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RESUMO

O dente é um material resistente devido a sua composição de matriz inorgânica
(hidroxiapatita) e pela matriz orgânica, na qual o principal constituinte é o colágeno
tipo I. Este é sucetível a processos de degradação. Devido à resistência a
processos post-mortem, o tecido dentário é amplamente utilizado na ciência
forense e arqueológica. A tafonomia estuda alterações post-mortem, sendo a ação
microbiana o principal fator de degradação.O objetivo deste estudo foi utilizar
análises microscópicas e outras metodologias para identificar a degradação do
colágeno e alterações na microestrutura de dentes de Sus scofra domesticus
submetidos a cenários tafonômicos distintos (queima e enterramento). As
amostras foram divididas em grupos controle e experimentais, submetidos a
queima (100ºC,30 minutos após análise TGA prévia), enterramento (30 dias em
solo arenoso e argiloso) e a combinação de ambos. Os resultados da análise
termogravimétrica estabeleceram a faixa crítica de degradação do colágeno,
confirmando que o pico máximo de decomposição é de 341,17ºC, valor que inicia
a fragilização macroscópica. A análise microscópica (HE) revelou que o dano
térmico causou condensação das fibras colágenas na dentina e o enterramento
induziu aspecto poroso no cemento, compatível com o estágio inicial de bioerosão.
A avaliação dimensional demonstrou que, os dentes íntegros mantiveram a
estabilidade, enquanto os submetidos à queima apresentou fragilidade e se
tornaram vulneráveis ao ambiente. Houve alterações significativas nas dimensões
do grupo queimado e enterrado, em especial no solo argiloso, devido à sua alta
retenção de umidade e re-hidratação. Conclui-se que o grau de conservação do
colágeno é o indicador mais sensível para a interpretação de eventos post-mortem,
sendo o dano térmico o fator que acelera a degradação diagenética no ambiente.

Palavras-chave: Tafonomia. Bioerosão. Colagéno.Queima.Enterramento
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ABSTRACT

The tooth is a resistant material due to its composition of an inorganic matrix
(hydroxyapatite) and an organic matrix, whose main constituent is Type I collagen,
which is susceptible to degradation processes. Due to its resistance to post-mortem
processes, dental tissue is widely used in forensic and archaeological science.
Taphonomy studies post-mortem alterations, with microbial action being the main
factor in degradation. The objective of this study was to use microscopic analysis and
other methodologies to identify collagen degradation and microstructural changes in
Sus scrofa domesticus teeth subjected to distinct taphonomic scenarios (burning and
burial). Samples were divided into control and experimental groups, subjected to
burning (100ºC, 30 minutes after prior TGA analysis), burial (30 days in sandy and
clayey soil), and the combination of both. The thermogravimetric analysis results
established the critical range of collagen degradation, confirming that the maximum
decomposition peak is 341.17ºC, the value that initiates macroscopic weakening.
Microscopic analysis (HE) revealed that thermal damage caused condensation of
collagen fibers in the dentin, and burial induced a porous appearance in the
cementum, compatible with the initial stage of bioerosion. Dimensional assessment
demonstrated that intact teeth maintained stability, while those subjected to burning
showed fragility and became vulnerable to the environment. Significant alterations
occurred in the dimensions of the burned and buried group, especially in the clayey
soil, due to its high moisture retention and re-hydration. It is concluded that the
degree of collagen conservation is the most sensitive indicator for the interpretation of
post-mortem events, with thermal damage being the factor that accelerates
diagenetic degradation in the environment.

Keywords: Taphonomy. Bioerosion. Collagen. Burning. Burial.
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1. INTRODUÇÃO

Na ciência forense e na arqueologia, a análise de ossos e dentes

desempenha um papel importante na descoberta de narrativas históricas e na

facilitação da identificação de determinados indivíduos (Cambra-Moo, 2023). Entre

os diversos tecidos, ossos e dentes se destacam por sua resistência à

deterioração durante os processos post-mortem (Cambra-Moo, 2023; Goude,

2018). Essa durabilidade presente nos materiais ósseos permite a preservação de

informações biológicas e genéticas vitais por longos períodos, tornando as

principais escolhas para a recuperação de DNA, utilizada em investigações

criminais e estudos de processos evolutivos humanos ( Kontopoulos et al., 2016).

O dente se apresenta como um dos tecidos mais duráveis da natureza

devido à sua composição complexa e à sua organização estrutural hierárquica

(Chen, 2008). A hidroxiapatita compõe a maior parte inorgânica da massa dentária

(Ca10(PO4)6(OH)2), um mineral composto por cálcio e fósforo, que fornece

rigidez, dureza e resistência ao desgaste (Yousefi, 2014; Farazin, 2024). No

entanto, a fração orgânica, predominantemente colágeno tipo I, é importante para

a deformação do tecido e sua organização em arranjos estruturais específicos. O

colágeno é o principal componente orgânico da dentina e do cemento (tecido

mineralizado que reveste a raiz do dente), que mantém a integridade do dente ao

interagir com a dentina (Condon, 2022; Sone ,2023). A dentina é considerada

como uma estrutura mineralizada composta por uma matriz de colágeno que é,

em maior parte, colágeno tipo I. Este colágeno é responsável por 80-90% do

conteúdo da fração orgânica (Wiesmann, 2004). A dureza e as propriedades

mecânicas do osso e dos dentes provêm de dois mecanismos: alocação de

cristais de hidroxiapatita nas porções densafibrilar e alocação inter e/ou

extrafibrilar à matriz de colágeno (Yousefi, 2014).

A tafonomia investiga as alterações post-mortem que ocorrem em um

organismo (Nielsen-Marsh et al., 2007). Dentro desse campo, a diagênese

representa a fase mais relevante, englobando transformações físicas, químicas e

biológicas no ambiente de deposição após o sepultamento (Millard, 2001;

Guareschi, 2025). Vários fatores influenciam nos processos tafonômicos, dentre

eles os diferentes tipos de solo (Tumer et al., 2013). As características
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físicas, químicas e biológicas do solo variam, e estas regulam a velocidade e

padrão de degradação (Tumer et al., 2013). A degradação do colágeno ocorre de

três maneiras principais: degradação química, degradação de componentes

inorgânicos e, na maioria dos casos, degradação biológica por ação microbiana

(Kontopoulos et al., 2016). Diversos parâmetros, como pH e umidade, influenciam

tanto a taxa quanto o tipo de degradação, uma vez que podem alterar a atividade

microbiana e/ou as reações químicas nos colágenos (Christensen, 2014).

A histotafonomia, que estuda processos tafonômicos em escala

microestrutural, é fundamental para identificar a presença e a atividade de

microrganismos em ossos e dentes. Fungos geralmente formam túneis

ramificados na matriz, enquanto bactérias causam destruição focal microscópica

(MFD) por meio da reorganização mineral do tecido. Técnicas histológicas, como a

análise de secções finas, são essenciais para observar essas alterações

microestruturais post-mortem em esqueletos (Kontopoulos et al., 2016).

A degradação diferencial destas duas porções, mineral e orgânica, é um

aspecto chave nos estudos tafonômicos. Enquanto a porção mineral, a

hidroxiapatita, é mais resistente aos processos de degradação, o colágeno é mais

suscetível a alterações químicas e biológicas no ambiente (Quan, 2015;

Wiesmann, 2004). O principal vetor dessa degradação é a bioerosão, causada por

microrganismos como bactérias e fungos, que afetam diretamente a integridade da

matriz de colágeno. Essa atividade microbiana leva à formação de túneis e

destruições focais microscópicas (MFD), que comprometem a estrutura do tecido.

Por isso, a vulnerabilidade do colágeno o torna um marcador ideal para a

avaliação do estado de preservação do dente, uma vez que sua degradação é um

dos primeiros e mais evidentes sinais de alteração do tecido em um ambiente de

enterramento (Kontopoulos et al., 2016).

Para simular experimentalmente a degradação natural, os tecidos animais

têm sido frequentemente utilizados em estudos tafonômicos (Micozzi, 1986;

Fagundes et al., 2015). Nesses estudos, um modelo comum é o porco doméstico

(Sus scrofa domesticus) devido à sua similaridade anatômica, histológica e dental

em comparação com os humanos (Bonney et al., 2011; Matuszewski, 2020). O

aparelho dentário, especialmente a dentição molar,
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apresenta proporções, espessura do esmalte e morfologia de coroa semelhantes

(Sova, 2018). Apesar do modelo ser amplamente utilizado, há uma escassez de

investigações abrangentes que analisem as modificações microscópicas e a taxa

de degradação do colágeno dentinário de Sus scrofa domesticus expostos a

períodos controlados de enterro e queima. A realização desse estudo se faz

necessária na literatura atual e pode agregar informações relacionadas aos

processos de degradação dentária e estimativa do intervalo post mortem em

diferentes contextos forenses e arqueológicos (Ribéreau-Gayon, 2018).

Analisar dentes queimados possui relevância forense e arqueológica, pois a

exposição a altas temperaturas causa alterações significativas na sua estrutura

(Haglund & Sorg, 2001). O calor extremo leva à perda do componente orgânico, o

colágeno, e a um aumento do tamanho dos cristais de hidroxiapatita, tornando o

material mais frágil e suscetível à fragmentação (Waterhouse, 2013). Essa

degradação térmica, portanto, representa uma via tafonômica distinta que altera a

composição do dente de maneira irreversível, contrastando com os processos de

degradação em ambiente de enterramento.

Os experimentos termogravimétricos são procedimentos do laboratório de

materiais que avaliam as alterações físico-químicas de uma amostra pela

perda/pseudoperda de massa em função da temperatura, principalmente em altas

temperaturas. A termogravimetria é uma técnica em que esse procedimento é feito

em atmosfera controlada (mesmo vácuo ou mesmo gás). Esta técnica tem sido

muito utilizada nas análises de biomateriais (LIN et al., 2013). Na pesquisa forense,

a TGA se tornou um recurso confiável para examinar dentes e ossos, por meio da

caracterização de pico de decomposição térmica e perda de massa em diferentes

condições. Esta técnica tem sido ideal na análise para estimar idade óssea, na

identificação de alterações térmicas em tecidos cremados (Raja et al., 2009;

Lozano-Peral et al., 2019) e na quantificação das transformações químicas que

ocorrem em tecidos submetidos a períodos de enterramento (Menon et al., 2011).

No entanto, não existem estudos suficientes na literatura sobre o uso de TGA feitos

com dentes de porcos no campo arqueológico e forense buscando relacionar a

degradação do colágeno.
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É conhecido que as propriedades físico-químicas dos diversos tipos de solo

têm um papel importante no processo de decomposição de materiais orgânicos

(Lessa, 2017). A depender de fatores como pH, porosidade e umidade, diversos

microrganismos podem habitar diferentes tipos de solo. Essa interação tem um

impacto direto nos processos de decomposição e degradação. Assim, os estudos

nessa área ainda são limitados, criando oportunidades para pesquisas inovadoras

que busquem analisar as alterações macroscópicas e microscópicas de dentes

submetidos à queima e sepultados de Sus scrofa domesticus para analisar a

bioerosão e a degradação do colágeno nesse tecido. Portanto o objetivo do estudo

é analisar as alterações de dentes queimados e enterrados de Sus scrofa

domesticus para avaliar a degradação do colágeno e bioerosão neste tecido no

período de 30 dias.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar as alterações de dentes queimados e enterrados de Sus scrofa

domesticus para avaliar a degradação do colágeno e bioerosão neste tecido no

período de 30 dias.

2.2 ESPECÍFICOS

1. Obtenção dos dentes Pré-Molares 2, 3 e 4 e Molar 1 da mandíbula de

Sus Scrofa domesticus;

2. Aplicar técnica de Termogravimetria (TG) para estabelecer a temperatura

de queima dos dentes;

3. Comparar alterações tafonômicas macroscópicas dos dentes pré-queima

e pós-queima;

4. Analisar possíveis evidências de bioerosão e tunelamento bacteriano e

fúngico após desenterramento através da coloração Hematoxilina e eosina (HE);
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3. REVISÃO DA LITERATURA

3.1 DENTES : IMPORTÂNCIA FORENSE E ESTRUTURAL

Os dentes possuem em sua composição elementos que conferem dureza e

rigidez, são materiais essenciais para a identificação humana em contextos

forenses e arqueológicos. Entretanto sua microestrutura é suscetível a alterações

histológicas post-mortem, decorrentes de processos diagenéticos (Collins et al.,

2007). No contexto arqueológico forense, a análise das microestruturas é de suma

importância devido a sua robustez estrutural que permite a preservação de

informações biológicas cruciais, mesmo após longos períodos de enterramento ou

exposição a condições extremas. Dessa forma a preservação de tecidos dentários

faz com que o dente seja uma fonte primária de material para a reconstrução de

contextos post-mortem quando outros tecidos moles já estão degradados (Higgins;

Austin, 2013; Shah et al., 2018; Nayyer; Jaiswal, 2022).

A odontologia forense é um campo crucial da ciência forense. A relevância

desta área é evidenciada pela sua capacidade de fornecer informações essenciais

para a identificação humana, sobretudo em situações nas quais outros métodos se

mostram inviáveis (Vlasiadis ; Koutsamani, 2022; Emam, 2023). A utilização dessa

área para investigação forense é relatada desde a antiguidade, com aplicações

que datam do reino da Mesopotâmia (Código de Hamurábi, antes de 1729 a.C.)

(Kaić, 1997). No entanto, o seu desenvolvimento como disciplina científica e a sua

integração formal nos sistemas legais modernos começaram a se consolidar

significativamente pela primeira vez pelo Dr. Oscar Amoedo, considerado o pai da

Odontologia Forense, que utilizando as características bucodentais, realizou a

identificação de várias vítimas do incêndio da Ópera de Paris, França, no ano de

1897 (Patidar et al., 2010). Desde então, a Odontologia Forense tornou-se uma

especialidade, definindo padrões confiáveis para identificar corpos através do uso

dos dentes.

A análise histológica dos dentes é essencial na ciência forense,

principalmente em cenários que envolvem restos humanos carbonizados ou

sepultados, onde outros métodos de identificação podem ser inviáveis. O dente é

composto por esmalte, dentina e cemento sendo a hidroxiapatita e o colágeno tipo
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I seus principais constituintes inorgânico e orgânico, respectivamente. (Guareschi

et al., 2024) A junção desses elementos confere rigidez e dureza ao dente.

Contudo, a degradação desses componentes, em especial a matriz orgânica rica

em colágeno tipo I, é sensível a diversos fatores ambientais, como temperatura,

umidade, pH e atividade microbiana do solo. Dessa forma, a avaliação da

degradação do colágeno tipo I, oferece informações importantes sobre o intervalo

post-mortem e as condições ambientais a que o corpo foi submetido, como

queima e enterramento (Mazzotti et al., 2020).

O processo de queima influencia diretamente no grau de degradação das

microestruturas dentárias. A carbonização da dentina, por exemplo, resulta em

alterações estruturais e de cor que podem ser quantificadas tanto pela

microscopia quanto por métodos complementares (Peer; Sarig, 2023). Nesse

contexto, a análise colorimétrica é de suma importância, permitindo avaliar as

mudanças de cores induzidas pelo calor para estimar as temperaturas a que os

dentes foram submetidos. As alterações de cor progridem de tons

amarelados/castanhos para preto e, subsequentemente, branco ou cinzento,

dependendo da temperatura e do tempo de exposição, servindo como um

importante parâmetro na identificação forense (Nuzzolese et al., 2021).

No contexto de enterramento a análise histológica é igualmente importante,

dada a composição dentária que confere resistência a vários processos de

degradação. Contudo, o ambiente do solo afeta a preservação desses tecidos

dentários devido à ação de fatores como a umidade, pH e a atividade microbiana

(Mello et al., 2017). Um dos principais mecanismos dessa degradação é causado

por microrganismos presentes no solo, como bactérias e fungos. Esses são

capazes de secretar enzimas que aceleram a quebra das fibras de colágeno,

alterando a estrutura e composição dos tecidos dentários (Guareschi et al., 2024).

Além de fornecer dados cruciais sobre o intervalo post-mortem e as

condições ambientais, a análise dentária é fundamental para a estimativa do perfil

biológico dos indivíduos. A utilização dos dentes para esse fim tem sido

consolidada há mais de dois séculos. A descrição das características

morfométricas e morfológicas dos elementos dentários, por exemplo, possibilita a

estimativa da idade e da diagnose do sexo, mesmo a partir de restos

biológicos altamente
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degradados. Para tal, diversas abordagens são empregadas, como a observação

da odontogênese, a remodelação histológica e a avaliação de alterações ligadas

ao uso, como o desgaste dentário e as mudanças na microestrutura da Dentina e

do Cemento (Marinho et al., 2006). Para diagnose do sexo, métodos não

destrutivos como a tomografia computadorizada de feixe cônico são cada vez

mais utilizadas.

3.1.1 Composição E Microestrutura Dentária

O dente é composto por vários tecidos, cada um com uma composição

específica que contribui para a sua funcionalidade geral. A junção das macro e

microestruturas dentárias conferem as durabilidades necessárias (Chen et al.,

2008) Contudo, o maior responsável por essa característica é a hidroxiapatita

(Ca₁₀ (PO₄)₆ (OH)₂), um mineral de fosfato de cálcio que confere rigidez e dureza

aos dentes. Em contrapartida, a porção orgânica desempenha um papel crucial na

flexibilidade e na integridade estrutural do tecido dentário, especialmente na

dentina e no cemento, tendo como principal componente o colágeno tipo I

(Condon, 2022).

Macroscopicamente, o dente é dividido em coroa e raiz. A coroa, porção

visível acima da linha da gengiva, é composta principalmente pelo esmalte, um

tecido duro e mineralizado. A raiz, por sua vez, está imersa no osso alveolar e

sua superfície é revestida por cemento, um tecido mineralizado cuja sua principal

função é ancorar o dente ao osso alveolar (Goldberg et al., 2011). A dentina

constitui a maior parte da estrutura dentária, localizada sob o esmalte na coroa e

sob o cemento na raiz, Macroscopicamente, a dentina é caracterizada pela sua

cor amarelada e por ser mais macia que o esmalte, e mais dura que o osso. Já

em sua estrutura microscópica, a dentina é um tecido calcificado atravessado por

milhares de túbulos dentinários que se estendem da polpa até a junção

amelodentinária (JAD) ou cementodentinária (JCD) (Passos et al., 2017; Goldberg

et al., 2011).

