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RESUMO

Marcas de mordidas encontradas em chicletes em cenas de crime
constituem-se em evidéncias fisica e biologica utilizadas na identificacao
de suspeitos. Contudo, as técnicas empregadas na recuperacao de DNA
salivar podem alterar as caracteristicas morfolégicas das amostras. O
objetivo deste trabalho foi propor um novo método de recuperacdo de
DNA em mordidas de chicletes, visando a preservacdo das marcas de
mordidas nesses. Dez chicletes foram mordidos por um pesquisador
cujo perfil genético foi conhecido, sendo individualmente acondicionados
em coletores estéreis com 10 ml de agua destilada em temperatura
ambiente e agitados no misturador de solucdes tipo vortex por 10
segundos. A extracdo do DNA foi realizada através do método fenol-
cloroférmio e na quantificacdo utilizou o Kit Quantifiler® Human DNA
(Applied Biosystem) de acordo com as instru¢cbes do fabricante. Todas
as amostras apresentaram DNA suficiente para amplificacdo na Reacéao
da Cadeia de Polimerase em tempo real (RT-PCR) com eletroforese
capilar. O meéetodo de recuperacdo de DNA proposto por esse estudo
minimiza a manipulacdo das amostras mostrando-se satisfatorio e com
potencial de utilizacdo na identificacdo genética de suspeitos de marcas
de mordida em chicletes. Contudo, estudos complementares sé&o
necessarios para verificagdo do grau de preservagao das caracteristicas

morfolégicas das amostras submetidas a tal método.
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ABSTRACT

Bitemarks found in chewing gum at crime scenes are physical and
biological evidences used to identify suspects. However, the techniques
used in the salivary DNA recovery may modify the morphological
characteristics of the samples. The goal of this paper is to propose a new
DNA recovery method in gum bites, aim the preservation of these bite
marks. Ten gum were bitten by a researcher whose genetic profile was
known, being individually packaged in sterile collectors with 10 ml of
distilled water at environment temperature and agitated on the vortex
mixer solutions (Phoenix Luferco) for 10 seconds. DNA extraction was
perform using the phenol-chloroform method and the quantification used
the Quantifiler® Human DNA Kit (Applied Biosystems) according to the
manufacturer's instructions. All samples showed sufficient DNA for
amplification in real time polymerase chain reaction (RT-PCR) using
capillary electrophoresis. The DNA recovery method proposed in this
study minimizes the samples manipulation showing to be satisfactory
and have potential to be use in genetic identification of bitemarks
suspects in chewing gum. However, further studies are required to verify
the preservation degree of the samples morphological characteristics of

the samples subjected to such a method.
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INTRODUCAO

Marcas de mordidas constituem-se em impressdes dentais
humanas ou animais resultantes de mordidas em pele, objetos e
alimentos (KENNEDY et al.,, 2012; VERMA et al., 2014; GUPTA et al.,
2014).

As marcas de mordidas sdo comumente encontradas em crimes
violentos como homicidios, crimes sexuais, abuso infantil e crimes
contra o patrimonio (KHARE et al., 2014; SAXENA et al., 2010; SILVA et
al., 2007), sendo comum encontrar marcas de mordidas em alimentos
como macéa, queijos, bolos, sanduiches, chocolate e chicletes (CORTE-
REAL et al., 2013; MURUGANANDHANE, SIVAKUMAR, 2011).

Marcas de mordida tém sido aceitas em tribunais como evidéncia
fisica e biolégica da execucdo e autoria de crimes, uma vez que, além
da evidéncia fisica dos dentes que produziram tais marcas, permitem a
identificacdo bioldgica através de material genético deixado na saliva
depositada sobre as mesmas (BERMAN et al., 2015; NUNES et al.,
2015).

O reqistro e o0 estudo comparativo entre as marcas de mordidas
encontradas na cena do crime e as recolhidas de um suspeito servem
como meétodo de identificacdo do mesmo (KENNEDY et al.,, 2012;
VERMA et al., 2014). Contudo, a apresentacdo das marcas de mordidas
depende, entre outros fatores, do artefato em essa se encontra,
podendo apresentar diferentes niveis de distorcdo, o que pode
comprometer a qualidade das amostras analisadas (BERMAN et al.,
2015).

A identificacdo genotipica dos autores de crimes através do DNA
salivar depositado nos objetos mordidos, mostra-se especialmente util

em situacbes em que a analise morfologica das marcas de mordida



encontra-se prejudicada devido a ma qualidade fisica observada essas
amostras (BOWERS, PRETTY, 2009; BERMAN et al., 2015).

A coleta de DNA em artefatos geralmente ocorre através da
aplicacao de tiras de fita de levantamento ou do emprego da técnica do
duplo swab (SAXENA et al., 2010; ATA-ALI et al., 2014). No entanto, a
utilizacdo de tais técnicas pode alterar as caracteristicas morfoldgicas
das marcas de mordidas em chicletes.

Esse estudo teve por objetivo propor um novo método de
recuperacdo de DNA em mordidas de chicletes, com um minimo de
manipulacdo do mesmo, visando a preservacdo das marcas de

mordidas nesses.

