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DNA: VIABILIDADE TECNICA NO PROCESSO DE IDENTIFICACAO EM
ALIMENTOS COM MARCAS DE MORDEDURAS

Ana Carolina Pismel Lobo?, Lynkon Aguero Camargo?, Marcelo Augusto Amaral®

RESUMO: A saliva depositada sobre superficies tem sido considerada importante fonte de DNA para
identificacdo humana, principalmente pela PCR (Cadeia em Reacao Polimerase), técnica em que pequenas
guantidades de DNA s&o amplificadas exponencialmente. Sabendo-se que preservacdo do material
genético varia entre as diversas superficies em que é depositado, este estudo teve como objetivo avaliar a
preservacdo do DNA sobre alimentos mordidos, no caso macas do tipo Gala. As macéas sdo facilmente
encontradas nas cenas de crimes e as do tipo Gala sdo as mais produzidas e comercializadas no Brasil.
Para tanto, dez sujeitos de pesquisa do sexo masculino, ndo fumantes e com idade entre 18 e 23 anos
foram submetidos inicialmente a técnica do swab bucal Unico (Grupo A) e, posteriormente, morderam cada
um duas macas, cuja coleta ocorreu por meio da técnica do duplo swab, dividida em dois periodos: coleta
imediata (Grupo B) e cinco dias apds a mordida (Grupo C). Em 100% das amostras foi possivel realizar a
amplificagdo por PCR e analise por STRs (Short Tandem Repeats), chegando-se a compatibilidade de
100% entre as amostras dos Grupos A, B e C. Infere-se, portanto, a presenca DNA salivar em quantidade e
gualidade suficiente para identificacdo genética humana, mesmo que em condi¢des de armazenamento ndo
ideais.

PALAVRAS-CHAVE: Antropologia Forense; DNA; Saliva.

1 INTRODUCAO

Todo o crime que produz vestigios exige que se realize uma pericia, geralmente
solicitada a Policia Técnico-Cientifica pelo delegado responsavel do caso. A Policia
Técnico-Cientifica se subdivide em Instituto Médico-Legal e Instituto de Criminalistica, em
gue a primeira se encarrega de realizar exame direta e exclusivamente no corpo da vitima

(viva ou morta) e a segunda realiza exame em objetos obtidos nos locais dos crimes
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Investigar o local do crime € imprescindivel, pois € a partir dos achados que
teremos certeza se houve ou ndo uma infracdo penal (ha possibilidade de ser apenas um
acidente), poderemos qualificar a infracdo (o quanto o réu planejou, idealizou e realizou o

crime), poderemos identificar elementos que identifiguem o autor e, ainda, perpetuar e
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legalizar os indicios para que permanecam gravados nos autos dos processos que correm

durante meses ou anos.

E por meio de uma pericia criteriosa que se obtém o vestigios biolégicos, os quais
continuem potencial fonte genética para identificacdo. Em casos de crimes sexuais as
marcas de mordida sdo comumente encontradas no corpo da vitima ou em objetos
inanimados (MELANI, 1997), fornecendo dados que contribui para a identificacdo humana
a qual pode ser feita de duas formas: pelo método odonto-legal e pelo DNA. O primeiro
consiste na comparacgao da arcada impressa no ato da mordida, enquanto que o segundo

procura DNA salivar que fora depositado no mesmo ato (SILVA et al., 2006).

O método odonto-legal € eficaz para a identificacdo humana, porém é dotado de
certas limitacbes: sofre distorcdo desde o momento da mordida até o ato da pericia,
principalmente quando a marca é deixada na pele. O DNA salivar surge de forma a
complementar ou até mesmo substituir o primeiro, ja que constitui um teste de exceléncia
(SILVA et al., 2006).

No entanto, 0 uso da saliva nos processos de identificacdo sé foi plausivel apés o
desenvolvimento das técnicas de biologia molecular aplicadas a Odontologia Legal. Em
aplicacdes forenses a técnica da PCR é a mais utilizada, pois aumenta drasticamente as
possibilidades de anélise do DNA, permitindo-se determinar o perfil molecular do individuo
(FARAH, 1997). Foi a partir de entdo que a saliva tornou-se grande foco na procura de
vestigios, ja que oferecem material genético suficiente e em qualidades excelentes para o

exame na grande maioria dos casos.