ESMALTE

O esmalte compõe a camada mais externa que reveste a coroa, com uma

espessura que varia entre 2,0 a 3,0 mm. É um material acelular formado por uma

matriz calcificada e altamente organizada sendo derivado do epitélio e produzido

por células denominadas ameloblastos, células as quais participam do processo
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de biomineralização mediado pela matriz, conhecido como amelogênese. A

primeira etapa deste processo é a produção da matriz e ocorre após a formação

da dentina com a deposição da matriz orgânica do esmalte na superfície da

dentina recém-formada. Esta matriz proteica orgânica é proveniente da atividade

do Retículo Endoplasmático Rugoso (RER), do Complexo de Golgi e de grânulos

secretores. Os ameloblastos permanecem neste estágio secretor até a formação

total do futuro esmalte. A maturação da matriz ocorre em seguida com a remoção

do material orgânico, acompanhada do influxo contínuo de fosfato e cálcio no

esmalte em amadurecimento. Os ameloblastos em estágio de maturação se

diferenciam dos ameloblastos secretores e passam a atuar como um mecanismo

de transporte, movimentando componentes para dentro e para fora do esmalte em

mineralização (Ross;Pawlina, 2011).

hidroxiapatita, é a responsável pela rigidez e dureza. Sua função primária é

proteger as partes internas do dente do desgaste mecânico e de ataques químicos,

como os ácidos (Liu, 2023; Davies, 2024). Estruturalmente o colágeno tipo I não

faz parte da composição, sendo composto por cristais não estequiométricos de

carbonato de cálcio sob a forma de hidroxiapatita altamente organizados em

prismas, o que explica sua dureza e resistência (Müller et al., 1998). Cada prisma

estende-se ao longo da estrutura, desde a junção dentina-esmalte (JDE) até a

superfície externa do esmalte, apresentando uma conformação característica de

“buraco de fechadura” (Ross; Pawlina, 2011.; Gaeta, 2021).

Figura 1 : Estrutura do Dente e Detalhe da Microestrutura do Esmalte.
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Fonte: Adaptado de WU (2024).

(a) Esmalte mostrando Linhas de Retzius e Linhas Incrementais; (b) Detalhe dos Bastões de

Esmalte e Estrias Cruzadas; (c) Representação tridimensional da organização dos cristais de

hidroxiapatita.

Microscopicamente o esmalte apresenta microestruturas, como as linhas

transversais e as Linhas de Retzius, que evidenciam processos de crescimento e

mineralização. Contudo, devido à sua natureza rígida, a exposição a condições de

alta temperatura pode induzir o surgimento de rachaduras, servindo como um

importante indicador de exposição térmica em contextos forenses.

CEMENTO

O cemento é um tecido mineralizado que recobre a raiz do dente, sendo

produzidos pelos cementócitos. Sua composição é de 40-50% de material

inorgânico (sendo o principal componente a hidroxiapatita) e 50- 55% de matéria

orgânica e água. A matriz orgânica é composta majoritariamente por colágeno tipo

I, juntamente com outras proteínas não colágenas. A estrutura do cemento permite

a capacidade de desempenhar funções vitais como: a ancoragem da raiz no osso

alveolar através do ligamento periodontal, o reparo e regeneração da superfície

radicular, e a compensação da reabsorção radicular (Couoh et al., 2024). Essa

ancoragem, realizada pelas Fibras de Sharpey, é detalhada na Figura 2.

Figura 2. Eletromicrografia das Fibras de Sharpey

Fonte: Ross e Pawlina, 2011
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Contudo, a depender da composição, o cemento é classificado em dois

tipos principais: cemento acelular de fibras extrínsecas (CAFE) e cemento celular

de fibras intrínsecas (CCFI), conforme visualizado na Figura 3. O tipo CAFE é

encontrado na porção cervical dos dentes e é composto principalmente por fibras

de colágeno de Sharpey, que são as extremidades inseridas das fibras do

ligamento periodontal. Possui como características a síntese que ocorre de forma

lenta e sem a presença de células dentro da matriz mineralizada (Couoh et al.,

2024).O CCFI é encontrado na parte apical da raiz do dente e contém

cementócitos, que são células semelhantes aos osteócitos encontradas no osso.

Diferentemente do CAFE, esse tipo de cemento se forma mais rapidamente e

possui uma matriz fibrilar menos organizada (Yamamoto, 2016).

Figura 3. Classificação e Localização Histológica dos Tipos de Cemento.

Fonte: Adaptado de Wu et al. (2024)

AEFC - Cemento Acelular Extrínseco de Fibras; CIFC - Cemento Celular Intrínseco de Fibras; CMSC
- Cemento Misto Estratificado Celular; CDJ - Junção Cemento-Dentina

DENTINA

A dentina constitui a maior parte da estrutura dentária, e têm como função

estabelecer um suporte ao esmalte e proteger a polpa de estímulos nocivos. Sua

composição envolve constituintes orgânicos, composto principalmente pelo

colágeno tipo I e inorgânicos que consistem em cristais de hidroxiapatita (Souza et

al., 2022). Em uma visão macroscópica, a dentina forma o corpo principal do dente

e circunda a câmara pulpar, a qual contém os vasos sanguíneos, nervos e tecido
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conjuntivo. A junção amelodentinária (JAD) formada pela junção da dentina e do

esmalte, é caracterizada por conferir resistência estrutural do dente (Goldberg et

al., 2011).

Existem três principais classificações da dentina, que se baseiam no

momento da sua formação: a dentina primária é formada durante o

desenvolvimento do dente, antes do fechamento apical; a dentina secundária é

formada após o fechamento apical e continua a ser depositada ao longo da vida;

por fim, a dentina terciária, conhecida como reacional, é formada em respostas a

estímulos como cáries, trauma ou desgastes (Goldberg et al., 2011). Em uma

perspectiva microscópica, a dentina é caracterizada por possuir túbulos

dentinários, que se estendem da polpa até a junção amelodentinária. Essa

estrutura tubular é importante devido a função sensorial do dente e para a

resposta a estímulos (Liu et al., 2023). Outra classificação é atribuída à dentina

com base na sua relação com os túbulos: a dentina intertubular, localizada entre

os túbulos dentinários e composta por colágeno tipo I e hidroxiapatita, e a dentina

peritubular, que difere por ser altamente mineralizada, sem a presença de

colágeno e circundam os túbulos dentinários (Bertassoni et al., 2011).

As microestruturas da dentina podem ser afetadas por diversas condições,

sejam elas patológicas ou relacionadas a processos tafonômicos. Essas variações

morfológicas nos túbulos, como o estreitamento peritubular e a oclusão, são

visualizadas pela microscopia eletrônica de varredura (MEV), como ilustrados na

figura 4

Figura 4. Micrografias Eletrônicas de Varredura (MEV) de Túbulos Dentinários:

Comparação entre Condição de Controle e Estreitamento Peritubular.
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Fonte: Adaptado de Hegazy et al. (2023). O painel B apresenta túbulos dentinários em condição de

controle (túbulos abertos). O painel C ilustra o Estreitamento da Dentina Peritubular (Peritubular

dentin narrowing), evidenciando a redução do lúmen tubular em resposta a estímulos.

No contexto forense a análise das microestruturas da dentina é utilizada

para a diferenciar de dentinas de animais. O diâmetro dos túbulos dentinários,

espessura das dentinas peritubular e intertubular são parâmetros usados nessa

comparação (Bertassoni et al., 2011).A análise da espessura da dentina residual é

crucial para determinar a integridade estrutural dos dentes (Bertassoni et al., 2011).

COLÁGENO TIPO I

O colágeno é uma proteína fibrosa encontrada em grande quantidade na

matriz extracelular. É uma família de proteínas relacionadas, geneticamente

diversa e são classificados em 18 tipos, tendo suas subunidades (cadeia alfa)

codificadas por diferentes genes. A dentina e outras estruturas dentárias tem

como principal composição o colágeno do tipo I , que além de ter uma quantidade

majoritária na composição estrutural do dente, está presente na pele, tendão e

outros tipos de ossos (Vargas et al. 2000).

A síntese dessa proteína é promovida principalmente através dos

odontoblastos que secretam o pró colágeno tipo I, após a secreção essa molécula

é clivada por meio de enzimas extracelulares chamadas colagenases e são

liberados na corrente sanguínea. Esse processo de quebra forma as moléculas de

fibrilas colágenas, que por sua vez se agregam e constituem as fibras colágenas

(figura 5). Em uma perspectiva microscópica a molécula de colágeno é

caracterizada como um bastão pequeno e rígido, formado por três cadeias

polipeptídicas que se entrelaçam formando uma tripla hélice. Essa estrutura é

responsável pela rigidez,solidez e estabilidade do colágeno (Vargas et al. 2000)..
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Figura 5.Síntese e Formação da Fibrila de Colágeno

Fonte: Adaptado de Vargas et al., (2000). O esquema ilustra a síntese do colágeno tipo I, iniciando

com a produção do pró-colágeno no interior do odontoblasto (ou fibroblasto), sua secreção, clivagem

em tropocolágeno e, por fim, a auto-organização extracelular em fibrilas maduras, que compõem a

matriz orgânica da dentina.

Relacionado a dentina, a principal função do colágeno tipo I é manter a

flexibilidade e a integridade. A estrutura organizacional do dente demonstra a sua

importância, com a organização na dentina intertubular e peritubular contribuindo

diretamente para a resistência do tecido. Microscopicamente, as fibrilas de

colágeno intertubular, que constituem a matriz, são organizadas, mineralizadas e

menores do que as fibras de colágeno encontradas nos túbulos dentinários (Sone;

McCulloch, 2023). A disposição dessas fibras altera de acordo com a idade:

dentinas jovens têm a maioria das fibras alinhadas com os eixos fibrilares

dominantes, apresentando menor agrupamento colagênico, enquanto na dentina

envelhecida observa-se um menor número de fibrilas alinhadas e maior

agrupamento ( Henriksen; Karsdal,2019).

No contexto forense a avaliação do colágeno é de suma importância devido

à sua resistência à degradação e à capacidade de fornecer informações cruciais

sobre idade, dieta e origem (Henriksen; Karsdal,2019). A análise da degradação

do colágeno pode ser utilizada para estimar o tempo decorrido desde a morte,

avaliar as condições de preservação dos restos e identificar possíveis traumas.

Diferentes processos são responsáveis pela divergência de degradação. Em um

cenário de enterramento, a ação enzimática de microrganismos presentes no solo,
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como bactérias, leva à quebra das ligações do colágeno e,

consequentemente a bioerosão que tem como uma das consequências a

formação de túneis na dentina (Gursoy et al., 2013). Da mesma forma, a

desmineralização em solos ácidos expõe a rede de colágeno, tornando-a

suscetível à hidrólise e a ataques microbianos. Em contraste, ambientes secos,

frios e alcalinos inibem a atividade microbiana e enzimática, favorecendo a

preservação do colágeno por longos períodos. Em um cenário de queima, as altas

temperaturas causam contração e desnaturação da tripla hélice de colágeno,

levando a microfissuras e alterações morfológicas (Hu et al., 2018). Apesar da

destruição completa do colágeno em altas temperaturas, a estrutura dental

protege a polpa de degradação imediata, tornando o DNA da polpa uma fonte vital

de identificação em vítimas carbonizadas (Gursoy et al., 2013).

3.1.2 Alterações Sofridas Pelo Dente Após Exposição Ao Calor

As alterações morfológicas e histológicas sofridas pelos dentes após a

exposição a altas temperaturas são de grande importância na odontologia forense.

Apesar da estrutura dentária conferir resistência dos dentes ao calor, em

determinadas temperaturas algumas características surgem, como : mudanças de

cor, estrutura tecidual e morfológicas. Dessa forma, ao analisar determinados tipos

de características no dente, pode se estabelecer uma previsibilidade se essa

estrutura foi submetida a queima ( Albuquerque Neto et al., 2015).

A exposição de dentes a altas temperaturas induz uma série de alterações

morfológicas. Em uma análise macroscópica uma das alterações mais relevantes

é a mudança de cor, que varia de esbranquiçado a tons de cinza ou preto, sendo

relacionada proporcionalmente com a temperatura e a duração da exposição

(Beach; Passalacqua; Chapman, 2015). A alteração colorimétrica é guiada pelo

aumento da temperatura: a cor preta e marrom é devido à carbonização da

matéria orgânica, e a cor acinzentada ou azulada está relacionada ao processo de

calcinação. Além dessa mudança de cor, outras características estão relacionadas,

como: rachaduras e fraturas na superfície do esmalte. Estas alterações estruturais

ocorrem devido à desidratação e à expansão diferencial dos tecidos dentários

(Sharma, 2020). Em temperaturas muito elevadas ocorre uma redução do
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tamanho do dente, devido à perda de material orgânico e à calcinação. O dente se

torna quebradiço por conta da mudança da textura.

Um estudo conduzido por Shamma e colaboradores no ano de 2020 visou

verificar a integridade estrutural do dente pós o processo de queima. O estudo

utilizou dentes humanos (pré molares) divididos em um grupo controle (não

restaurados) e grupos restaurados com diferentes materiais. Os espécimes foram

submetidos a ciclos de temperaturas controladas em um forno cerâmico, nas

seguintes faixas: 200°C, 400°C, 600°C, 800°C, 1000°C e 1200°C. Após cada ciclo,

as amostras foram removidas e analisadas macroscopicamente e por

estereomicroscopia. Os resultados demonstraram que as alterações morfológicas

e dimensionais da estrutura dentária são diretamente proporcionais à elevação da

temperatura.

Os dentes que foram submetidos à faixa de 200°C apresentaram alterações

na sua coloração, resultando em uma cor claro-amarelado, indicando o início das

modificações estruturais. A partir de 400°C foram observados a cor marrom ou

preta, e, além das alterações colorimétricas a integridade foi afetada,

apresentando fissuras e rachaduras na superfície da raiz. Além disso, a

fragmentação da coroa começou a ser vista na maioria dos dentes. Elevando a

temperatura para 600°C, a fragmentação da coroa foi evidente, porém a raiz

permaneceu intacta com uma coloração marrom escuras e manchas pretas. Os

elementos restaurados como o amálgama e a resina composta também

apresentaram alteração na sua coloração. Ao atingir 800°C, a cor da coroa e da

raiz do dente não restaurados tornou-se cinza-azulada,e em relação aos dentes

restaurados o amálgama permaneceu estruturalmente estável. Por fim, a

resistência foi observada em seu limite superior, onde o amálgama foi o único

material restaurado capaz de ser identificado em até 1200°C, enquanto os demais

materiais restauradores foram degradados ou obtiveram descoloração total. Tais

alterações progressivas são essenciais para estimar a faixa de temperatura e o

intervalo de tempo post-mortem , auxiliando no processo de identificação

odontológica.

Em uma perspectiva microscópica é possível obter informações mais

detalhadas sobre o efeito do calor nos tecidos dentários. O calor causa
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desorganização na matriz mineral do esmalte e dentina. A orientação normal da

hidroxiapatita é alterada, resultando em uma estrutura menos organizada (Peer ;

Sarig, 2024) O colágeno e a dentina são perdidos. Esta perda de material orgânico

favorece a fragilidade dos dentes queimados , o que leva a rachaduras e fissuras.

A dentina pode apresentar alterações como a formação de microfissuras e a

obliteração dos túbulos dentinários (Peer ; Sarig, 2024). O nível desse tipo de

alteração pode indicar a intensidade da exposição ao calor.

Pol e Gosavi em 2014 conduziram um estudo para avaliar como diferentes

tecidos dentais reagiram a altas temperaturas. Com uma temperatura já

estabelecida as amostras foram aquecidas e deixadas por 15 minutos dentro do

forno, em seguida foram expostas à temperatura ambiente. As amostras foram

analisadas microscópicamente e observaram pequenas rachaduras no esmalte e

no cemento a uma temperatura de 200°C, contudo a dentina permaneceu

inalterada. Ao submeter a uma temperatura de 400°C , a junção amelocementária

(JAC) apresentou rachaduras e, na dentina, essa alteração foi observada de modo

menos intenso. Quando exposto à temperatura de 600°C, o esmalte teve

rachaduras em toda sua extensão. De forma semelhante, o cemento intensificou

as rachaduras, com exposição da dentina subjacente. A dentina por sua vez

intensificou as alterações estruturais nessa faixa de temperatura, e teve como

consequência a redução do diâmetro dos túbulos dentinários. Em 800°C, o

cemento demonstrou uma alteração na sua forma, tendo um aspecto de “favo de

mel” e o esmalte fundiu algumas zonas, por sua vez a dentina apresentou debris

cobrindo os túbulos dentinários. Por fim, ao atingir a temperatura máxima de

1000°C, houve perda da massa do esmalte, a dentina teve uma redução no

tamanho e zonas fundidas e o cemento tornou-se indetectável.

Dessa forma, a análise integrada da estrutura macroscópica e microscópica

dos dentes submetidos à queima constitui uma ferramenta indispensável na

identificação forense. A comparação das características dentárias pré e pós-

queima é fundamental no contexto forense, não apenas confirmando a exposição

ao calor, mas também fornecendo informações cruciais sobre as condições às

quais o indivíduo foi submetido, como a duração e a intensidade da temperatura
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3.2 TAFONOMIA E PROCESSOS DE DEGRADAÇÃO

3.2.1 Conceitos De Tafonomia

De modo geral a tafonomia é um campo científico que visa investigar os

eventos que ocorrem com os restos de organismos post mortem, desde a

decomposição inicial até a sua preservação final (Roberts; Dabbs, 2015). Contudo,

o conceito e o foco dessa disciplina variam conforme a área de aplicação. Na

arqueologia, por exemplo, Renfrew e Bahn em 1991 descreveram a tafonomia

como “o acesso ao que aconteceu a um objeto ou organismo entre a sua

deposição e a sua recuperação”. Já na paleobiologia os pesquisadores

Behrensmeyer e Kidwell (1995) afirmaram que é o estudo do processo,

preservação e como eles afetam a informação. Por fim, no campo forense, a

definição de tafonomia é dada por Haglund e Sorg (1997), caracterizada pela

capacidade de reconstruir as circunstâncias antes e depois da decomposição, e

discriminar os produtos do comportamento humano daqueles criados pela biologia

terrestre, física e química (Schotsmans; Márquez-Grant; Forbes, 2017). Essa

abordagem específica no contexto legal permite diferenciar agentes naturais de

ações criminosas que afetam os restos humanos.

