento genético pode basear-se na identificagdo do sexo, na estimativa
de idade, no diagnostico de sindromes e de doengas genéticas.

No caso de paises em que existam bases de dados de ADN, a
comparagao do ADN com os existentes pode ser o caminho mais rapido para a
identificacdo humana. Contudo, quando nao ha meios de comparagao, a analise

do ADN para reconstrucao do perfil pode ser uma alternativa.
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5. CONCLUSAO

A Medicina Dentaria Forense tornou-se, nas ultimas décadas, uma area de atuacao
de grande importancia na nossa sociedade. Através das novas inovagdes tecnologicas
que tém vindo a ser desenvolvidas, a saliva ganhou um maior interesse nas ciéncias
forenses, por ser um fluido corporal rico de informacgdes passiveis a serem analisados,

tém sido realizados muitos estudos sobre suas aplicabilidades.

Diante desta revisao podemos concluir que:

- A Medicina Dentaria Forense e o uso do ADN nesta area, nos oferece novas
concessdes em relagao a identificacdo humana através da saliva e devem ser
acrescentadas aos meios de investigagado das ciéncias forenses.

- As andlises e recolhas apresentadas mostraram grande confiabilidade,
especificidade, e aplicabilidade no nosso cotidiano.

- A saliva como fonte de ADN pode nos forneces uma alta gama de resultados
que podem ser aplicados nas mais variadas situacdes: em investigacdes
forenses, abusos, acidentes, identificacao de pessoas ndo documentadas, para

o diagnéstico de doencas, detecédo de abuso de drogas...

Acreditamos que por ser uma nova area de pesquisa, esta precisa de mais
estudos para sua utilizacdo ideal. Nomeadamente para a elaboracdo de técnicas
padronizadas, de forma a evitar a contaminacdo das amostras e facilitar a avaliacdo em
ambiente laboratorial. Numa perspetiva clinica, a recolha, analise e armazenamento de
amostras salivares recolhidas de pacientes poderia ser crucial no que diz respeito a
criacdo de banco de dados de ADN. Além de apresentar uma rapida recolha, facilidade
e ser indolor, a formulagao de testes rapidos para aplicagcdo em ambiente clinico poderia
ser de grande utilidade no que diz respeito para o diagndstico de doengas, exames de

rotinas e mapeamento populacional.
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