Até 1985, quando a PCR ganhou destaque, a andlise genética com finalidade
meédico-legal era limitada. Amostras com quantidade inferior a 1ug eram consideradas

inadequadas para a obtencao de resultados confiaveis (SILVA, 1997).

Entretanto, o DNA pode sofrer degradacdo dependendo das suas condi¢cbes de
preservacdo. Umidade, calor excessivo, pH, enzimas e outros sdo variaveis para a sua
preservacao ideal, sob as diversas superficies em que pode ser encontrado (BURGER et

al., 1999). Sendo este o objeto de varios estudos atuais, inclusive o presente.

Um estudo realizado por Ng et al. (2004) refere-se ao efeito das diferentes
condi¢cdes de armazenamento sobre a amplificacdo e andlise do DNA. Concluiram que a
saliva é capaz de fornecer material genético, mesmo quando armazenada sob condi¢des

inferiores as consideradas 6timas.
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Sweet e Hildebrand (1999) destacaram que deve sempre considerar que nas
marcas de mordida possa haver remanescentes salivares, até mesmo em situacdes
envolvendo alimentos ricos em bactérias. E citaram o caso em que um suspeito foi

condenado atraves da coleta DNA realizada em um pedaco de queijo que havia mordido.

Muito embora alguns autores afirmem o DNA salivar é facilmente preservado,
Burger et al. (1999) discorre que a preservacao do material genético para a amplificacéo
por PCR também envolve o controle de temperatura, umidade, o valor do pH e da
presenca de &cido humico e fldlvico e de microorganismos. A temperatura baixa,
ambientes secos, com o minimo de crescimento de microorganismos e pH neutro ou
alcalino favorece a preservacdo do material genético. Os acidos humico e fulvico
(presentes na matéria organica em decomposi¢cdo) podem comprometer a amplificacéo
pela PCR pelo fato de inibir os efeitos da enzima polimerase utilizada na reagéo, além de
gue 0s microorganismos sao capazes de metabolizar por completo o DNA, se em grande

guantidade.

E esse o contexto no qual a problematica é inserida: é ou n&o viavel a utilizacéo de
DNA salivar remanescente em alimentos mordidos, principalmente aqueles mais sujeitos
a putrefacdo e os mais encontrados nas pericias. Cameron e Sims (1973) relatam que os
alimentos mais encontrados nas cenas dos crimes sdo as frutas e os queijos. E dentre as
frutas, as macas tem maior destaque, porém o tipo ndo é especificado. S&o as macas,
portanto, que servirdo como superficie para avaliar a estabilidade do DNA por ser o
alimento encontrado com mais frequéncia e por sofrer facilmente com a variagcdo de

temperatura, umidade e crescimento de microorganismos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a técnica de extragcdo de DNA salivar em
alimentos com marcas de mordedura € viavel em processos de identificacdo humana,
delimitando o periodo em que o material foi coletado: imediatamente e cinco dias apds a

mordida.
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2 METODOLOGIA

Dez académicos do género masculino, entre 18 e 23 anos e nao fumantes foram
requisitados para fornecer trés amostras genéticas diferentes: Grupo A, esfregaco em
mucosa jugal, Grupo B, amostra salivar coletada imediatamente apds a mordida em uma

maca e Grupo C, amostra salivar coletada 5 dias apés a mordida em outra maca.

Por se tratar de uma pequena amostra, tornou-se necessario o refinamento da
mesma de modo a excluir possiveis interferéncias nos resultados e, como consequéncia,
evitar que este estudo seja duvidoso. De maneira que o sexo masculino foi o escolhido ja
gue ndo faz uso de produtos cosméticos na regido dos labios (batons, brilhos labiais) e os
fumantes excluidos, pois podem conter substancias que interferem na técnica de extracao
do DNA. Ja com relacdo a idade, a justificativa se baseia na mudanca da flora bucal, a
guantidade de células descamadas e saliva produzida que varia entre faixas etarias.

Para a coleta de todas as amostras, o pesquisador fez uso dos equipamentos de
protecdo individual de forma a evitar a contaminacdo das mesmas, segundo o protocolo
descrito na Resolucdo SSP n° 194/99 e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Cesumar segundo Parecer 023/2011.

A primeira amostra (Grupo A) refere-se ao controle e foi obtida através de
esfregaco com escova cervical (Vagispec) unico ha mucosa jugal. Para a coleta, o sujeito
de pesquisa néo deve ter ingerido, por um periodo de 1 hora, alimentos quaisquer e deve
ter escovado os dentes. As embalagens dos swabs devem ser cortadas nas extremidades
contrarias as das escovas por uma tesoura previamente descontaminadas com algodao

embebido em alcool 70%.