Historicamente, a tafonomia está diretamente associada ao pesquisador

russo Ivan Efremov, que dedicou anos de pesquisa a análises de fósseis, onde

realizou interpretações tafonômicas na intersecção entre biologia e geologia. Em

1940 Efremov defendeu que a tafonomia era o estudo da transição dos restos

mortais da biosfera para a litosfera, sendo o marco inicial da aplicação em

diversas áreas afins, como antropologia , arqueologia, geologia e biologia. Apesar

dessa disciplina estar conceitualmente relacionada ao pesquisador russo a sua

aplicação no contexto forense se consolidou a partir de estudos no campo da

antropologia forense. Rodriguez e Bass (1985) utilizou técnicas antropológicas em

sua pesquisa, visando a recuperação de restos humanos em cenas de homicídios,

dessa forma estabelecendo um precedente crucial no ramo forense. Contudo, a

efetividade da necessidade da tafonomia em um contexto forense foi dada por

Haglund et al. (1988,1989). Estes autores mostraram relevância na análise de

artefatos de marcas dentárias e a preservação de ossos em esqueletos humanos
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danificados por animais, assim destacando a importância de distinguir traumas

ante-mortem de modificações post-mortem. A partir desse cenário a ciência

forense passou a ser associada a tafonomia, incorporando métodos de áreas

como arqueologia e paleontologia.

Com a crescente aplicação no contexto legal, o campo da tafonomia

forense necessitou de organização para interpretar os diferentes fatores que

interferem no corpo humano post-mortem. A formalização e categorização das

influências bióticas e abióticas foi estabelecida por Nawrocki em 1995, que afirmou

ser a tafonomia forense indispensável para a reconstrução da história de

cadáveres humanos. O autor classificou o campo em: biotafonomia e

geotafonomia. A biotafonomia está associada a variáveis bióticas e abióticas que

influenciam a decomposição, incluindo fatores como ação de vertebrados,

invertebrados e a própria decomposição dos tecidos moles. Já a geotafonomia,

por sua vez, investiga como a decomposição de um corpo afeta ou modifica o solo

e o meio circundante. Tal classificação é essencial na odontologia forense, pois

permite analisar a influência do meio circundante e do solo nos tecidos

mineralizados.

Em suma, a tafonomia forense, evoluída do conceito paleontológico de

Efremov (1940) sobre a transição da biosfera para a litosfera, estabeleceu-se

como uma disciplina crucial e multidisciplinar nas ciências forenses. Seu principal

objetivo, conforme definido por Haglund e Sorg (1997), é reconstruir as

circunstâncias post-mortem e discriminar as modificações resultantes do

comportamento humano daquelas causadas pelas forças biológicas, físicas e

químicas da Terra. A relevância desse campo reside na capacidade de mapear

todos os eventos tafonômicos que afetam os restos humanos. Para aprofundar

essa análise, o campo é dividido em estágios temporais e processuais. A

bioestratinomia, é o primeiro estágio, tratando dos eventos ocorridos entre a morte

e o sepultamento, cujos processos iniciais incluem a ação de decompositores e

agentes de bioerosão nos tecidos orgânicos e mineralizados.

O intervalo post mortem é definido como o tempo decorrido entre a morte

de um indivíduo e a descoberta e análise de seus restos (Ikpa et al., 2022),

considerada uma das principais aplicações na tafonomia forense, a precisão na
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estimativa é essencial, pois fornece de modo efetivo a hora próxima a morte, que

no contexto forense é essencial para a construção da narrativa de um crime.

Contudo o IPM apresenta uma série de desafio quando relacionado a estimativa

precisa, nesse contexto a precisão demandada é de dias ou semanas, ao passo

que modelos tafonômicos tradicionais podem ter uma janela de tempo de séculos,

por conta disso vários métodos são empregados a fim de atingir esse objetivo,

incluindo análise de microrganismo, como fungos, associados à decomposição

(Beaulieu et al., 2025), e a investigação da interação do cadáver com o ambiente

após a deposição, que tem sido realizada através da aplicação de geociências

(Beaulieu et al., 2025).

3.2.2 O Processo Tafonômico: Bioestratinomia E Diagênese

A tafonomia estuda a transição de restos orgânicos da biosfera para a

litosfera, englobando todos os processos que modificam os vestígios, desde a

morte de um organismo à sua descoberta. Tais alterações são divididas em:

bioestratinomia e diagênese (Garcia et al., 2020).

A bioestratinomia é a fase que ocorre desde a morte do organismo até seu

soterramento inicial. De acordo com o pesquisador russo Efremov (1940) a

bioestratinomia abrange todos os eventos que ocorrem com os restos de um

organismo desde a morte até o soterramento inicial, representa um estágio

essencial da tafonomia. Esta fase analisa como os restos são dispersos,

fragmentados e alterados no ambiente antes da deposição. Essas alterações

antes do sepultamento podem ocorrer por vários fatores, dentre eles: temperatura,

umidade, elementos climáticos e traumas mecânicos como pisoteamento que

podem levar ao desgaste desse material (Fernández-Jalvo et al., 2010). Contudo,

fatores antropogênicos, como queimar, cozinhar e ações de mordedura

influenciam na preservação do material. No contexto forense, a bioestratinomia

coincide com o intervalo post-mortem (IPM) de curto e médio prazo, tendo uma

relevância pois está relacionado com as principais modificações do material ,

sendo capazes de confundir a interpretação precisa da causa e das circunstâncias

da morte.

Os processos bioestratinômicos são categorizados em bióticos e abióticos,
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conforme estabelecido pela biotafonomia (Nawrocki, 1996). Os agentes bióticos

atuam na fase inicial de alteração, a principal alteração ocorre devido a ação de

microrganismo e invertebrados, que iniciam a decomposição de tecidos moles,

culminando na progressiva desarticulação do esqueleto (Bertoni-Machado, 2009).

Outros achados estão relacionados com a ação de vertebrados necrófagos, que

causa dispersão e introduz marcas dentárias nos ossos (Haglund et al.,1988,

1989), a análise da atividade de insetos também é de suma importância, pois a

partir da verificação de tipos de insetos,e larvas em um material, pode-se estimar

o IPM e identificar possíveis realocações.

Em contrapartida, os agentes abióticos introduzem modificações de

natureza físico-química , através do intemperismo. Este processo é influenciado

pela exposição a fatores ambientais, como a umidade, temperatura, vento e sol

(Behrensmeyer, 1978; Fernández-Jalvo et al., 2010), resultando na separação dos

constituintes ósseos e dentários (Bertoni-Machado, 2009). O grau de

intemperismo, correlacionado ao grau de desarticulação, é um indicador crucial

para a estimativa do IPM (Bertoni-Machado, 2009). A ação primária, seja ela

biótica ou abiótica, durante o processo da bioestratinomia é essencial, pois

prepara o terreno para a degradação subsequente dos tecidos duros, iniciando o

processo de bioerosão. Em suma, esse campo da tafonomia não se limita a

identificação de um indivíduo, mas a reconstrução dos eventos que afetaram os

restos humanos após a morte,definindo o estado de preservação antes do

soterramento final.

Com o sepultamento, inicia-se a segunda fase do processo tafonômico. A

diagênese é definida como o conjunto de alterações microscópicas de ordem

físico-químicas e biológicas, provocadas pela interação com águas subterrâneas,

sais minerais e atividades bioquímicas no solo (Goffer, 2007; Silva, 2014). Os

processos diagenéticos influenciam a preservação e a alteração de materiais

orgânicos e inorgânicos, tais processos incluem a substituição mineral,

recristalização , cimentação e alterações no espaço poroso, dessa forma afetando

a composição estrutural e química dos restos mortais. De acordo com Haglund e

sorg (1997, 2002) as alterações diagenéticas que ocorrem em vestígios humanos,

como ossos ou dentes é o terceiro passo de uma análise de processos que
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afetam os seres vivos desde os eventos que ocasionaram a sua morte. Os

processos diagenéticos promovem alterações que determinam a preservação

estrutural e química dos restos mortais. O grau dessas mudanças é o resultado da

interação entre a composição do material esquelético e as condições ambientais

prevalentes. Os ossos e dentes são compostos por materiais inorgânicos e

orgânicos, sendo a hidroxiapatita e o colágeno os principais constituintes

respectivamente.

Os processos diagenéticos são diversos e atuam simultaneamente,

podendo ser dividido em mecanismos químicos e mineralógicos, além de

alterações físicas e sedimentares. No contexto químico-mineralógico a dissolução ,

recristalização e substituição entram como os principais fatores que influenciam na

alteração (Santos; Sullasi; Silva, 2021). A dissolução é impulsionada pela acidez

do ambiente, onde os íons H+ quebram os fosfatos de cálcio dos ossos. Em

contrapartida, o material inorgânico é mais estável em solos alcalinos (Collins et al.,

2007). A recristalização ocorre devido a instabilidade da hidroxiapatita, na qual

elementos como flúor e carbonato são incorporados à estrutura molecular, o que

altera a composição original (Santos; Sullasi; Silva, 2021). Em paralelo, a

substituição é a troca de minerais pré-existentes por novos, formados in situ. Estes

mecanismos alteram profundamente a estrutura óssea, por exemplo, solos ácidos

promovem a dissolução e lixiviação do mineral ósseo, enquanto solos alcalinos,

embora protejam o mineral, aceleram a degradação do colágeno (Collins et al.,

2007).

Os processos sedimentares e físicos são caracterizados pela dinâmica que

os sedimentos exercem nos espaços porosos dos materiais. A compactação

envolve a redução do volume de poros e espaços vazios devido ao rearranjo de

partículas. Já a cimentação é o processo em que as partículas do material se

ligam devido a precipitação de novos sólidos transportados pela água subterrânea.

E por fim, a autogênese é a cristalização que ocorre em espaços vazios ou entre

sedimentos que resulta na formação de novos materiais (Santos; Sullasi; Silva,

2021).

As ações biológicas e hídricas levam a bioturbação, que é o revolvimento

(deslocamento ou mistura das cmadas do solo) de camadas de sedimentos pela

atividade de organismos vivos, sendo um processo que pode redistribuir
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contaminantes diagenéticos. Já a hidrólise acelerada é caracterizada pela

degradação do colágeno devido a quebra de suas ligações por conta da ação da

água que é intensificado pelo pH e temperatura (Hedges, 2002). Por fim, a

Bioerosão é o ataque microbiano ativo, deixando padrões como a Destruição

Microfocal (Turner-Walker & Jans, 2008).

Um estudo conduzido por Santos, Sullasi e Silva (2020) no Sítio

Arqueológico Pedra do Alexandre, no Rio Grande do Norte, teve como objetivo

central investigar os fatores que ocasionaram os processos diagenéticos em

amostras ósseas dessa localidade, além de verificar a viabilidade de datação

cronológica. O estudo surgiu após sucessivas tentativas de datação direta por

radiocarbono dessas amostras, que não foi concluída devido a insuficiência do

material orgânico, o colágeno. A fim de compreender o que ocasionou essa

degradação, os pesquisadores empregaram métodos como espectroscopia FTIR e

a difração de Raios X para avaliar o grau de alteração mineral e a perda de

colágeno. Em paralelo, a análise do pH dos sedimentos foi feita, associado aos

sepultamentos para contextualizar o ambiente químico

Os resultados desses estudos confirmaram que todo o conjunto de

vestígios ósseos do sítio havia sido diageneticamente alterado, apresentando

extensa recristalização mineral e severa perda de colágeno. Ademais a discussão

apontou para uma correlação entre as amostras mais alteradas e os sedimentos

com o pH próximo a neutralidade, dessa forma os autores concluíram que este

microambiente quase neutro foi ideal para uma intensa atividade microbiana, que ,

juntamente com a hidrólise, consumiu o colágeno ósseo.

Embora o estudo de Santos, Sullasi e Silva (2020) não retrate um contexto

forense, ele reflete um problema que afeta diretamente a tafonomia forense : a

degradação acelerada e a perda de colágeno, que invalidam métodos de

identificação e datação. Como observado no estudo, a intensa atividade

microbiana e outros fatores abióticos podem ocorrer em casos forenses com

longos intervalos post mortem . Esses processos diagenéticos afetam limitando a

análise de DNA , pois a perda de colágeno e bioerosão causam a fragmentação e

a degradação do DNA endógeno, e dificulta o viés de identificação, devido a

recristalização e a destruição da matriz orgânica que simulam um envelhecimento
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acelerado. Portanto, o estudo ressalta a importância do uso de metodologias para

análise diagênese como um pré requisito para o contexto forense.

3.2.3 Bioerosão e Ação Microbiana

A bioerosão é o processo de remoção de minerais consolidados ou

substratos pela ação direta de organismos (Neumann, 1966). Está relacionada

com o ambiente o qual o material está inserido, envolvendo vários biomas, desde

o fundo oceânico, até desertos áridos e ações de diversos microrganismos como

fungos e bactérias.

A composição óssea constituída principalmente de colágeno e minerais

conferem proteção a degradação, obtendo uma boa preservação (Trueman; Martill,

2002). Contudo, processos diagenéticos promovem alterações físico-química e

microestrutura na composição óssea, sendo influenciado pelo ambiente o qual

esse material está inserido. Um dos principais processos relacionados à

degradação é a bioerosão que promove mudanças histológicas que são

analisadas microscopicamente. Para a padronização quantificativa da alteração

histológica utiliza-se a Oxford Histological Index (OHI) (Hedges et al. 1995; Millard

2001). Se caracteriza por ser uma escala com seis categorias, que vai de 0 á 5. No

qual 0 é uma má preservação e 5 uma excelente preservação histológica.

De acordo com Hackett (1981), existem vários tipos de destruição

microscópica focal (MDF), que podem ser atribuídas à ação de fungos ou

bactérias. As alterações morfológicas por microorganismo foram descritas por

(Hackett., 1981; Pesquero et al., 2010; Turner- Walker et al., 2002). Essas

alterações são classificadas como destruição microscópica focal não Wedl

(NWMFD) e podem ser : linear longitudinal, brotamento e lamelar. As ações

bacterianas é uma das principais vias de destruição sendo dividida em três tipos :

Tunelamento linear longitudinal, que são caracterizados por pequenos focos

redondos em seções transversais que criam túneis irregulares (Hackett, 1981);

tunelamento brotado, que são focos arredondados e pontilhados que se

apresentam de forma irregular e por fim, o tunelamento lamelar, no qual os focos

desenvolvem um padrão das lamelas ósseas distinguindo-se pelo preenchimento

granuloso que reflete esse padrão (Hackett, 1981). Tais alterações morfológicas
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têm início nos canais vasculares e progridem preenchendo os ósteons, esse

processo ocorre de forma prematura durante a putrefação e passa a ser

continuado por bactérias do solo. Ademais, além das características dos tipos de

destruição focal, o ataque bacteriano causa a porosidade óssea, sendo

caracterizada pela redistribuição mineral da hidroxiapatita ao redor das áreas

destruídas (Turner-Walker et al., 2002).

Figura 6. Osso do fêmur preservado

Fonte: Adaptado de Pokines; L'Abbe; Symes, 2018. Fotografia microscópica evidenciando a

microestrutura óssea intacta sem sinais de Destruição Microscópica Focal (MFD). Esta condição

corresponde ao índice OHI 5 da escala Oxford Histological Index.

Figura 7. Destruição microscópica focal (MFD) com tunelamento bacteriano

(NWMFD)
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Fonte: Adaptado de Pokines; L'Abbe; Symes, 2018. Microscópica do tecido ósseo evidenciando a

ação bacteriana que causa a destruição microfocal (MFD). São visíveis o tunelamento longitudinal,

gemado e lamelar. Esta condição corresponde a uma preservação histológica baixa.

A ação fúngica está associada à formação de túneis ramificados na matriz

óssea (Turner-Walker e Jans, 2008). Sendo descrito pela primeira vez por Wedl

(1864). Posteriormente,(Hackett, 1981) formalizou a classificação desses túneis

que ele nomeou em homenagem a Wedl. Trueman e Martill (2002) identificaram

uma segunda morfologia, o Túnel de Wedl tipo 2, caracterizado por um diâmetro

menor. Historicamente , a bioerosão é ligada a ataque fúngico. O trabalho pioneiro

de Wedl (1864) trouxe consigo uma maior perspectiva da ação fúngica nos tecidos

ósseos enterrados, sendo assim, tradicionalmente aceito que fungos juntamente

com as bactérias causam bioerosão em ambientes terrestres (Hackett, 1981; Jans

et al., 2004). O processo de tunelamento ósseo ocasionado por fungos está

relacionado com o crescimento de suas estruturas, diferentemente de bactérias

que utilizam o material ósseo como fonte de nutrientes (Jans, 2008). Alguns

estudos, afirmam que não há evidências de que os fungos possuem o potencial de

destruir a microestrutura óssea utilizando os componentes desse material, como :

hidroxiapatita e colágeno (Kendall et al., 2018: 27–28; Turner-Walker, 2012: 167,

180).

Os fungos saprófitos são os principais causadores do tunelamento, que é

caracterizado por se apresentar na forma de túneis ramificados, que podem ser

finos, conhecidos como túnel de Wedl tipo 2. Tal característica é resultado da

absorção de componentes ósseos orgânicos e minerais solubilizados, associados

ao solo ácido. Esses fungos são obrigatoriamente aeróbios (Carlisle et al., 2001).

Dessa forma, as alterações fúngicas em ossos são um indicador confiável da

presença de oxigênio no ambiente soterramento no momento da alteração.

Portanto a ausência de tunelamento fúngico, pode sugerir um ambiente anóxico,

um dos fatores que influenciam na preservação de biomoléculas.