MATERIAL E METODOS

A amostra foi composta por 10 chicletes mascados por um dos
pesquisadores, tendo este o perfil genético conhecido. Todos os
chicletes foram individualmente acondicionados em coletores plasticos
estéreis previamente preenchidos com 10 ml de agua destilada em
temperatura ambiente. Apos seis horas os mesmos foram agitados no
misturador de solucdes tipo vortex, modelo AP 56 (Phoenix Luferco) por
10 segundos. Em seguida, procedeu-se a extracdo do DNA pelo método
organico (fenol-cloroférmio-alcool isoamilico), tal como descrito por
Coomey et al. (1994). Em seguida procedeu-se a quantificacao
utilizando o Quantifiler® Human DNA Quantification Kit (Applied
Biosystem) de acordo com as instru¢des do fabricante. Posteriormente a
guantificacdo, as amostras foram submetidas a Reacdo da Cadeia de
Polimerase em tempo real (RT-PCR) com eletroforese capilar. Para tal,
foi utilizado o equipamento RT-PCR iQ™5 e o software iQ™5 Optical

System, versdo 2.1, ambos da Bio-Rad Laboratories. Como controle



positivo foi utilizado a saliva do autor das mordidas. O controle negativo
foi composto pelos reagentes utilizados no Kit de quantificacdo. Todo o
processo de extracédo e quantificagao de DNA, assim como a PCR, foi
realizado no Laboratério Genolab, Blumenau, Brasil, observadas todas

as normas de biosseguranca pertinentes.

RESULTADOS

Todas as 10 amostras que foram submersas em agua destilada e
submetidas ao vortex para retirada da saliva depositada nos chicletes,
foram analisadas e tiveram quantidade suficiente de DNA humano para
serem submetidas e amplificadas na RT-PCR, conforme dados

evidenciados na figura 1.

Figura 1 — Tabela de quantificagdo de DNA em ng/ml em amostras de chicletes

mascados, Blumenau, maio 2015*.

Amostras Chicletes
1 6,73
2 5,72
3 7,09
4 4,97
5 5,46
6 4,97
7 5,76
8 5,90

9 6,42



10 5,68

Controle positivo 25,12

Controle negativo N&o amplificou

* Laboratorio Genolab, Blumenau, Brasil.

DISCUSSAO

A andlise genética do DNA salivar encontrado em marcas de
mordidas em alimentos tem sido utilizada para a identificagcao positiva ou
exclusdo odontolegal de suspeitos (SILVA et al., 2006; SWEET et al.,
1997; KHARE et al.,, 2014; SWEET, HILDEBRAND, 1999), sendo
comum encontrar marcas de mordidas em chicletes em cena de crime
(ADAMOWICZ et al., 2014; LESSIG et al., 2006); razao pela qual optou-
se por esse artefato. No entanto, as proprias caracteristicas fisicas do
chiclete limitam a coleta de DNA salivar pelas técnicas usualmente
empregadas, podendo haver alteragcdes nas caracteristicas das marcas
de mordida encontradas, o0 que pode comprometer analises
odontolegais posteriores (SIDERITS et al., 2010).

Nesse estudo, foi experimentado a recuperacdo de DNA através
da imersédo das amostras em agua destilada, visando a preservacéo da
estrutura morfologica das mordidas em cada amostra de chiclete. A
agitacdo de cada amostra no vortex teve por objetivo aumentar a
guantidade de DNA em suspenséo na agua destilada, a fim de otimizar
a extracdo de DNA pelo método de extracdo organico (fenol -
cloroférmio - alcool isoamilico).

O método organico foi utilizado devido ao seu baixo custo e ao

relativo alto grau de pureza do DNA obtido, aléem do fato de ser



considerado como padréo-ouro para extracdo de DNA, principalmente
em amostras onde a quantidade de material bioldgico é questionavel ou
guando suspeita-se da presenca de agentes inibidores da PCR (COMEY
et al., 2004; BUTLER, 2012).

O processo de quantificacado utilizado mostra-se indicado para
amostras com aparente escassez de material genético. Soma-se a isso,
o fato de possibilitar a identificacdo de 16 loci gendmicos
exclusivamente humanos, nao sofrendo influéncia de possivel
contaminagcdao de DNA bacteriano presente na saliva (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2012) e estando em consonancia com os padroes
internacionais de identificagdo humana utilizados (MORRIS et al., 2015;
INTERPOL, 2009).

A guantidade de DNA obtido em todas as dez amostras e no
controle positivo possibilitou a amplificacdo e analise do DNA em RT-
PCR. A ndo amplificacdo do controle negativo evidenciou que nao houve
contaminagdo do mesmo nos procedimentos realizados no experimento.

A utilizacdo da RT-PCR com eletroforese capilar permitiu uma
automacao do processo de amplificacéo e analise do DNA, reduzindo o
tempo de trabalho, possibilitando menor utilizacdo de reagentes e menor
risco de contaminacéo cruzada de cada amostra analisada, mostrando-
se um método sensivel e reprodutivel 0 que aumenta a precisao e a
acurdcia da analise de DNA humano (RAPLEY, 2007,
BALANCHANDER et al., 2015).

O método utilizado nesse estudo possibilita a recuperacdo de DNA
humano e favorece a utilizacdo de marcas de mordidas em chicletes em
analises comparativas posteriores. Tais fatos justificam-se pela imerséo
das amostras em agua destilada submetidas a vibracdo, o que minimiza
a manipulacdo das amostras, diminuindo o risco de eventuais alteracdes

morfologicas das mesmas.



CONCLUSAO

O meétodo de recuperacdo de DNA proposto por esse estudo
minimiza a manipulagcdo das amostras mostrando-se valido, sensivel e
reprodutivel, sendo satisfatério e com potencial de utilizacdo na
identificacdo genética de suspeitos de marcas de mordida em chicletes.
Contudo, estudos complementares sdo necessarios para verificacdo do
grau de preservacdo das caracteristicas morfolégicas das amostras

submetidas a tal método.
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