Com uma escova cervical, realiza-se o esfregaco com movimentos rotatorios por
aproximadamente 15 vezes na mucosa jugal direita (Figura 1), coloca-se a escova no
tubo de microcentrifuga e corta-se a haste com uma tesoura previamente
descontaminada com &lcool 70%. Realiza-se o0 mesmo procedimento com outra escova
cervical, agora na mucosa jugal esquerda, depositando-a no mesmo tubo de
microcentrifuga. Cada tubo corresponde a um sujeito de pesquisa, identificado com seu
respectivo nimero na ordem de 1 a 10. No Grupo B, a amostra foi coletada
imediatamente apds a mordida na maca (Figura 2) e no Grupo C foi realizada 5 dias apos
a mordida (Figura 3). Sendo que as magas relativas ao Grupo C foram armazenadas em
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caixas sem tampa e com divisérias, de modo a impedir a contaminacao entre as frutas e

simular as condicbes em que fora deixada no local do crime.

Apesar da diferenca de dias entre mordida e coleta, o protocolo € o mesmo para
ambas: técnica do duplo swab. Com um swab estéril umedecido em soro fisiologico estéril
(Figura 4), realiza-se gentilmente um esfregaco em todo o perimetro da marca de
mordedura em maca. Em seguida, um segundo swab, agora seco, é igualmente aplicado
em forma de esfregaco. Ambos tém suas hastes cortadas com tesoura desinfetada em
alcool 70% e sdo armazenados em um Uunico tubo de microcentrifuga (Figura 5)

correspondente ao respectivo sujeito de pesquisa, previamente identificado.

Figura 1: Coleta com escova cervical em Figura 2: Coleta imediatamente dias apés a
mucosa jugal direita mordida.

Os tubos foram armazenados em uma caixa de isopor contendo gelo para o
transporte até o Instituto Médico Legal de Curitiba, onde as amostras foram processadas,

procedendo-se o PCR, eletroforese e analise por STRs.

Para a extracdo do DNA foi realizado o Protocolo de Spin (DNA
purificationfromBuccalSwabs) com certas modificacbes. No primeiro passo foi utilizado o
tubo de 1,5ml com volume de PSB igual a 400uL; no segundo passo foi feito uso de
400uL da solucdo AL; no quarto 400uL de etanol 100%; o nono nao foi necessario; e no

décimo utilizou-se o volume de 100uL de bufferAE para a eluicdo do DNA.
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Figura 3: Coleta 5 dias ap6s a Figura 4: Swab umido. Figura 5: Swab seco e Umido
mordida. num Unico tubo de
microcentrifuga.

Uma vez extraido o DNA das amostras, através do Protocolo de Spin
(QIAamp®DNA Mini andBlood Mini Handbook), inicia-se a PCR preparando o Kit
AmpFISTR® NGM™PCR Amplification.Calcula-se o volume de cada componente para
preparar a reacdo: 10uL de AmpFISTR®NGM™ Master Mix e 5uL de AmpFISTR®NGM™
Primer Set — o volume necessario por reacdo. E importante calcular o volume com certo

excesso, visto que ocorre perda de reagentes durante a transferéncia dos mesmos.

Os reagentes (AmpFISTR®NGM™ Master Mix e AmpFISTR®NGM™  Primer Set)
sdo descongelados, homogeneizados em movimentos circulares (vortex) por 3 segundos
e centrifugados brevemente antes de abri-los. Em seguida, com uma pipeta os volumes
de reagentes necessarios sdo colocados em tubos de mirocentrifuga apropriados. Sao
novamente homogeneizados por 3 segundos e centrifugados rapidamente. E entdo se

coloca 15pL dos reagentes misturados em cada tubo MicroAmp®.