Um estudo conduzido por Galligane et al. (2019) teve como objetivo

analisar a intensidade e o padrão de ataque microbiano em restos ósseos de

sepultamento, no período do holoceno tardio, a fim de relacionar a destruição

microfocal (MFD) aos fatores ambientes. Os pesquisadores analisaram 25
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amostras humanas em três zonas distintas utilizando índices para a preservação

macroscópica (Macrostructural Preservation Index , MPI); preservação histológica

em cortes transversais (Oxford Histological Index, OHI) e a microscopia eletrônica

de varredura, a fim de identificar traços de MFD. O resultado da pesquisa revelou

uma intensidade de ataque bacteriano em regiões que possuem clima temperado,

com o OHI com valores abaixo de (0 e 3), atribuído a uma maior atividade

microbiana devido à temperatura mais elevada. Estatisticamente, não houve

correlação entre a preservação histológica com a macroestrutural, indicando que a

aparência externa do osso não é parâmetro para inferir a integridade

macroscópica. O grau de bioerosão teve um aumento de variação em solos

semelhantes, provando que a MFD é determinada por condições estritamente

locais e específicas de cada sepultamento. Por fim, a pesquisa confirmou uma alta

incidência de MFD em enterros secundários e em ossos faunísticos descartados,

corroborando com a ideia de que o ataque bacteriano só ocorre na presença de

tecidos moles iniciais, sugerindo que o osso pode ser atacado por microrganismo

do solo em qualquer momento.

O estudo de Kontopoulos et al. (2016) é fundamental por fornecer uma

base observacional em tempo real dos primeiros estágios da destruição

microscópica focal (MFD), este estudo teve como principal objetivo rastrear as

modificações microestruturais post mortem em restos ósseos, buscando

compreender a progressão do ataque microbiano e a influência na estrutura

histológica óssea. Os pesquisadores utilizaram amostras de ossos de porco (Sus

scrofa domesticus) e submeteram a diferentes condições tafonômicas controladas.

A metodologia principal nas análises foi feita por meio da microscopia de luz,

utilizando a luz plana e polarizada para avaliar a integridade da matriz orgânica. O

estudo identificou que o ataque microbiano inicial é focalizado, com o alargamento

e coalescência das lacunas dos osteócitos. A degradação do colágeno foi

comprovada por meio da análise da perda de birrefringência nas áreas afetadas

pela MFD, observada sob luz polarizada. Isso confirma que a destruição

microfocal ataca o mineral e o arcabouço orgânico do osso. Além disso, foi

observada a coexistência de túneis associados a fungos e bactérias em um

mesmo osso. Essa associação foi comprovada pela visualização de dois tipos de
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tunelamento : túneis de Wedl e NWMFD. Tal processo indica a complexidade da

bioerosão, que envolve uma ação combinada de diferentes tipos de

microorganismos. Por fim, o experimento reforçou que a análise macroscópica

juntamente com a microscópica podem diferir significativamente, validando a

necessidade da avaliação histológica independente da condição externa do

material.

3.3 FATORES AMBIENTAIS E SUAS CONSEQUÊNCIAS
NO TECIDO DENTÁRIO

3.3.1 O ciclo do nitrogênio e a degradação da matriz orgânica

A decomposição é um processo post-mortem que inclui a autólise

(degradação anaeróbica) e putrefação (degradação aeróbica) (Micozzi, 1991).

Vários fatores influenciam na destruição dos tecidos moles, como: ação das

bactérias, fungos e insetos, que promovem alterações de cor, evolução de gases e

processo de liquefação. A decomposição se dividem em algumas fases; a primeira

é caracterizada pela descoloração da pele, que ocorre devido à autólise, pois

permitem condições favoráveis para ação dos microrganismos provenientes do

trato gastrointestinal e do sistema respiratório, havendo a formação de ácidos

orgânicos e gases. Em seguida, ocorre a distensão do abdômen devido a

formação de gases intestinais que é causada pela fermentação microbiana , esse

processo ocorre na putrefação que é influenciado pela temperatura atmosférica,

pelo nível de humidade, pelo movimento do ar, pelo estado de hidratação dos

tecidos moles e o estado nutricional da vítima , a idade , e a respectiva causa de

morte (Pinheiro, 2006). Por fim, se estabelece a esqueletização que consiste na

perda de todos os tecidos moles, (Clark et al., 1997; Galloway, 1997; Pinheiro,

2006). sendo influenciado pela temperatura, pH, ação de microorganismo ,

animais vertebrados e inventebrados e pelo tipo de solo o qual o material está

exposto.

O ciclo do nitrogênio desempenha um papel fundamental na degradação

óssea post-mortem, através de interações da atividade microbiana e a

disponibilidade de nutrientes (Jaggers e Rogers, 2009). A umidade do solo, é um

dos fatores que influenciam na decomposição óssea, afetando a extensão na taxa
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de degradação. Os microrganismos presentes no solo participam no processo de

degradação atacando os resíduos orgânicos e decompondo seus componentes. A

partir desse processo, os microrganismos obtêm sua fonte primária de energia e

nutrientes, favorecendo um rápido crescimento. Contudo, quando ocorre a perda

deste material, a população microbiana declina e a mineralização dos tecidos é

estabelecida.

A priori, o nitrogênio requerido pelos microrganismos ao longo do processo

de decomposição advém do material orgânico. Porém, caso não contenha

quantidades suficientes para atender a demanda dos organismos decompositores,

a requisição ocorre através de fontes disponíveis do solo. Quando o nitrogênio

está no solo, sua forma mais comum é de polímeros complexos que não podem

ser absorvidos diretamente pelas plantas. Dessa forma é submetido por processos

de transformações microbianas até se tornarem disponíveis, essas alterações

sofridas pelo nitrogênio ocorrem através de ciclos, que incluem processos de

mineralização do nitrogênio, onde é convertido em formas inorgânicas, como

amônio que por conseguinte é oxidado a nitrato, em um processo denominado

nitrificação(Mattoo, Mallikarjuna e Hemachar, 2025).

O ciclo de nitrogênio está associado ao grau de degradação da matriz

orgânica dentinária (colágeno) através de dois mecanismos: amonificação,

caracterizado pela quebra do colágeno por proteasas microbianas (Hopkin et al.,

2000) liberando o nitrogênio orgânico na forma de amônio e amônia. Este

processo é associado a destruição microfocal que foi defendida por Galligani et al.

2019 e Kontopoulos et al., 2016, que nos estudos utilizou espécie de tecidos

suínos, verificando altas concentrações de amônia em uma análise tecidual post-

mortem. O processo de nitrificação e acidificação se dá pela conversão de amônio

em nitrato conduzido pelas bactérias nitrificantes, que libera íons de hidrogênio

(H+). Tal processo leva a acidificação, por conta do acúmulo de H+,

consequentemente acelerando a dissolução do material inorgânico, a

hidroxiapatita.

O Rácio carbono/nitrogênio (C/N) é a métrica padrão para avaliar a

autenticidade da matéria orgânica em decomposição. No solo, o microorganismo

adquire o nitrogênio através da decomposição, que por sua vez sofre
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influência na sua taxa devido a relação C/N original do material. No contexto da

degradação óssea, esse dado é fornecido pela análise da relação C/N do

colágeno. Resíduos que possuem C/N baixo se decompõem rapidamente e

promovem a liberação de nitrogênio. Já, resíduos com altas relações C/N podem

permanecer em estágios de decomposição parcial.(Keena et al., 2018).

Um estudo conduzido por Debruyn e colaboradores em 2021, teve como

principal objetivo determinar como seres humanos e suínos (Sus scrofa) afetam o

solo de forma semelhante, o estudo foi uma análise comparativa. A metodologia

foi determinada por dois ensaios comparativos realizados em diferentes estações

(inverno e verão), foram utilizados 5 corpos humanos e cinco carcaças suínas

monitorados sob as mesmas condições ambientais. Foram quantificados o pH,

temperatura do solo e analisados atividades microbianas, incluindo respiração e

atividade enzimática. Os resultados destacaram diferenças na decomposição

humana e suína, devido a diferença de alterações químicas e população

microbiana no solo, apesar da semelhança da massa corporal, especificamente,

os corpos humanos apresentaram maior variabilidade no pH e menor liberação de

amônio se comparado aos suínos. A diferença no fluxo de nitrogênio reforça que a

instabilidade do ambiente microbiano é o principal vetor ao ataque de amostras

humanas sepultadas, dentre elas, o colágeno dentário, que culmina em alterações

do rácio C/N.

3.3.2 Caracterização dos tipos de solos

O solo é um importante fator no processo de decomposição. É

caracterizado por ser formado por diversos constituintes, e variam tanto com

relação à sua espessura, quanto em relação às suas características, tais como

cor, quantidade, e organização das partículas de que são compostos (argila,silte e

areia), fertilidade, porosidade, entre outras carcateristicas. A formação do solo

ocorre devido a decomposição de rochas,que leva a formação de pequenas

partículas denominadas de partículas minerais, as quais são misturadas às

partículas orgânicas, provenientes da decomposição de pequenos animais e

restos de plantas. A diversidade de rochas leva a uma variedade no tipo de solo.

Contudo, outros fatores influenciam na formação do solo, como clima, organismos
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e o tempo. Basicamente a rocha tem seu tamanho reduzido pela ação do clima

(chuva,vento e temperatura) ação de organismos vivos (fungos, líquens, bactérias

e outros), Tais processos promovem adições, perdas, transportes e

transformações de material mineral e orgânico ao longo da formação, dessa forma

originando os diferentes tipos de solo (COELHO et al., 2013). As características

físico-químicas e biológicas são cruciais para análise tafonômica, determinando a

taxa e o padrão de decomposição de restos humanos.

A divergência na composição do solo são utilizadas na sua classificação, os

principais a serem analisados são: solos argilosos e arenosos, os quais

influenciam significativamente na degradação de ossos e dentes devido a textura,

pH e composição química (Oghenemavwe et al., 2022). O solo argiloso possui

uma alta proporção de partículas de argila, esta composição confere propriedades

como: retenção de água, baixa permeabilidade, capacidade de troca catiônica , pH

neutro ou alcalino. Já os solos arenosos, são compostos por partículas de areia, o

que resulta em uma alta permeabilidade, baixa retenção de água e pH ácidos

(Oghenemavwe et al., 2022).

3.3.3 Diferencial físico dos solos arenosos e argilosos na decomposição

Para a obtenção da diferenciação dos tipos de solos se utiliza a

granulometria, que é o parâmetro físico primário, além de avaliar as condições

ambientais que afetam a degradação cadavérica. Esta propriedade é determinada

pela proporção de areia (partículas entre 2 e 0,02 mm), silte e argila (partículas

menores que 0,002 mm) (Turner et al., 2016). A diferença no tamanho das

partículas gera consequências diretas na mineralogia e porosidade, que são

parâmetros físicos que atuam diretamente no suprimento de oxigênio, afetando a

presença de microrganismo no solo e propriedades químicas, como a capacidade

de troca catiônica.

Os solos arenosos possuem textura grossa e são ricos em minerais

primários, como o quartzo (silicato). Sua estrutura confere alta porosidade e alta

difusividade de gases (Carter; Tibbett, 2002). Dessa forma, promovendo uma

rápida perda de umidade, condição que leva a dessecação do material orgânico

em climas secos. O metabolismo dos microorganismos decompositores presentes
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no solo, são inibidos pelo processo de dessecação, o qual retarda as enzimas

hidrolíticas, podendo resultar na preservação natural do corpo (Micozzi, 1991). Em

contrapartida, um estudo conduzido por (Turner et al., 2016) demonstrou que, em

solo arenoso , a pele é completamente decomposta, porém, o tecido mole com

aspecto gelatinoso pode ficar retido em ossos não totalmente desarticulados.

Os solos argilosos, possuem textura fina e os principais minerais que

compõem são secundários (argilominerais), que promovem uma elevada

superfície de contato, resultando em uma maior capacidade de retenção hídrica e

alta CTC, porém promove uma baixa difusividade de gases (Carter; Tibbett, 2002).

A combinação de alta umidade e baixa troca gasosa gera um ambiente propício

para microrganismos anaeróbios, o qual são menos eficientes no processo de

decomposição. Estudos experimentais demonstraram que o solo argiloso promove

um retardamento na decomposição, mantendo a pele intacta e diminuindo o grau

de desarticulação óssea (Tumer et al. 2016). Ademais, pode ocorrer a

saponificação dos ácidos graxos, devido a condição redutora. Esse processo leva

a preservação dos tecidos moles, pois age como uma barreira física (Carter;

Tibbett, 2002 ; Tumer et al. 2016)

3.3.4 Regulação química : CTC, Capacidade tampão e ciclo do nitrogênio

A composição química de cada solo influencia nas propriedades físicas. A

capacidade de troca catiônica, é essencial. Esse processo ocorre quando os

cátions se fixam em coloides com cargas negativas, dessa forma diminuindo a

capacidade de eliminação. Dependendo da composição do solo e dos cátions

presentes, esse fenômeno pode ter impacto no pH (Carter; Tibbett, 2002)..

Paralelamente, o solo possui resistência à variação do pH, sendo uma capacidade

tampão, que aumenta proporcionalmente ao aumento da CTC. Ademais, o solo

possui uma capacidade de troca aniônica, podendo remover ânions de soluções

aquosas e utilizá-los para trocas posteriores.

O processo de decomposição libera altas cargas de amônio, e metais na

matriz do solo (Debruyn et al. 2021). O ciclo do nitrogênio é sensível a esta carga,

visto que a conversão de amônio em nitrato, é um processo aeróbico que acidifica

o meio. A CTC do solo, tem o papel de controlar essa acidificação, mantendo o



47

ambiente mais estável para os microrganismos. A relação de carbono/nitrogênio

do solo está relacionada com a taxa de decomposição, sendo mais rápida em

materiais com baixa relação Carbono/Nitrogênio.

3.3.5 Componente biológico: Microbiota e Bioindicadores

No solo é possível encontrar uma diversidade de microrganismos, que

incluem diversas espécies de vírus, bactérias, fungos e arqueas. Além dos

constituintes e das atividades microbiológicas, a vegetação desempenha um papel

importante, pois as raízes competem por nutrientes e água com a microbiota,

dessa forma influenciando a aeração e estrutura do solo.

Grande parte dos processos biogeoquímicos e de decomposição são feitos

através da ação de bactérias, que age em mutualismo com outros organismos,

como fungos (Carter; Tibbett, 2002). Os principais grupos de bactérias presentes

no solo são: Alpha-, Beta-, Gamma-, Deltaproteobacteria, Acidobacteria,

Actinobacteria e Bacteroidetes, sendo que dependendo do solo, diferentes grupos

pode apresentar variação na sua proporção de atividade, que depende do

parâmetro físico-químico específico ( Rousk et al., 2010). Um exemplo de bactéria

dominante na decomposição é a Clostridium perfringens, devido à capacidade de

se replicar rapidamente (Li et al., 2013). Além das bactérias, no solo é possível

encontrar uma variedade fúngica, sendo os principais decompositores da natureza

e podendo ter sua taxa de crescimento como indicador de tempo post mortem

(Hawkswhorth e Wiltshire, 2011)

Um indicador utilizado como parâmetro da taxa de decomposição e

estimativa do tempo post mortem (PMI) é a atividade microbiana extracelular, a

qual é caracterizado por ciclos do nitrogênio, fósforo e carbono, são processos

que transformam elementos da matéria orgânica cadavérica em formas minerais

absorvíveis pelo ecossistema do solo (Tumer et al., 2016). Cada ciclo tem uma

atividade enzimática específica, que atuam como catalisadores fora da célula

microbiana com a função de quebrar macromoléculas complexas do corpo em

unidades menores, dessa forma permitindo que os microrganismos as absorvem

para a nutrição. A avaliação da atividade enzimática permite quantificar a

velocidade com que os ciclos de nutrientes estão sendo impulsionados pela
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putrefação.

O ciclo do nitrogênio é fundamental na decomposição, visto que esse

processo leva a liberação de grandes compostos nitrogenados no solo, dentre eles

a ureia. A urease é responsável por converter a ureia liberada no processo de

decomposição em amônia e dióxido de carbono. Dessa forma, ao analisar e

quantificar a atividade da urease, pode-se inferir se há uma intensa mineralização

de nitrogênio (Tumer et al., 2016). O fósforo é um dos componentes das

membranas celulares, ácidos nucleicos e da hidroxiapatita, na decomposição a

enzima fosfatase alcalina libera o fósforo de moléculas orgânicas complexas,

transformando o fósforo em fosfato inorgânico. Dessa forma, facilitando que os

microorganismos presentes no solo reutilizem, esse processo é denominado ciclo

do fósforo. A medição da atividade enzimática da fosfatase alcalina indica a

velocidade com que o fósforo do cadáver está sendo reciclado. Uma alta taxa da

atividade dessa enzima está relacionado com uma decomposição acelerada.

(Debruyn et al., 2021). O ciclo do carbono permite a conversão do carbono em

moléculas biodisponíveis para a população microbiana presente no solo. O

carbono compõe grande parte estrutural dos carboidratos, lipídios e proteínas, a

partir da ação da enzima Beta-glicosidase, ocorre uma hidrólise das ligações

glicosídicas, que quebrar carboidratos complexos, em unidades mais simples,

como glicose a qual é o nutriente básico consumido pelos microrganismos para a

obtenção de energia. No contexto forense, a avaliação dessa atividade permite

quantificar a velocidade com que a massa corporal está sendo consumida, sendo

um importante bioindicador para a estimativa do tempo post-mortem (IPM)(Tumer

et al., 2016)

3.4 UTILIZAÇÃO DO PORCO COMO MODELO ANIMAL
EXPERIMENTAL

A utilização de modelos animais é uma prática consolidada no âmbito da

tafonomia forense para reproduzir cenários post mortem sob condições

controladas (Micozzi, 1986; Roberts & Dabbs, 2015). A utilização de Sus scrofa

domesticus (porco doméstico) no contexto forense é uma prática bem

estabelecida, principalmente devido às semelhanças anatômicas e fisiológicas,
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incluindo o peso, a distribuição de gordura corporal e semelhanças

microestruturais ósseas e dentárias (Bonney et al., 2011; Fagundes et al., 2015).

Esta aplicabilidade estende-se à análise da degradação do colágeno, crucial para

a estimativa do intervalo post mortem (IPM) em restos esqueléticos. Ademais, o

uso desse modelo animal é justificado também pela facilidade de obtenção, feito

principalmente através da indústria alimentícia, que assegura um suprimento

constante e acessível para pesquisa experimentais (Meurens et al., 2012)

Figura 8. Porco (Sus scrofa domesticus) utilizado como biomodelo experimental.

Fonte : Autores (2025). Porco (Sus scrofa domesticus) utilizado como biomodelo experimental. O

material foi coletado no Matadouro Industrial MS LTDA, localizado em Vitória de Santo Antão,

Pernambuco, empresa que opera na indústria de Manufatura de Alimentos, Bebidas e Tabaco.

3.4.1. Similaridades Microestruturais e Histológicas do dente de sus scrofa
domesticus

Um estudo conduzido por Fagundes et al. (2015), visou descrever e

analisar as propriedades morfológicas e físicas (ultra estrutura, composição

mineral e microdureza) do esmalte e da dentina de dentes decíduos de Sus scrofa

domesticus. Nessa pesquisa, foram utilizados 10 cabeças de porcos (S.
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domesticus ) os quais eram machos jovens, com idade entre 3 e 4 meses, o peso

variava de 40 a 60kg. O estudo analisou dentes decíduos (de leite), que era

composto por 12 incisivos , 4 caninos e 16 pré-molares. A análise da estrutura e

composição mineral foi feita com 10 dentes , selecionados aleatoriamente. Para a

medição da microdureza , foram usados 10 molares de porco,e por fim, para a

descrição da anatomia interna foram utilizadas arcadas dentárias completas de 4

animais. A metodologia empregou microscopia eletrônica de varredura (SEM) e

microanálise de espectroscopia por energia dispersiva (EDS), fornecendo dados

quantitativos e ultraestruturais. O resultado demonstrou que o diâmetro médio dos

túbulos dentinários ao longo da câmara pulpar e do canal radicular foi de 2.11 μm

(Fagundes et al., 2015), semelhante aos espécimes humanos que possuem em

média 2 μm a 3μm.

Os túbulos dentinários são a principal via de penetração e ação de

microorganismo que promovem a bioerosão no tecido, dessa forma, a similaridade

dessa estrutura é essencial para o uso desse modelo animal em pesquisas

forenses. Ademais, o estudo destacou a alta presença de cálcio e fósforo e

microdureza da dentina suína, que são comparáveis às do tecido humano,

confirmando que além da semelhança estrutural, possuem uma composição

química parecida (Fagundes et al., 2015)

A similaridade não se limita apenas à dentina, um estudo realizado por

Cummaudo (2018) reforça a similaridade morfológica geral do osso suíno. Esse

estudo teve como objetivo avaliar a eficácia da análise histológica na diferenciação

entre ossos humanos e não humanos, associados a cenários forenses diversos,

como: incêndios, sepultamentos clandestinos e desastres. O estudo fez um

comparativo de características microscópicas de várias partes ósseas de Sus

scrofa domesticus com as de espécimes humanos. Para a análise comparativa, foi

utilizado o método de histomorfometria (medição microscópicas de estrutura).

Foram analisadas variáveis microscópicas, que incluíam a contagem de osteons,

diâmetro dos canais de havers e o cálculo da porosidade do osso cortical, feitas

em ambas as espécies. Os ósteons são unidades que compõem o tecido ósseo

compacto, sendo assim, a medição dessas estruturas são essenciais. A

metodologia permitiu quantificar as semelhanças e diferenças nas taxas de

remodelação e na estrutura interna do osso. O estudo teve como resultado a
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similaridade das estruturas macroscópicas e microscópicas, as estruturas

possuem uma semelhança significativa, sendo necessários, em alguns casos no

contexto forense a utilização de métodos de alta precisão que permitam fazer

uma distinção histológica (Cummaudo, 2018). Dessa forma, essa pesquisa traz

consigo resultados que validam o uso de Sus scrofa domesticus em estudos de

degradação, principalmente quando relacionados a degradação óssea e dentinária,

em contextos forenses.

3.4.2 Aplicação do Modelo em Cenários Tafonômicos

Roberts e Dabbs, em 2015 conduziu uma pesquisa que visou analisar o

efeito do congelamento prévio na taxa de decomposição utilizando o Sus scrofa

domesticus como objeto de estudo. O objetivo da pesquisa foi avaliar se grupos

previamente congelados de porcos teriam divergências na taxa e na maneira que

o processo de decomposição ocorreria, em comparação a grupos que não foram

submetidos ao congelamento. A metodologia consistiu na utilização de 16 porcos

que tinham seu peso entre 2 a 71kg. O grupo experimental foi mantido congelado

a 18ºC por no mínimo 7 dias e depositado ainda congelado (Roberts & Dabbs,

2015). As medições foram coletadas todos os dias, registrando informações

qualitativas e quantitativas como o escore corporal total (TBS) , que fornece de

forma mensurável o estado de decomposição externa. O tempo tafonômico foi

medido em graus-dias acumulados (ADD) , que é crucial na estimativa do intervalo

post mortem . O estudo demonstrou que os indivíduos previamente congelados

exigiram um ADD maior do que os controles para atingir os estágios iniciais de

decomposição. Os autores afirmam que o retardo no processo de decomposição

ocorreu devido ao gasto de energia térmica no descongelamento e à inibição de

atividade microbiana, o que resulta em uma menor produção de gases da

putrefação. Ao analisar o nível de distensão abdominal no grupo controle , inferiu-

se a confirmação da inibição bacteriana, já que o acúmulo de gás pleural foi

observado apenas no grupo controle (Roberts & Dabbs, 2015). Dessa forma, o

estudo traz consigo implicações forenses cruciais, afirmando que o congelamento

prévio altera o processo de decomposição. Portanto, o estudo valida o uso de

porco para simular a decomposição humana, fornecendo um viés metodológico
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imprescindível para o estudo in vivo.

Em um contexto tafonômico controlado, o pesquisador Waterhouse e

colaboradores (2013) utilizaram o modelo suíno para simular alterações post

mortem sofridas pelo calor. A pesquisa investigou a fragmentação de ossos

calcinados, com o objetivo de orientar protocolos de recuperação em cenas de

incêndios fatais. A pesquisa utilizou Sus scrofa domesticus para simular alterações

estruturais induzidas pelo calor em ossos. O material foi queimado em fogueiras

até atingir a calcinação completa. O principal foco era o tempo de espera para a

recuperação após o evento térmico. Foram comparados diferentes tempos de

atraso na recuperação (0, 24, 56 e 168 horas), dessa forma obtendo uma

classificação dos fragmentos relacionados ao tamanho. O estudo demonstrou que

houve um aumento na fragmentação quando a recuperação dos restos atrasou 24

horas após o resfriamento. Dessa forma, confirma que o material mineralizado,

após o processo de calcinação, fica extremamente frágil e suscetível a perda

tafonômica. O estudo valida o uso do modelo suíno em contextos pós-queima e

reafirma a importância do tempo de exposição do material calcinado ao ambiente

(Waterhouse et al., 2013).

3.5 ANÁLISE TERMOGRAVIMÉTRICA (TGA)

A termogravimetria é uma técnica que mede a mudança físico-química de

uma determinada amostra pela perda de massa em função da temperatura e do

tempo, sob uma taxa de aquecimento controlada. Essa metodologia é empregada

com a finalidade de investigar a estabilidade térmica e a composição de materiais,

dessa forma fornecendo informações relacionadas a processos de decomposição,

evaporação ou oxidação. Na pesquisa forense, a TGA se tornou um recurso

utilizado para examinar dentes e ossos, por meio da caracterização do pico de

decomposição térmica e perda de massa em diferentes condições. Um

aprimoramento desta metodologia é a termogravimetria acoplada à espectrometria

de massa (TG-MS), que permite a diferenciação de componentes complexos

presente em determinados materiais, é uma forma de caracterização detalhada

usadas em diversos cenários, incluindo o forense (Raja et al., 2009; Lozano-Peral

et al., 2019)
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No contexto histórico, o primeiro registro da termogravimetria foi na França,

no ano de 1922 por meio do pesquisador Georges Urbain (Dollimore; Keattch,

1999) que destacou as limitações das balanças analíticas convencionais para o

estudo de materiais que se decomponham rapidamente com a evolução de gases.

Urbain e seus colaboradores criaram um aparato modificado para minimizar as

limitações das balanças analíticas, esse equipamento era vedado e tinha a

possibilidade de controlar a temperatura.

Apesar do trabalho de Urbain ter sido o pioneiro, o conceito atual só foi

estabelecido posteriomente por Kôtarô Honda, um metalurgista Japonês, que em

1925, descreveu um instrumento projetado especificamente para registrar a perda

ou ganho de massa em função da temperatura, denominado termobalança

(Dollimore; Keattch, 1999). O pesquisador químico Marcel Guichard desenvolveu

um trabalho que visou a criação de um sistema de balança diferencial capaz de

registrar automaticamente as curvas de variação de peso, se estabelecendo como

um pesquisador crucial para o avanço desta metodologia. Posteriormente, o

desenvolvimento da termobalança registradora foi impulsionado por Pierre

Chevenard, desenvolveu uma balança de microanálise, que permitia o registro

simultâneo e automático das curvas de massa e temperatura, garantindo maior

precisão e reprodutibilidade . A partir desse princípio, Clément Duval estabeleceu

a termogravimetria como uma ferramenta indispensável para análise inorgânica,

sistematizando as aplicações e metodologias

Atualmente, com o avanço tecnológico as termobalanças possuem alta

sensibilidade e versatilidade, como os equipamentos desenvolvidos pelo

pesquisador Hans-Georg Wiedemann (Wiedemann, 1970), que utilizam o princípio

de compensação de força magnética e são capazes de trabalhar sob vácuo ou

com atmosferas gasosas controladas, possibilitando a determinação precisa da

estabilidade térmica e da composição quantitativa de materiais. Ademais, a junção

de técnicas distintas, como espectrometria de massa, permite a identificação em

tempo real dos produtos voláteis liberados, conferindo à termogravimetria um

papel essencial na pesquisa de materiais biológicos.
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3.5.1 TGA na caracterização de tecidos dentários

Dentes são compostos por uma matriz orgânica ( principalmente colágeno)

e uma inorgânica (hidroxiapatita). Quando submetidos a diferentes graus de

temperatura, esses componentes fornecem informações sobre a intensidade e

duração dessa exposição. A termogravimetria é uma ferramenta que fornece

informações quantitativas, a partir da separação e análise dos principais

componentes dentários, com base na instabilidade térmica de cada constituinte

(Lozano-Peral et al., 2020).

Os resultados obtidos através da análise termogravimétrica são

representados por duas curvas: Termograma (Curva TG) que estabelece a

porcentagem da massa remanescente associada a temperatura; Termogravimetria

Derivada (Curva DTG), essa curva, por sua vez, registra a taxa de perda de

massa, sendo fundamental para identificar as temperaturas onde a decomposição

é máxima, permitindo a separação de processos químicos que ocorrem em faixas

de temperaturas próximas (Dollimore; Keattch, 1999). Essa capacidade de

diferenciação possibilita estabelecer as etapas sequenciais e universais da

decomposição dos componentes presentes no material analisado, conforme

detalhado na Tabela 1.

A separação dos componentes do dente em faixas de temperaturas

distintas ocorre devido a estabilidade térmica única de cada constituinte, dessa

forma a termogravimetria analisa de forma quantitativa e precisa o grau de

decomposição de cada componente, em determinada temperatura (Lozano-Peral

et al., 2020).

Etapa I : Desidratação (44° a 210°) A primeira perda de massa ocorre na

desidratação, onde acontece a remoção da água livre, que é adsorvida na

superfície da amostra, sendo eliminada nas temperaturas mais baixas. Já a água
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ligada, presente nas fibras de colágeno e na hidroxiapatita, promove a contração

inicial do material, após a remoção (Patel et al., 2021).

Etapa II : Combustão da matriz orgânica ( 211° a 603°) ;Nessa faixa de temperatura

é possível fazer a quantificação do colágeno, o principal componente orgânico do

dente. A degradação desse constituinte ocorre devido ao rompimento das ligações

das cadeias proteicas do colágeno, resultado das altas temperaturas, que além da

degradação térmica libera gases voláteis (Lozano-Peral et al., 2020). Ao integrar a

espectrometria de massa à TGA, pode-se confirmar presença de fragmentos

orgânicos, como o dióxido de enxofre, que valida a degradação proteica e a

atribuição da perda de massa do colágeno (Lozano-Peral et al., 2020). A perda de

massa percentual nessa faixa, fornece de forma quantitativa o colágeno

remanescente, que serve de métrica para avaliar o grau de degradação.

Etapa III : Decomposição de carbonatos residuais (Acima de 604°C). Após a

degradação da matriz orgânica, a perda de massa nessa etapa está relacionada

com a matriz inorgânica pura, que mesmo na fase mineral ocorre a perda residual

de massa em temperaturas muito elevadas. O cristal de hidroxiapatita é o

componente inorgânico majoritário, frequentemente possui em sua estrutura

substituições iônicas, como o carbonato, em temperaturas elevadas, acima de

604ºC, a energia térmica é para quebrar de ligações desses carbonatos a estrutura

da hidroxiapatita. Este fenômeno é chamado de descarbonatação e resulta na

liberação de Co2, que é registrado como uma pequena perda de massa. Após esse

processo, a massa restante após o aquecimento próximo a 1000°C representa o

teor mineral final e estável do dente, a hidroxiapatita. A estabilidade desta fase

mineral pura é relevante para estudos forenses, como o de Patel et al. (2021), que

mostram que, em temperaturas superiores a 800°C, o dente se torna extremamente

frágil e alterado, sendo o dano causado pela ausência da matriz orgânica e pela

estabilização da estrutura mineral (Lozano-Peral et al., 2020; Patel et al., 2021).

Padronização e Controle de Parâmetros para a Análise Quantitativa

A fim de assegurar a precisão quantitativa da análise de colágeno, se faz

necessário um controle rigoroso e padronização dos parâmetros experimentais,

conforme estabelecido nos princípios gerais da análise térmica (Wiedemann,

1970). Essa padronização deve seguir fatores específicos, com o propósito de
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validar a precisão quantitativa (Lozano-Peral et al., 2020).

Para garantir a homogeneidade e otimizar a transferência de calor é

necessário o preparo da amostra, que deve ser processada e utilizada na forma

pulverizada. Este estado minimiza gradientes de temperaturas internas que

levariam a reações de decomposição não uniformes (Lozano-Peral et al., 2020).

Atmosfera controlada é crucial para a quantificação da etapa II, pois é necessário

uma atmosfera oxidante, para que o oxigênio promova a combustão completa da

matriz orgânica. Em uma atmosfera inerte, a matéria orgânica sofreria pirólise

incompleta, resultando em uma imprecisão na análise da perda de massa e do

colágeno (Lozano-Peral et al., 2020). Por fim, a taxa de aquecimento deve ser

constante, estendendo-se a temperaturas elevadas de até 1000°C. Essa

temperatura final é necessária para assegurar tanto a eliminação total da fase

orgânica, quanto a completa estabilização da fase inorgânica , cuja massa residual

final corresponde à hidroxiapatita pura (Lozano-Peral et al., 2020).

No contexto forense, a termogravimetria pode complementar a estimativa

do tempo post- mortem (PMI). As alterações térmicas observadas nos dentes, por

exemplo, podem ser correlacionadas com a exposição a ambientes de incêndio,

fornecendo informações relevantes sobre a causa morte, intervalo post mortem e

identificação de vítimas. Um estudo conduzido por Onishi e colaboradores (2008)

defendeu o uso da TGA-MS como uma ferramenta para monitorar o

envelhecimento de restos ósseos. Essa precisão é crítica, visto que a integridade

do material biológico e suas interações ambientais são essenciais para a

manutenção das informações forenses (Franklin, 2010).

O modelo animal experimental e o preparo da amostra são fundamentados

pelo trabalho de Raja, Thomas e Stuart em 2010. O trabalho teve como objetivo

principal avaliar os efeitos das condições de preparo nas propriedades estruturais

de ossos de porco (Sus scrofa domesticus ) enterrados. O estudo replicou um

cenário de degradação, utilizando ossos suínos enterrados a 60 cm em solo de pH

ácido a 25°C, após esse processo, as amostras foram submetidas a

termogravimetria na faixa de 30°C a 1000°C (10°c/min). Os resultados mostraram

que o preparo influencia drasticamente a perda de massa orgânica e de água,

sendo que amostras em pedaços e secas em forno apresentam maior perda de
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massa orgânica e maior variação no teor de água em comparação às moídas.

Dessa forma, concluiu-se que as amostras moídas a mão e liofilizadas são a

melhor opção para análise quantitativa.

Por sua vez, o protocolo de quantificação e confirmação química são

estabelecidos por Lozano-Peral et al. (2020) que desenvolveu um estudo com o

objetivo de caracterizar a decomposição térmica de dentes humanos e quantificar

a degradação da matéria orgânica. Empregou-se como metodologia a

termogravimetria acoplada à espectrometria de massas em dentes pulverizados,

permitindo avaliar a perda de massa e gases liberados no processo de

degradação térmica, além disso as amostras foram submetidas à varredura

térmica de 1000°C, o estudo utilizou análises isotérmicas, onde as amostras foram

mantidas por 60 minutos em diversas temperaturas (50°C a 400°C). Os resultados

confirmaram que a perda de massa na etapa II ( 211 a 603°C) corresponde à

combustão do colágeno, e a detecção do dióxido de enxofre pela espectrometria

de massa provou quimicamente a origem proteica dessa perda. De maneira

complementar, a validade dos limites térmicos de análise é reforçada pela

pesquisa feita por Patel et al (2021). que visou avaliar o efeito de temperaturas

elevadas na estrutura dentária em um contexto forense. A metodologia consistiu

em simular um cenário de identificação forense por meio da utilização de 40

dentes submetidos a tratamento endodôntico, que foram expostos a temperaturas

determinadas na técnica de TGA, foram 400°C e 800°C por 15 minutos. A análise

de alterações estruturais foi feita por meio da tomografia computadorizada de feixe

cônico. Os resultados obtidos demonstraram que a cada temperatura houve

alterações morfológicas distintas: a temperatura de 400°C causou intensa retração

e danos estruturais, enquanto a de 800°C revelou danos da hidroxiapatita pura.