Num segundo momento, as amostras de DNA sao preparadas: Controle Negativo
(CN), Amostras Testadas (AT) e Controle Positivo (CP). Na primeira (CN) adiciona-se
10pL de solugéo tampéo (10mM Tris, 0,1mM de EDTA, pH 8,0) e na terceira (CP)
adiciona-se 10uL de 007 DNA controle (0,1 ng/uL) produzindo 1ng total de DNA no
controle positivo da reagdo. E as Amostras Testadas (A1 a A10, B1 a B10, e C1 a C10)
sao o resultado da diluicdo do DNA teste extraido em solu¢do tampéo resultando em 10uL
de volume final, o qual é adicionado aos 15uL da solugcdo dos reagentes
(AmpFISTR®NGM™ Master Mix e AmpFISTR®NGM™  Primer Set) finalizando em 25pL
de solugédo. Os tubos sao fechados e centrifugados a 3000rpm por 20 segundos para

remover as bolhas.
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As amostras sdo amplificadas no GeneAmp® PCR System 9700 com o silver 96-

well block, programando as condi¢cdes de ciclos térmicos de acordo com a Tabela 1 e

seguindo as recomendacdes do fabricante. Terminado o processo, 0 DNA amplificado é

armazenado a temperaturas entre 2 e 8°C e protegido da luz.

Tabela 1: Programacao dos ciclos térmicos de acordo com o guia de uso do fabricante.

| bacs Ciclos (29 ciclos) Armazenamento
ml:rleic?;;lao Extens&o Final Final
Desnaturagéo Cozimento
Armazenamento Ciclo Armazenamento
95_C -11 94°C - 20 59°C - 3 Minutos 60_C -10 2°C - oo
minutos segundos minutos

Depois de amplificadas, as amostras sdo submetidas a eletroforese capilar no

aparelho 3130 Analyzer com as configuracdes referidas na Tabela 2, mas com o polimero

HID Fragment Analysis36_POP7_1. Nesta etapa realiza-se a deteccdo dos produtos de

PCR, ou seja, a separacdo de fragmentos de DNA nos 16 STRs padrfes para a
identificacdo genética humana (D10, VWA, D16S539, D2S1338, D2S1179, D21S11,
D18S51, D22, D19S433, THO1, FGA, D2S441, D3S1358, D1S1656, D12S391 e

Amelogenina).

Tabela 2: Configuragc6es do aparelho 3130 Analyser, segundo o guia do usuério.

Sls'Ee_ma Sistema de Modulos e Condigdes de
Memoria do ~ . A
Operacgéao Funcionamento Referéncias
Software
. HID Fragment Applied Biosystems
3.0 (3130/3130x Analysis36_POP4_1 3130/3130 x/ Genetic
Analyser) Windows XP | Injection Conditions Analyzers Using Data

- 3130 = 3kV/ 5 seg
- 3130 x/ = 3kV/ 10 seg

Dye Set G5

Collection Softwere
V3.0, Protocols for
processing AmpF STR
PCR Amplification Kit
PCR Products user
Bulletin (PN 4363787)
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3 RESULTADOS

Para a caracterizacdo da viabilidade as amostras foram submetidas aos processos
de quantificacdo, amplificagdo por PCR e andlise de STR e, como consequéncia, a
obtencao de trés resultados.

O primeiro resultado se refere a quantificacdo do DNA referente a cada amostra
pesquisada. Todas as amostras (100% delas) apresentam quantidade suficiente de DNA
para processos de identificacdo, ou seja, com volume igual ou superior a 0,1ng/uL.
Mesmo as amostras que foram repetidas (A2 e B7).

O segundo retrata a viabilidade de realizar PCR e analisar os STRs através da
eletroforese capilar. Das amostras de Al a A10 e B1 a B10 foram amplificados os 16
locus, e das amostras do Grupo C s6 ndao amplificaram o locus FGA da amostra C7 e 0
D21S11 da amostra C8. Resultando em um dado estatistico de 99,58% de amplificacao

do total de amostras dos Grupos A, B e C.

E o terceiro confirma a compatibilidade de 100% das amostras dos Grupos B e C
com o Grupo A (referéncia). Destes 100%, oito sujeitos (93,33%) obtiveram
compatibilidade de 100% entre os Grupos A, B e C. Os sujeitos 7 e 8 (6,66%) n&do foram
compativeis em apenas um locus com a amostra A na amostra C, ambos resultando em
93,75% de compatibilidade.

4 DISCUSSAO

Na literatura cientifica inUmeros trabalhos tém sido publicados acerca do DNA e a
sua aplicacdo na Antropologia Forense. Uns regulamentando o seu uso, como os de
Schie, Van e Wilson (1997), Wright e Dailey (2001) e Kwok e Higuchi (1989). Outros
comprovando sua eficacia: Hsu et al. (1999), Remualdo e Oliveira (2005) e Morgan et al.
(2006).