Reforçando o princípio da TGA, que os danos ocorrem em momentos

termicamente distintos.
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3.6 PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO DE DENTES

Análises histológicas e técnicas de coloração, como a Hematoxilina e

eosina, são ferramentas fundamentais para a investigação de dentes,

especialmente quando aplicadas a dentes submetidos a condições extremas como

queima e enterramento. A metodologia histológica permite a visualização do

padrão de degradação e integridade da estrutura tecidual à nível microscópico,

que de maneira complementar fornece de modo visual os resultados

quantitativos obtidos por outras técnicas, como termogravimetria (Peer et al.,

2024). Em contextos forenses e arqueológicos, a avaliação da microestrutura

dentária pode fornecer informações sobre a atividade microbiana e a presença

celular, elementos que permitem a análise tafonômica e na estimativa do intervalo

post mortem (Sato, 2023; Kontopoulos et al., 2016). A composição do tecido

dentário é complexa, composta por esmalte, dentina, cemento e polpa dentária,

cada componente possui uma composição e respostas diferentes frente a

processos térmicos e diagenéticos. Por conta dessa estrutura, o dente possui um

alto nível de rigidez, sendo necessário um processamento específico para este

tipo de tecido (Widbiller et al., 2021).

A fixação é a etapa crucial no processamento, e visa impedir a autólise e a

atividade microbiana, dessa forma preservando a morfologia celular e tecidual. De

acordo com a literatura, o agente fixador utilizado é a solução de formaldeído a 4%

(Widbiller Et Al., 2021), que permite a formação de ligações cruzadas entre

proteínas , estabilizando as estruturas e a matriz de colágeno garantindo que

alterações morfológicas posteriores não sejam advindas do processamento, mas

sim das condições experimentais em que a amostra foi submetida (Williamson,

2015).

A rigidez do dente, conferida pela hidroxiapatita impede o corte

micrométrico, desta forma se faz necessário a descalcificação. Este processo

promove a remoção do componente mineral para expor a matriz orgânica

(Williamson, 2015). Existem diversos agentes que atuam no processo de

descalcificação, sendo os mais comuns: ácido nítrico , clorídrico e formício.

Contudo o uso do EDTA são os preferíveis, por serem mais suaves sobre a matriz
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proteica conferindo uma certa preservação morfológica e molecular (Sato, 2023).

O tempo de descalcificação deve ser monitorado para evitar o

superprocessamento, o qual pode gerar artefatos e comprometer a qualidade da

matriz do colágeno (Williamson, 2015).

No processo de inclusão, os dentes são submetidos a uma série de etapas

de desidratação em álcool de concentração crescente, diafanização em xileno e a

inclusão na parafina. Dessa forma conferindo o suporte necessário para o corte. A

desidratação tem como objetivo a remoção de água do tecido, que ocorre pela

imersão do material em diferentes concentrações de álcool. Posteriormente, o

álcool é substituído por um agente de diafanização, como o xilol, que é um agente

miscível do álcool e da parafina (Widbiller et al., 2021). Por fim, o tecido é infiltrado

na parafina líquida quente, que ao esfriar, forma um bloco rígido. Esse processo

permite suporte para fazer seções homogêneas da amostra por meio do

micrótomo (Widbiller et al., 2021). As amostras incluídas são seccionadas em

micrótomo que promovem cortes extremamente finos , que variam de 3 a 5 µm de

espessura. Os cortes nessa faixa de espessura são essenciais para permitir a

penetração uniforme dos corantes, garantindo a visualização celular e da matriz

de colágeno (Widbiller et al., 2021). Em suma, a qualidade da análise histológica

depende da efetividade de cada etapa do processamento histológico.

3.6.1 Coloração com Hematoxilina-Eosina (HE)

A coloração é essencial para a visualização das estruturas celulares e da

matriz de colágeno dos tecidos dentários, essa etapa é feita após o processo de

microtomia. Após as secções das amostras a visualização das estruturas não é

efetiva, devido a pouca diferenciação óptica. Desta forma se faz necessário o uso

de corantes que efetivam a visualização na microscopia. Um corante é qualquer

substância, que quando aplicada a um material, produz cor , devem possuir na

sua composição cromóforos (grupos funcionais responsáveis pela cor) e

auxocromos (grupos que intensificam a cor). Nesse contexto, existe uma

diversidade de corantes, naturais ou artificiais, que possuem diferentes

especificidades (Silva, 2025)

A coloração de Hematoxilina e Eosina (HE) é a técnica de coloração
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histológica mais utilizada e serve como um ponto de partida para a análise

microscópica de tecidos. Essa técnica é eficaz na revelação das características

estruturais gerais dos tecidos, corando tanto estrutura basófilas quanto acidófilas

(Fischer et al., 2017). A hematoxilina é uma substância orgânica natural, extraída

da planta Haematoxylum campechianum L. (Fabaceae), caracterizada por ser um

corante básico, que possui um componente auxocromo catiônico e liga a

elementos ácidos do tecido, corando núcleos das células de roxo-azulado (Silva,

2025). Em contrapartida, a eosina é um corante sintético de natureza ácida,

derivado da fluoresceína. Esse corante é combinado com hematoxilina , e se liga a

elementos básicos dos tecidos, como por exemplo as proteínas, coradas em tons

de rosa. No contexto da coloração do tecido dentário, a eosina cora o citoplasma,

os espaços extracelulares e as fibras de colágeno, já a hematoxilina é utilizada na

análise da vitalidade celular devido a presença de núcleos íntegros (corado em

azul) que indica preservação celular (Sato, 2023). Portanto, ao analisar a

intensidade da coloração rosa na dentina pode deduzir a quantidade de colágeno

remanescente, validando a perda da matéria orgânica de modo visual.

Figura 9. Coloração por Hematoxilina-Eosina (H.E.) de uma polpa coronária

Dentária.
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Fonte: Widbiller et al., 2021

(a)com odontoblastos em múltiplas fileiras; (b) polpa radicular; (c) única camada de odontoblastos (d)

polpa radicular. Na fotomicrografia em (d) observa-se uma visão ampliada da interface dentina-polpa,

revelando a pré-dentina, que apresenta um tom mais claro de rosa e, portanto, pode ser distinguida

da dentina previamente mineralizada (asterisco). Os quadros em (a) e (c) representam vistas de (b)

e (d). Escalas: 200 μm (a,c), 50 μm (b,d).

Um estudo conduzido por Peer e colaboradores (2024) teve como objetivo

analisar os efeitos da carbonização e da calcinação no tecido dentário humano. A

metodologia consistiu na análise microscópica de alta resolução para examinar o

padrão de degradação estrutural em dentes antes e após a queima. Os resultados

comprovaram a validade do método de microscopia, revelando que a

carbonização causou desorganização estrutural e fissuração e a calcinação a

destruição total da estrutura de colágeno e pulverização dos túbulos dentinários.

De maneira análoga , Cindy Maki Sato (2023), em sua defesa de dissertação, teve

como objetivo estimar o intervalo post mortem mínimo em situações forenses por

meio da análise histológica dos dentes. A metodologia se baseou na análise do

complexo dentinopulpar, examinando padrões de alterações celulares na polpa e

na dentina em decorrência do enterramento e submersão, representando

diferentes cenários tafonômicos. Nessa pesquisa, foram utilizados 110 dentes

divididos em grupo controle,1 mês,3 meses e 6 meses. O grupo controle foi

mantido em temperatura ambiente, já os demais foram inumados e submersos.

Para a análise histológica, foram usados corantes picrosirius Red, para observar a

degradação do colágeno e Hematoxilina e Eosina (HE) a fim de observar

alterações morfológicas nos tecidos pulpares, pré dentina , cemento e ligamento

periodontal. Os resultados permitiu correlacionar as alterações histológicas com o

tempo de exposição, estabelecendo que a perda progressiva de estruturas como

ligamento periodontal e a pré dentina , e a degradação quantificada do colágeno,

estão diretamente ligadas ao tempo transcorrido após a morte. Dessa forma

validando o uso da técnica histológica na estimativa de tempo post mortem.
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4. MATERIAIS E MÉTODOS

4.1 Desenho de estudo

O estudo será realizado de forma experimental utilizando grupos de dentes

2º, 3º, 4º pré-molares e 1 molar serão extraídos de Sus scrofa domesticus e serão

submetidos a um processo de queima em forno do tipo mufla. Após essa primeira

etapa os dentes queimados serão enterrados em dois diferentes tipos de solo,

orgânico e arenoso, sendo desenterrados após 1 mês, posteriormente passando

por diferentes análises.

4.2 Considerações éticas

O projeto não necessitará de aprovação prévia da Comissão de Ética no

Uso de Animais (CEUA). Essa dispensa é justificada, pois as amostras de

mandíbulas e dentes serão obtidas através de doação e são advindas de animais

já abatidos para destinação de consumo de carne suína, sendo o material

considerado resíduo destinado ao descarte. O material será coletado no

Matadouro Industrial MS LTDA, localizado em Vitória de Santo Antão,

Pernambuco, uma empresa que opera na indústria de Manufatura de Alimentos,

Bebidas e Tabaco (classificação ISIC 10).

4.3 Procedimentos experimentais

Para as análises, os dentes dos grupos experimentais que serão utilizados

serão provenientes de porcos jovens (10 a 12 meses de vida) de ambos os sexos

e com peso acima de 100kg. Essas amostras serão divididas em um grupo

controle (n=4) e em três grupos experimentais. O grupo controle não será

submetido a queima e nem ao enterramento. o primeiro grupo experimental (DQ)

irá ser submetido a queima em forno do tipo mufla a uma temperatura de 100ºC

por cerca de 30 minutos. Essa temperatura foi estabelecida após um ensaio piloto

por uma análise termogravimétrica (TG) prévia. O segundo grupo, por sua vez,

será apenas enterrado (DE) em dois tipos de solos, arenoso (DE-are) e argiloso

(DE-arg), em um período de tempo de 1 mês. Por fim, o terceiro grupo
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experimental será submetido a queima e posteriormente ao enterramento (DEQ),

nas mesmas condições que o segundo grupo experimental, sendo um subgrupo

enterrado em solo arenoso (DEQ-are) e argiloso (DEQ-arg). Após o período de 1

mês, os dentes serão desenterrados e todos os grupos serão analisados utilizando

técnicas microscópicas convencionais com colorações Hematoxilina-eosina (HE) a

fim de observar alterações microestruturais, como tunelamento e bioerosão.

4.4 metodologia do objetivo 1 - Obtenção dos dentes Pré-Molares 2, 3 e 4 e
Molar 1 da mandíbula de Sus Scrofa domesticus

Os dentes pré-molares (2,3,4) e o molar da mandíbula inferior serão obtidos

através de doações do abatedouro industrial localizado na cidade de Vitória de

Santo Antão. A extração seguirá um processamento específico a fim de preservar

as raízes e o cemento para a análise histológica. Inicialmente, as mandíbulas

serão submersas a uma solução com água e detergente para um processo de

maceração controlada com o intuito de acelerar o amolecimento de tecidos moles,

em seguida, será enterrada superficialmente por um período de 3 dias. Essa etapa

de preparo otimiza o tempo de extração e reduz o risco de fratura da raiz durante

a avulsão. Posteriormente, será necessária a realização de osteotomia para

acesso e remoção dos dentes, com auxílio da Dremel ( instrumental rotatório).

Será feito um desgaste do osso nas faces vestibular, mesial e lingual dos dentes.

Por fim, será feito o processo de avulsão ( deslocar e remover os dentes ) após o

enfraquecimento do osso ao redor. Esse protocolo garante que o dente seja

removido por inteiro preservando a raiz e o cemento, que são cruciais para as

suas análises histológicas
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Figura 10. Mandíbula de Sus scrofa domesticus

Fonte : Autores (2024)

4.5 metodologia do objetivo 2- Aplicar técnica de Termogravimetria (TG) para
estabelecer a temperatura de queima dos dentes

Essa técnica tem como principal objetivo analisar a decomposição térmica

de diferentes componentes (Mitić et al., 2017). No presente estudo, serão feitos

pequenos cortes na raiz dos dentes (pré-molares 2, 3, 4 e molar), os quais serão

submetidos a uma pesagem até que se obtenha cerca de 20 mg de fragmentos.

Após essa preparação inicial, as amostras serão submetidas à análise

termogravimétrica utilizando o equipamento Mettler Toledo TGA 2 Star System. A

amostra será adicionada a um recipiente resistente a altas temperaturas. O

equipamento será configurado para que a temperatura desejada seja inserida, se

estendendo a uma faixa de 30ºC a 1000ºC, aumentando 30°C/min sob um fluxo

de 20 mL/min de nitrogênio, para evitar reações termo-oxidativas. O equipamento

irá registrar a variação da massa em função da temperatura, dessa forma tem-se a

temperatura de degradação dos componentes e um parâmetro de temperatura

máxima no qual os dentes serão submetidos a queima no Forno tipo mufla



65

posteriormente. Através da TGA será possível determinar a curva de perda de

massa e as temperaturas iniciais de degradação (Tonset), temperatura final de

degradação (Tendset), temperatura máxima de degradação (Tdeg*max) e

percentual de resíduo dos dentes 2º Pré-molar (2PM), 3º Pré-molar (3PM), 4º Pré-

molar (4PM) e 1º Molar (1M). Os dados do TG serão dados em gráficos e plotados

no software Origin.

4.6 metodologia do objetivo 3- Comparar alterações tafonômicas
macroscópicas dos dentes pré - queima e pós - queima.

Todos os dentes serão submetidos a uma análise prévia antes do

experimento. As amostras serão fotografadas e mensuradas individualmente,

registrando suas dimensões e massa iniciais. Posterior ao processo de queima, os

dentes serão novamente analisados por todas as etapas. Novas fotografias,

mensurações e pesagens serão realizadas para registrar a massa final e as

alterações macroscópicas e morfológicas. Este procedimento tem como objetivo

principal comparar as variações morfológicas, no peso e nas dimensões dos

dentes após a exposição a altas temperaturas.

4.7 Metodologia do objetivo 4 - Analisar possíveis evidências de bioerosão e
tunelamento bacteriano e fúngico após desenterramento através da coloração
Hematoxilina e eosina (HE)

4.7.1 - Preparação da amostra dentária e descalcificação.

Para este procedimento, será utilizado um grupo de dentes do segundo pré-

molar, previamente identificados. Esta metodologia incluirá a análise de quatro

subgrupos experimentais : grupo apenas enterrado em dois tipos de solo, o

arenoso (DE-are) e argiloso (DE-arg); grupo queimados e enterrados, neste

subgrupo os dentes queimados e posteriormente enterrados nos dois tipos de solo

(DEQ-are e DEQ-arg) serão submetidos a este processo. A preparação inicial da

amostra consistirá na fixação em formaldeído a 4% durante 24 horas, à

temperatura ambiente. Em seguida, para facilitar o corte, a descalcificação será

realizada em uma solução aquosa de ácido clorídrico a 5% por 3 dias. Após esse

processo, os dentes serão lavados em água corrente por 10 horas para remover o
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excesso de ácido.

4.7.2 - Processamento e Emblocagem

O dente já descalcificado será submetido ao processo de inclusão, que

consistirá em uma série de etapas para desidratar o tecido e em seguida infiltrar

com parafina. As amostras serão submetidas a uma bateria de álcoois em

concentrações crescentes (70%,80%,90% e 100%), permanecendo por 1 hora em

cada solução. Em seguida se faz necessário retirar o excesso de álcool do

recipiente para adicionar o xilol. A amostra será submetida a dois banhos de xilol:

o primeiro durará 45 minutos para a etapa de clarificação, e posteriormente o

segundo banho durará 1 hora em solução de xilol e parafina em proporções iguais.

Para a infiltração final a amostra será deixada em parafina durante uma noite para

que em seguida seja feita a emblocagem utilizando um bloco de parafina.

4.7.3 - Microtomia e Montagem das Lâminas

Os cortes histológicos serão cortados em seções finais, com espessura de

3μm, utilizando um micrótomo LEICA RM 2125 RT com navalha LEICA 818.A

seguir, serão estirados em banho-maria histológico, dispostos em lâminas untadas

com albumina de Mayer e levados à estufa por 30 minutos, a 37º C, para secagem.

Posteriormente, serão corados pela Hematoxilina-Eosina (HE).

4.7.4 - Coloração com Hematoxilina-Eosina (HE)

As lâminas serão submetidas ao processo de desparafinização, será feito

dois banhos de xilol por 7 minutos cada, seguida serão hidratadas em uma série

de banhos de álcoois em concentrações decrescentes (100%,90%,80%,70%) a

amostra ficará 6 minutos em cada solução. Após esse processamento as

amostras serão lavadas em água destilada por 5 minutos. A coloração terá início

com a imersão em hematoxilina por 18 minutos, seguida de lavagem em água

corrente por 5 minutos. Por fim, as lâminas serão coradas com Eosina por 30

minutos
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4.7.5- Montagem Final e análise microscópica.

Após a coloração as lâminas serão desidratadas em um processo de

banhos de álcoois em concentrações crescentes (70%,80%,90%,100% com duas

imersões no álcool a 100% por 1 minuto de cada). As amostras serão diafanizadas

em xilol por meio de dois banhos, para tornar o tecido transparente. Após a

remoção do xilol, o bálsamo será aplicado e a lamínula serpa imediatamente

colocada sobre a amostra.

As lâminas coradas serão examinadas para avaliar as alterações

morfológicas e fotografadas em microscópio de luz LEICA ICC50 HD (Jaegger,

2015). As bactérias podem promover uma alteração denominada “ destruição focal

microscópica (MFD), esta pode ser classificada como bioerosão, que é

caracterizada pela perda de estrutura do esmalte ou dentina devido a ação de

ácidos (Rossi et al., 2007), na microscopia observa-se áreas de desmineralização

e irregularidades na superfície do dente (Rossi et al., 2007). Esse processo de

bioerosão pode ser longitudinal, linear, brotado e lamelado. O tunelamento refere-

se a formação de túneis ou canais dentro da dentina, geralmente provocados por

fungos. O grau de bioerosão é avaliado pelo padrão Oxford Histological Index

(OHI), tendo um parâmetro de 0 a 5, sendo o 0 indicando má preservação e o 5

ótima preservação.

4.8. Análise estatística

A análise estatística foi feita pelo software GraphPad Prism 8, com o nível

de significância de p<0,05 para a rejeição da hipótese nula. Inicialmente, todos os

dados foram submetidos à estatística descritiva, apresentando média,mediana e

desvio padrão. A análise inferencial focou na variação de peso e dimensões dos

dentes, foram medições repetidas dos mesmos dentes em cenários diferentes.

Após a verificação da distribuição não normal dos dados, o teste não paramétrico

Kruskal-Wallis foi selecionado para comparar as múltiplas colunas. Apesar da

ANOVA ter sido a primeira escolha para dados paramétricos, a distribuição não

normal confirmou a escolha do Kruskal-Wallis. Quando as diferenças significativas

foram identificadas, aplicou-se múltiplas comparações post-hoc (comparação entre
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todas as colunas) para apresentar quais partes do grupo (pré - queima, pós-

queima enterrados) apresentavam diferenças estatisticamente significativas. Os

resultados quantitativos, incluindo os gráficos de variação de peso, foram

elaborados no software GraphPad Prism 8 para a clara visualização dos

resultados

5. RESULTADO E DISCUSSÃO

5.1 Obtenção dos dentes de Sus scrofa domesticus

A primeira etapa da pesquisa teve como resultado a obtenção dos dentes

da mandíbula de sus scrofa domesticus. Os dentes extraídos foram os Pré

molares 2, 3 e 4 e 1º Molar. Os dentes do porco possuem similaridade com

tecidos dentários humanos, portanto o dente foi escolhido como material de

estudo, sendo crucial para análises tafonômicas. Para garantir uma amostra com

qualidade, foi feito protocolo de extração, a fim de preservar estruturas dentárias,

como o cemento, a dentina e as raízes. Essas estruturas foram obtidas em estado

íntegro para que as análises subsequentes fossem feitas de forma efetiva. O

processo iniciou-se com a coleta das mandíbulas, conforme ilustrado na figura 11,

seguida por um preparo que combinou maceração controlada (água e detergente)

e sepultamento superficial por três dias. Essa etapa foi feita para amolecer os

tecidos orgânicos e otimizar a posterior avulsão, dessa forma minimizando o risco

de danos estruturais.

Figura 11. Mandíbulas de Sus scrofa domesticus (porco doméstico)após o

preparo inical.
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Fonte : Autor (2025)

A etapa mais crucial da coleta foi feita a partir da osteotomia controlada, na

qual o instrumento rotatório (Dremel), um equipamento que atua como um

micromotor, foi empregado para o desgaste preciso do osso da face. Esta técnica

de desgaste é fundamental em princípios que visam a mínima agressão ao tecido

ósseo. Estudos comparativos (Pereira et al., 1996) demonstraram que a

osteotomia realizada com emprego de micromotor provocou menores alterações

no tecido ósseo, sendo , portanto o método mais adequado. A escolha dessa

metodologia de corte controlado garantiu que o osso fosse enfraquecido,

permitindo a avulsão efetiva com o mínimo de trauma, e que preservasse as

estruturas essencias do tecido dentário. A figura 12 demonstra o sucesso do

protocolo, apresentando a bateria de elementos obtidos com integridade de raiz e

cemento.
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Figura 12. Dentes obtidos a partir da mandíbula de Sus scrofa domesticus

por osteotomia controlada.

Fonte: Autor (2025). A figura apresenta as amostras de trabalho com foco na preservação da

integridade radicular e do cemento. Os dentes foram agrupados por tipo, sendo: (A) Pré-molares 2,

(B) Pré-molares 3, (C) Pré-molares 4 e (D) Molares 1.
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5.2 Análise termogravimétrica e caracterização da estabilidade térmica

A integração dos resultados obtidos através das análises químicas,

morfológicas e termogravimétricas reforça a relevância da resistência térmica dos

tecidos dentais como uma ferramenta útil para investigações forenses e

arqueológicas. A partir do processo termogravimétrico (TGA) foi possível

quantificar a perda de massa e a estabilidade térmica da estrutura dentária em

função do aquecimento controlado, simulando a exposição ao fogo. Desta forma, a

análise em dentes queimados fornece subsídios importantes para compreender os

efeitos do calor sobre tecidos mineralizados, de forma semelhante ao que ocorre

em ossos. Assim como confirmados em estudos arqueológicos, a exposição

progressiva a altas temperaturas resulta em modificações estruturais e químicas

que podem ser monitoradas pela perda de massa em diferentes estágios de

aquecimento (Stiner et al., 1995)

A curva de decaimento de massa em função da temperatura, apresentada

na figura 13, demonstra um perfil de degradação com diversas etapas, que

caracterizam a perda progressiva dos componentes orgânicos e inorgânicos

presentes na estrutura dentária. Foi possível estabelecer as temperaturas iniciais ,

final e máxima de degradação, além do percentual de resíduo dos dentes 2° Pré

molar (2PM), 3° Pré-molar (3PM),4° Pré-Molar (4 PM) e 1° Molar (1M).
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Figura 13: Curva termogravimétrica (TG) e Curva da Primeira Derivada (DTG) dos

dentes.

Fonte: autores (2025) . O gráfico apresenta, no eixo Y esquerdo, a curva termogravimétrica (TGA) ,

que quantifica a perda de massa relativa (%) da amostra em função da temperatura (°C), disposta no

eixo X. No eixo Y direito, a curva da primeira derivada (DTG) ilustra a taxa máxima de perda de

massa, permitindo a identificação dos picos de decomposição. O perfil exibe três eventos de

degradação : perda inicial de água (<200°C), a decomposição da matriz orgânica (341,17 °C) e

alterações ou estabilização do componente mineral (> 600°C). O platô final demonstra o percentual

de resíduo inorgânico. Foram analisados os dentes : 2° Pré Molar (2PM) , 3° Pré Molar (3PM), 4°

Pré-molar (4PM) e o 1°Molar (1M).

A curva TGA evidencia três eventos principais de perda de massa. Na faixa

de 100°C ocorre o primeiro declínio, devido à evaporação da água adsorvida no

dente. A fase onde a perda de massa é mais evidente é na segunda fase, pois

entre 200°C e 600°C o colágeno é degradado (principal componente da matriz

orgânica) (Castillo et al., 2013). Por fim, um declínio mais gradual é observado em

temperaturas maiores que 600°C, que é compatível com alterações estruturais da

fase mineral, como a recristalização da hidroxiapatita (Peer ; Sarig, 2024).

A quantificação dos processos térmicos, resumida na tabela 2, permitiu a

determinação de parâmetros para cada tipo de dente analisado. A principal perda
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de massa para a maioria das amostras (3PM, 4PM e 1M) possui seu pico máximo

de degradação em Tdeg*max = 341,17°C. Dessa forma, é possível relacionar que

nessa faixa de temperatura ocorre a degradação da matéria orgânica,

principalmente do colágeno, alinhando-se à faixa em que o colágeno sofre

carbonização, possibilitando a visualização de alterações macroscópicas

estruturais (Peer ; Sarig, 2024).

Tabela 2: Comparação das temperaturas iniciais de degradação (Tonset),

temperatura final de degradação (Tendset), temperatura máxima de degradação

(Tdeg*max) e percentual de resíduo dos dentes 2º Pré-molar (2PM), 3º Pré-molar

(3PM), 4º Pré-molar (4PM) e 1º Molar (1M).

Fonte : autores (2025).

Os dados termogravimétricos estabelecem uma correlação da temperatura

com alterações morfológicas dentárias, seja microscópica ou macroscópica.

Contudo, a análise dos resultados indicam que, mesmo após o processo de

queima, os dentes mantêm uma resistência estrutural até determinadas

temperaturas. Alterações morfométricas e aparecimento de fraturas radiculares

são observadas na faixa de 100°C, devido a perda de água livre e fracamente

ligada (Peer; Sarig, 2024). Esse processo é significativo, como visto no trabalho de

Holager (1970) que demonstrou quantitativamente a perda de 9,7% da massa da

dentina, apenas pela volatilização da água. O tecido mineral quando submetido a

desidratação desenvolve estresse tensional que resulta em microfraturas iniciais

(Peer ; Sarig, 2024)..

O Parâmetro mais importante para alterações estruturais é a degradação
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do colágeno, que ocorre no pico de degradação máxima (Tdeg*max) a 341,17°C,

podendo variar entre 200°C a 600°C em amostras molares e pré molar (Lozano-

Peral et al. , 2020) .Essa significativa perda de massa é atribuída à decomposição

do colágeno, que foi quantitativamente apoiado pelos dados de Holager (1970),

que observou uma perda de massa de aproximadamente 21,3% na dentina

próxima aos 300°C, confirmando que este é o estágio principal da volatização

proteica. Esta fase está intimamente relacionada com a carbonização das

amostras, pois é uma consequência direta da degradação do colágeno que torna o

tecido dentário mais frágil e suscetível a fragmentação, além de alterações na

coloração. A fragilidade das estruturas dentárias pós processos de queima é um

fator crítico na recuperação de amostras no contexto forense (Castillo et al., 2013).

Através dos resultados de percentual de resíduo (65 % ,70% e 68,01%)

pode-se inferir que as amostras , mesmo após o processo de queima, possui uma

alta composição mineral que confere resistência relativa ao processo térmico, em

comparação com os ossos longos (Castillo et al., 2013). Essa característica é

atribuída à matriz mineral que compõe o tecido dentário, como a hidroxiapatia

(Peer ; Sarig, 2024). O TGA, ao fornecer valores termométricos quantitativos,

oferece um método objetivo para estimar a temperatura mínima de exposição ,

auxiliando na caracterização tafonômica e forense de amostras submetidas a

processos de queima (Lozano-Peral et al., 2020).

5.3 Alterações Macroscópicas e Variação Quantitativa de Massa e Dimensões

Diante dos resultados obtidos a partir da análise temrogravimetrica foi

estabelecido um padrão de queima de 100°C. As análises de amostras

submetidas à queima e ao enterramento mostraram alterações morfológicas

significantes. A partir da correlação da perda de massa e variações dimensionais

com observações macroscópicas, pode-se estabelecer uma abordagem

abrangente para a reconstrução de eventos post mortem e caracterização

tafonômica (Ubelaker, 2018). As alterações morfológicas de amostras expostas a

altas temperaturas são evidentes, conforme ilustrada na figura 14.
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Figura 14. Fotografias dos dentes de Sus scrofa domesticus pré-queima (A),

submetidos a queima a 100ºC por 30 minutos (B) e submetidos a queima a 400ºC

por 1 hora (C) .

Fonte : autores (2025)

Observa-se fraturas radiculares nos dentes submetidos a queima de 100°C

por 30 minutos (seção B), porém nessa faixa de temperatura as amostras não

apresentaram alteração de cor. Portanto, a fragilidade demonstrada por essas

amostras está relacionada pela perda inicial de água adsorvida e estrutural (Peer ;
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Sarig, 2024).

Já as amostras submetidas à queima de 400°C por 1 hora (seção B)

demonstraram alteração de coloração para tons acinzentados e enegrecidos, e

consequentemente um aumento da fragilidade estrutural após o processo de

combustão. Tais alterações refletem a degradação de componentes orgânicos e

inorgânicos. O processo de carbonização tem como principal resultado

macroscópico a mudança da cor, que é evidenciada pela progressão de coloração

que vai de marrom/preto ; azul -cinza e branco gredoso ( calcinação). Tal processo

é um indicador do aumento da temperatura ou duração da exposição (Galloway et

al., 2024). A transição de cor representa uma característica da exposição térmica

que delimita etapas de alterações, variando de condições inalteradas , para a

calcinação (Schmidt ; Symes , 2008).

As alterações não ocorrem de forma uniforme no dentes, isso ocorre devido

a composição do tecido dentário que apresenta uma resposta heterogênea, similar

ao que ocorre em ossos (Schmidt ; Symes , 2008). A dentina tende a escurecer

rapidamente por possuir um maior grau de composição orgânica, entretanto o

esmalte composto majoritariamente por componentes inorgânicos tende a

demonstrar mudanças iniciais sutis. O esmalte, pode exibir a coloração escura da

dentina , por conta da transparência. A diferença dos constituintes da dentina e

esmalte explica a coloração heterogênea que pode ser observada em um único

dentes (Schmidt ; Symes , 2008).

O colágeno é um componente que oferece elasticidade ao tecido, quando

exposto à temperatura de 400°C esse componente é degradado, que resulta em

uma fragilidade estrutural observada nas amostras (seção C). Os padrões de

fraturas se assemelham aos de amostra óssea, porém se apresentam de maneira

própria nos dentes. Na coroa, a alta temperatura induz fraturas que tendem a

seguir as linhas de maior estresse ou menor resistência, já o esmalte pode rachar

ao longo dos sulcos naturais da superfície de mastigação (rachaduras oclusais) ou

falhar na junção cemento-esmalte. Nos dentes pré molares e molares, as coroas

partem-se de forma longitudinal, ou transversalmente. Já nas raízes onde há

perda do conteúdo orgânico e umidade, as fraturas são transversais, ou seja, vão

de um lado a outro da estrutura. Esse processo pode gerar pequenos fragmentos
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advindos dessa fraturas, que são circulares empilhadas são conhecidas como

seções anelares (Schmidt ; Symes , 2008).

A proteção anatômica desempenha um papel fundamental na preservação

e na manifestação da cor. O osso alveolar protege a raiz de processos de

degradação, quando relacionados à exposição a altas temperaturas. Tal proteção

resulta em raízes multicoloridas, onde a porção que está imersa no osso alveolar é

preta e a parte exposta (coronal) se torna cinza ou branca (Schmidt ; Symes ,

2008).

5.3.1 Resultados Quantitativos: Perda de Massa e Alterações Dimensionais

A exposição à queima e o processo de enterramento promove alterações

significativas no tecido dentário, como a perda de massa e nas dimensões. Tais

alterações podem ser observadas de forma quantitativa, e servem como

indicadores diretos do balanço tafonômico final. Amostras submetidas a altas

temperaturas tendem a ficar mais frágeis e porosas, devido a degradação do

material orgânico no processo de carbonização. Essas características favorecem

a interação diagenéticas da amostra com o ambiente à qual está

inserida (Kontopoulos et al., 2016; Sluis et al., 2025).

A figura 15, demonstra que os dentes queimados interagem com o

ambiente após o enterramento. É possível observar dois comportamentos

diferentes nessa fase. Em algumas amostras, especialmente as queimadas a

100°C e enterradas, houve um aumento de peso, que indica a absorção de água

e minerais do solo pelo material. Tal achado indica que após o processo de

carbonização, o tecido dentário torna-se mais poroso, dessa forma conseguindo

reter umidade e elementos do ambiente. Por outro lado, algumas amostras

queimadas na mesma temperatura perderam peso, que sugere que o resultado

final depende do equilíbrio entre a perda de material orgânico causada pelo calor e

o processo natural de infiltração e lixiviação que ocorre durante o enterramento.
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Figura 15. Variação de massa dos dentes queimados e enterrados

Fonte : autores (2025). Variação do peso (em gramas) dos dentes 2º Pré-molar (2PM), 3º Pré-molar

(3PM), 4º Pré-molar (4PM) e 1º Molar (1M) nos grupos pré-queima, pós-queima, queimado e

enterrado por 30 dias (Q+E 1M) e enterrado por 30 dias (E 1M). Os valores estão expressos em

média e erro padrão, considerando 14 dentes nos grupos pré-queima e pós-queima e 3 dentes no

grupo enterrado. Observa-se redução significativa do peso após a queima (*p<0,05) e aumento

significativo após o período de enterramento (#p<0,05), conforme o teste de Kruskal-Wallis. Esses
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resultados indicam perda de massa associada à desidratação e decomposição térmica, seguida de

ganho de peso devido à infiltração de umidade e minerais durante o enterramento.

A Figura 16 apresenta mudanças nas medidas dos dentes. A queima a

100°C causou a contração do material, principalmente na largada da coroa e da

raiz ( Peer ; Sarig, 2024). Porém, após o enterramento, algumas amostras tiveram

um aumento nessas dimensões. Isso ocorre devido a absorção da água e

minerais pelo dente, preenchendo os espaços deixados pela queima. Esse

resultado é importante, pois demonstra que as dimensões do dente são alteradas

não apenas por causa da temperatura, mais também pelos processos que

ocorrem no solo depois do enterramento. Por isso, essas alterações precisam ser

consideradas em análises forenses que envolvem medições de dentes (Schmidt ;

Symes, 2008).

Figura 16. Variação dimensional dos dentes queimados e enterrados.
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Fonte : Autores (2025).As linhas representam os dentes 2º Pré-molar (2PM), 3º Pré-molar (3PM), 4º

Pré-molar (4PM) e 1º Molar (1M). Os resultados foram expressos em média e erro padrão de 14

dentes dos grupos pré-queima e pós-queima e 3 dentes no grupo enterrado por 30 dias. *

Diminuição significativa com valor de p<0,05 do grupo pós-queima em relação grupo pré-queima

pelo teste de Kruskal-wallis; # Aumento significativo com valor de p<0,05 do grupo enterrado por 30

dias em relação ao grupo pós queima pelo teste de Kruskal-wallis.

5.3.2 Influência do Tipo de Solo nas Alterações Dimensionais em dentes
íntegros

Nesta etapa foi realizada uma análise comparativa dos dentes enterrados

no solo argiloso e arenoso, a fim de verificar possíveis alterações em um período

de 30 dias. Os resultados demonstraram estabilidade quando relacionado a

alterações macroscópicas. Ao analisar estatisticamente, obteve-se uma variação

percentual média da altura, largura e espessura, em todos os dentes (2° Pré molar,

3° pré molar, 4 pré molar e 1° Molar) que foram próximos de zero.
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Figura 17. Variação percentual das dimensões de dentes não queimados após

enterramento no período de 30 dias em solo argiloso e arenoso
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Fontes : Autores (2025). A análise das dimensões dos dentes íntegros demonstrou alta estabilidade

em um período de 1 mês, sendo observadas poucas variações nas dimensões. A variação

percentual média da altura, largura e espessura em todos os 4 dentes (2°PM, 3°PM, 4°PM e 1°

Molar ) se manteve próxima a 0%. O teste de Kruskal-Wallis confirmou esta estabilidade, indicando

não haver diferença significativa entre os grupos pré-enterramento, enterrado em argiloso e

enterrado em arenoso, com P-values superiores a 0,05 em todas as 12 comparações realizadas.