Nesse mesmo contexto, o DNA salivar como objeto de estudo para identificacao
humana também teve varias publicacées documentando a possibilidade de seu uso, entre
elas: Ng et al. (2004) e Yamamoto et al. (1998).
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Entretanto, poucas publicagbes foram feitas correlacionando o DNA salivar e as
superficies sobre o qual é depositado. Anzai-Kanto et al. (2005) € um exemplo e discorre
sobre o sucesso da identificacdo através de material genético coletado de saliva

remanescente em marcas de mordida deixadas sobre a pele.

Menor ainda é o numero de publicacbes relacionando a aplicabilidade do DNA
salivar extraido sobre alimentos mordidos, sendo esta uma dificuldade para comparacao
com o presente estudo. O uUnico semelhante foi o estudo publicado por Sweet e
Hildebrand (1999), em que fizeram um relato de caso no qual o agressor deixou na cena
do crime um queijo mordido. Deste pedaco de queijo foi possivel extrair DNA salivar, que

serviu como prova para condenar o suspeito.

Os trés principais questionamentos do presente estudo se caracterizam em saber
se ha ou ndo material genético suficiente para procedimentos de identificacao
(quantificacdo), se € possivel aplicar PCR em material genético degradado (amplificacéo)

e se ha a comprovacéo de identificacao através dos STRs.

Os resultados obtidos permitem afirmar que existe material genético suficiente para
identificacdo, mesmo nas amostras coletadas em maca (Grupo B e C), corroborando com
os achados de Asamura et al. (2006) que obtiveram resultados a partir de dois
picogramas (milionésima parte de um micrograma). Mesmo que na quantificacdo néo
esteja presente apenas material genético humano, e sim humano e de outros organismos,

sugerindo-se realizar a PCR em tempo real para refinamento da pesquisa.

Burger et al.(1999) discorreram sobre alguns fatores (como os acidos humico e
fulvico, e a presenca de microrganismos) que podem alterar a reacdo de PCR. Neste
estudo, a reagcado de PCR néo foi insultada em nenhuma das amostras. Entretanto, ndo se
sabe se € pela auséncia de algum desses fatores, pois 0 estudo dos autores foi realizado
em cadaveres e nao era este o objetivo do trabalho. Apesar de saber-se da presenca dos

acidos humico e fulvico na matéria organica em decomposicgao.

Embora as amostras C7 e C8 nao apresentarem compatibilidade de 100% com as
amostras A7 e B7, e, A8 e B8, respectivamente, comprovam-se a viabilidade de utilizar
DNA degradado ou ndo armazenado em condic¢des ideais, pois todas as amostras tiveram
um grau de compatibilidade acima de 90%. Corroborando com os achados de Anzai-
Kanto et al. (2005), que avaliaram a conservacdo de DNA depositado sobre pele humana.

E com os de Sweet e Hildebrand (1999) que relataram a coleta de saliva em um queijo
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mordido achado pela policia na cena do crime, e congelado por 10 dias antes de ser
enviado ao laboratorio. O suspeito foi identificado através da deteccdo de 10 locusSTRs
por PCR.

A pequena incompatibilidade sofrida nas amostras C7 e C8 pode ser justificada por
alguma contaminacdo no processo de armazenamento das amostras, que SO

aconteceram o Grupo C.
5 CONCLUSAO

Através do presente estudo foi possivel afirmar que € viavel obter material genético
a partir de remanescentes salivares depositados sobre alimentos com marcas de
mordedura. Todos o0s processos para a identificacdo, desde a extracdo do DNA,
passando pela quantificacdo, PCR e andlise em eletroforese capilar dos 16 locusSTRs,
foram inalterados e forneceram excelentes resultados. Podendo-se afirmar, também, a
viabilidade de obter resultados satisfatérios mesmo em amostras de DNA degradadas ou

em condicdes ndo ideais de armazenamento, através das técnicas citadas.

Por mais que seja um exame dispendioso, vem a suprir as necessidades de outros
meétodos, como 0s médicos e odonto-legais, fornecendo resultados de extrema exceléncia
e confiabilidade. Ademais, em processos de identificacdo, € o apice dos exames e 0 mais

aceito em questdes juridicas.

Dessa forma, pode-se inferir, inclusive, que todas as evidéncias de fluidos
humanos devem ser coletadas, ndo descartadas, pois com a tecnologia atual é possivel
analisar o conteddo genético (por menor que seja) resultando em provas de grande

importancia para a identificacdo humana.
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