A análise do gráfico sugere que a alteração dimensional foi mínima, o que

se confirma estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis. Foi comparado o grupo

pré-enterramento com os grupos enterrados em solo argiloso e arenoso. O

resultado demonstrou P-values superiores a 0,05 em todas as 12 análises

dimensionais realizadas, conforme detalhado na tabela 3.

Tabela 3. Resumo da estabilidade dimensional de dentes íntegros

Fonte : Autores (2025). O P-value em todas as comparações foi superior a 0,05, indicando que não

há diferença significativa nas dimensões do dente íntegro com os enterrados nos solos argiloso e

arenoso

O fato do P-value ser maior que 0,05 indica que a diferença observada nas

dimensões não possui significância estatística, pois a probabilidade da variação

ter ocorrido por coincidência é alta. Assim, aceita-se a hipótese nula, de que o

enterramento no período de 30 dias não causou alteração dimensional significativa

nos dentes íntegros.

A composição da estrutura dentária confere a essa amostra resistência, a

qual foi retratada pela pouca variação dimensional. Tal afirmativa está de acordo

com a literatura tafonômica, que reconhece o tecido dentário como uma das

estruturas mais resistentes à degradação post-mortem (Sato, 2023). A

alta
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densidade mineral, e à proteção conferida pela matriz orgânica de colágeno induz

a esse estado de preservação, tendo em vista que a matriz orgânica age como um

escudo que limita a infiltração de fluidos e a lixiviação de minerais (Kontopoulos et

al., 2016).

A ausência de alteração na altura, largura e espessura em um curto prazo

(1 Mês) reflete um estágio inicial do processo tafonômico. A alteração

macroscópica que leva a perda de massa e variação no tamanho dos dentes

ocorre normalmente em um prazo mais longo (Galligani et al., 2019; Turner-

Walker et al., 2023). Embora o ataque microbiano possa ser detectado em nível

histológico em estágios iniciais, Kontopoulos e colaboradores(2016)

demonstraram que a aparência macroscópica de um elemento mineralizado pode

se manter preservada mesmo quando o ataque microestrutural está em curso.

Portanto, a falta de diferença estatística entre o solo argiloso e o solo

arenoso neste grupo reforça a tese central do trabalho. A alta retenção de

umidade do solo argiloso e a capacidade de drenagem do solo arenoso não foram

suficientes para promover alterações estruturais significativas em dentes

íntegros (Forbes et al., 2005; Dike et al., 2023). Dessa forma, a fragilidade

estrutural induzida pela queima é o fator condicionante, que ao remover a matriz

orgânica, permite que as propriedades do solo argiloso e arenoso exerçam uma

influência diferencial e mensurável, mesmo quando exposto em um curto prazo de

tempo.

A análise macroscópica da estrutura dentária confirmou os resultados

estatísticos. Visualmente os dentes antes e após o enterramento nos solos

argilosos e arenosos, demonstrou que houve preservação após 30 dias. A

ausência de alterações macroscópicas visíveis reforça a hipótese de que, para

dentes com a matriz orgânica íntegra, a alteração diagenética não é suficiente

para causar uma degradação superficial considerável, que seja detectada

visualmente (Galligani et al., 2019). Dessa forma, o dano térmico é considerado

uma condição prévia que age como um facilitador para processos que promovem

alterações estruturais nos dentes, sendo influenciado pelos diferentes tipos de

solo.
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D.

Figura 18. Análise macroscópica comparativa de dente íntegro (não queimado)

após enterramento no período de 30 dias.

D.
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Fonte: Autores (2025). (A) Dente antes do enterramento (Pré-Enterramento); (B) Dente pós-

enterramento em Solo Argiloso (DE Arg); (C) Dente pós-enterramento em Solo Arenoso (DE Are). A

ausência de alterações visíveis na morfologia externa e a manutenção da integridade da superfície

corrobora a estabilidade estatística (P-values > 0,05) obtida na análise quantitativa.

5.3.3 Influência do Tipo de Solo nas Alterações Dimensionais em dentes
queimados

O grupo de dentes submetidos ao processo de queima (100°C) e

enterramento apresentaram alterações estruturais. Devido à uma temperatura

relativamente baixa, o processo de degradação da matéria orgânica dentária

(pirólise) não foi observado, contudo houve desidratação e estresse térmico que

tornou o tecido dentário mais frágil e sensível às variações de umidade de solo

(Sato, 2023). Os resultados estatísticos evidenciaram a vulnerabilidade

relacionada a alterações dimensionais. O teste de Kruskal-Wallis, indicou

diferenças estatisticamente significativas no eixo da largura para o 2° Pré-molar

( P=0,0107) e, de forma mais acentuada , para o 3° Pré-molar (P=0,0036) ( tabela

4). Ademais, o 3° Pré-molar apresentou significância limítrofe na variável massa

(P=0,0500), ou seja, significa que houve uma tendência de variação de massa,

sugerindo uma possível relação entre perda de peso e alterações dimensionais

observadas. Em contraste, dentes de maior densidade mineral e estrutura mais

robusta, como o 1° Molar, mantiveram estabilidade completa (P>0,05). Esses

resultados demonstram que a vulnerabilidade dos dentes não pode depender

apenas da exposição térmica, mas também de fatores anatômicos e da

composição estrutural (Sato, 2023).
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Tabela 4. Resumo dos valores de P (teste de Kruskal-Wallis) referentes à variação

percentual média de dentes submetidos a 100 °C após 30 dias de enterramento

Fontes: Autores (2025). Valores de P (teste de Kruskal-Wallis) referentes à variação percentual

média das dimensões e da massa de dentes submetidos à temperatura de 100 °C e enterrados por

30 dias. A tabela apresenta as dimensões analisadas (altura, largura, espessura e massa) e indica

se houve significância estatística (P < 0,05). Valores inferiores a 0,05 indicam diferenças

estatisticamente significativas entre os grupos de solo; valores próximos a 0,05 são considerados

marginais ou de tendência, sugerindo possível influência do tipo de solo, mas sem confirmação

estatística robusta.

As principais alterações observadas ocorreram devido à re-hidratação da

amostra, um processo físico-químico que ocorre no início do estágio tafonômico

de 30 dias (Galligani et al., 2019). O solo argiloso demonstrou ter maior influência

sob a amostra, por conta de sua propriedade de alta retenção de água e baixa

drenagem (Forbes et al., 2005; Dike et al., 2023), dessa forma, fornecendo uma

maior disponibilidade de fluídos. Essa absorção causou a re-expansão e ganho de

massa, que se manifestou de forma significativa na largura da amostra (Figura 19)

e razoavelmente (figura 20). A baixa variação nas outras dimensões reforça que o

processo diagenético, em um curto prazo, é primariamente físico-químico e não

devido a ação de agentes microbianos, que promovem a bioerosão. O processo

de tunelamento da amostra ocorre em um prazo mais longo, e permite a

visualização macroscópicas de alterações estruturais (kontopoulos et al., 2016;

Galligani et al., 2019; Tumer et al., 2013)
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Figura 19. Variação percentual média da Largura em dentes queimados a 100°C e

enterrados.

Fontes : Autores (2025). Variação dimensional média (altura, largura e espessura) de dentes

submetidos à temperatura de 100 °C e posteriormente enterrados por 30 dias em solos de diferentes

composições (argiloso e arenoso). As barras representam as médias com seus respectivos desvios-

padrão para cada tipo dentário analisado (2º, 3º e 4º pré-molares e 1º molar). As colunas em preto
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correspondem à condição pré-queima, enquanto as colunas em cinza-escuro e cinza-claro indicam,

respectivamente, os grupos enterrados em solo argiloso (DEQ-Arg) e enterrados em solo arenoso

(DEQ-Are). Observa-se redução significativa na largura do 2º e 3º pré-molares, especialmente no 3º

pré-molar, evidenciando a influência do tipo de solo sobre as dimensões dentárias após a exposição

térmica.

Figura 20. Variação percentual média de massa em dentes queimados (100°C) e
enterrados.

Fonte: Autores (2025). Variação média da massa de dentes submetidos à temperatura de 100 °C e

enterrados por 30 dias em solos com diferentes composições (argiloso e arenoso). As barras

representam as médias com seus respectivos desvios-padrão para cada tipo dentário analisado (2º,

3º e 4º pré-molares e 1º molar). As colunas em preto correspondem à condição pré-queima,

enquanto as colunas em cinza-escuro e cinza-claro representam, respectivamente, os grupos

enterrados em solo argiloso (DEQ-Arg) e enterrados em solo arenoso (DEQ-Are). Observa-se

tendência de redução de massa, mais evidente no 3º e 4º pré-molares, sugerindo que o tipo de solo

influencia a perda ponderal de dentes submetidos à exposição térmica.

Portanto, a desidratação que ocorre na faixa de temperatura de 100°C é o

fator que favorece previamente a influência do solo argiloso no processo de re-

expansão da amostra, resultando em alterações dimensionais significativas,
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quando analisadas estatisticamente. A análise macroscópica das amostras ( figura

21) , não revela degradação morfológica ou alteração de cor expressiva após o

enterramento. A estabilidade visual contrasta diretamente com a vulnerabilidade

quantitativa, vista na tabela 4, validando a abordagem de que a alteração é

essencialmente microestrutural. Este achado é de relevância em contextos

forenses, tendo em vista que a amostra não sofre danos macroscópicos

significativos em processos tafonômicos iniciais. Portanto, ao combinar o dano

térmico, com um ambiente de alta umidade, pode-se causar alterações

microscópicas relevantes, que são evidenciadas de forma quantitativamente em

análises estatísticas (Sato, 2023; Tumer et al., 2013).

Figura 21. Aspectos visuais das amostras dentárias antes e após exposição

térmica a 100 °C e enterramento em solos de diferentes composições.
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Fonte: Autores (2025). A imagem apresenta a comparação entre dentes íntegros (pré-queima) e

dentes submetidos à exposição térmica e posterior enterramento em solos argiloso e arenoso por 30

dias. As modificações foram sutis, sem alterações morfológicas aparentes, restringindo-se a

pequenas variações de coloração e leve perda de brilho superficial. Tais alterações sugerem efeitos

discretos de desidratação e interação físico-química entre o tecido dentário e o ambiente sedimentar.

5.4 Análise Microscópica da Estrutura Dentária por Coloração de Hematoxilina
e Eosina (HE)

A utilização do método de análise microscopica por meio da coloração de

Hematoxilina e Eosina, demonstrou de forma efetiva resultados relacionados a

alterações microestruturais pós mortem. A análise permitiu identificar padrões de

alterações distintos na dentina radicular e na porção cemento-dentina em reposta

ao diferentes cenários tafônomicos que as amostras foram submetidas.

As fotomicrografias da dentina radicular (Figura 22, 400X) revelaram que,

enquanto o grupo controle apresentou fibras colágenas sem alteração e

delimitação dos túbulos dentinários indicando integridade, os grupos submetidos à

queima e ao processo de enterramento e queima exibiram um contorno sinuoso

das fibras, que se encontravam mais condensadas, dessa forma produzindo

espaçamentos irregulares. A degradação térmica gera a perda de colágeno e água,

esses fatores contribuem para a condensação fibrilar, contração da matriz

mineralizada remanescente e formação de espaços sem matéria orgânica as

quais são expressas nas alterações da microestrutura dentária (Waterhouse et al.,

2013). Este dano ficou mais evidenciado no grupo de queima e enterramento

(DEQ), que apresentou maiores espaços vazios, indicando que o dano térmico

prévio foi o fator que influenciou de forma mais determiante a remoção do

conteúdo orgânico. Os grupos enterrados manteve um padrão mais organizado,
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porém com uma condensação maior das fibras. Esta compactação da matriz

ogrânica, por conta da perda de água e alterações diagenéticas inicias no solo

reduz o volume do tecido intertubular circundante, devido a esse processo os

túbulos dentinários parecem mais calibrosos visualmente.

Figura 22. Fotomicrografias da dentina radicular dos grupos de estudo (A, B, C, D).

Coloração Hematoxilina e Eosina (HE), aumento de 400x.

Fonte : autores (2025). A) Grupo Controle: setas pretas mostrando a espessura e direção uniforme
das fibras colágenas em torno dos túbulos dentinários; B) Grupo pós-queima: linhas brancas
evidenciando um padrão mais sinuoso e condensado das fibras colágenas; C) Grupo queimado +
enterrado: asterisco mostrando os espaços interfibrilares, não sendo possível a identificação dos
limites dos túbulos dentinários; D) Grupo enterrados: parede dos túbulos mais espessas, mas
preservadas.

A avaliação da relação cemento-dentina (Figura 23, 100x) demonstrou

alterações importantes no cemento dos grupos enterrados. No grupo controle, o

tecido se apresentou íntegro, com lacunas de cementócitos, limite cemento-

dentina preservado e estruturas como as linhas incrementais de Salter evidentes.

Porém, no cemento dos grupos submetidos aos cenários tafonômicos, foi

observada a presença de espaços vazios sem matéria orgânica, resultando em

um aspecto poroso onde estruturas comuns do tecido não eram identificáveis.

Este padrão de porosidade é associado a um processo de alteração

microestrutural indicativo de bioerosão microbiana
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Figura 23. Fotomicrografias da relação cemento-dentina dos grupos de

estudo (A, B, C, D). Coloração Hematoxilina e Eosina (HE), aumento de 100x.

Fonte: Autores (2025).Seta azul: limite cemento dentinário; seta vermelha: lacuna dos cementócitos;

seta amarale: linhas de Sharpey; D: dentina; C: cemento.

O pesquisador Turner-Walker (2002), em seu estudo sobre tafonomia

esquelética, observou que a bioerosão bacteriana é um fenômeno relacionado ao

sepultamento no solo. Essa constatação corrobora com o achado deste estudo,

onde a porosidade foi uma característica presente em todas as amostras que

foram submetidas ao enterramento. A bioerosão é um processo caracterizado pela

formações de túneis, ocasionado por bacterias ou fungos presente no solo. A

presença destes tunelamentos se manifestam histologicamente como espaços

porosos (Galligani, 2019). No entanto, a intensidade da alteração deve ser

analisada em função do tempo de exposição. As amostras foram enterradas em

um período curto de 30 dias, provavelmente esse foi o principal fator responsável

pela presença intermediária da porosidade dentária. Estudos de longo prazo,

como os realizados por (Kontopoulos et al., 2016 ; Galligani et al., 2019), que

envolvem períodos mais longos de exposição, documentam a formação de

estruturas de bioerosão mais severas.
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A intensidade do dano se monstrou potencializada nos grupos queimados.

As alterações foram mais perceptíveis no grupo queimado e enterrado e no grupo

queimado, sugerindo uma relação entre o dano térmico e a atividade microbiana.

A exposição ao calor provavelmente desorganizou a matriz do tecido dentário

criando microfraturas que facilitou a penetração e a ação dos microrganismos,

acelerando o processo de bioerosão no ambiente do solo.

Apesar das profundas alterações microestruturais (porosidade e

condensação), não foi possível identificar diferenças na espessura do cemento.

Por fim, é necessário reconhecer que a resolução da microscopia de luz (HE)

limita a confirmação da natureza dos espaços porosos, dessa forma sendo

importante técnicas para a identificação inequívoca de túneis de bioerosão, e que

a perda de amostras durante o processamento do material pode representar uma

limitação dos presentes resultados. Portanto, são necessários novos estudos que

avaliem outros parâmetros histológicos para análisar o processo de degradação a

longo prazo.

Conclui-se que a conservação da matriz do colágeno é o indicador mais

sensível do processo post-mortem do dente, pois o calor destrói a matriz, e essa

fragilidade acelera a ação diagênica do solo. A principal limitação do estudo foi

devido ao curto período de enterramento de 30 dias, o que restringiu a progressão

da bioerosão. Sugere-se a continuidade do trabalho com um aumento do período

de submissão da amostra nos cenários tafonômicos, como enterramento e o uso

de técnicas mais especificas para a quantificação do colágeno, como o uso do

Tricômico de mansom e Picrosirus red,visando uma quantificação histológica mais

precisa do remanescente da matriz orgânica.
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6. CONCLUSÃO

As amostras dentárias foram obtidas a partir de protocolos que

promovessem menores danos estruturais. A mandíbula do porco foi submetida ao

processo de maceração controlada (água e detergente) e a posterior enterramento

superficial em um período de 3 dias, afim de amolecer os tecidos orgânicos. Após

esse protocolo, foi feito a osteotomia com auxilio da dremel o que possibilitou a

avulsão com o mínimo de dano estrutural. Dessa forma foi possível a remoção dos

dentes de forma que suas estruturas permanecessem íntegras

Os resultados demonstraram que o nível de alteração estrutural está ligado

à degradação do principal componente da matriz orgânica, o colágeno. A análise

termogavimétrica (TGA) quantificou que em 341,17°C se tem a maior perda de

massa referente ao colágeno. Nessa faixa de temperatura a amostra começa a se

apresentar com fragilidades e alterações macroscópicas como fraturas e mudança

de cor.

O dano térmico atuou como um fator importante nas alterações

dimensionais, pois a queima tornou os dentes mais vulneráveis a infiltração de água

e minerais do solo, o que resultou em alterações dimensionais a curto prazo. As

alterações dos dentes apenas enterrados não demonstraram resultados signifcados.

Contudo, os dentes submetidos a queima e a solos distintos (arenoso e argiloso)

demonstraram alterações relevantes. O tipo de solo influenciou diretamente no

processo de alterações estruturais, o solo argiloso exerceu maior impacto devido a

sua carcateristica de retenção de umidade, que promoveu re-hidratação e re-

expansão mensurável do material fragilizado.

A análise microscópica (HE) revelou alterações provocadas por dano

térmico, o processo de queima induziu a condensação das fibras de colágeno na

dentina. Por sua vez, o enterramento causou porosidade no cemento, padrão

relacionado ao enterramento compatível com estágio inicial da bioerosão

microbiana .
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