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RESUMO

Introducéo e Objetivos: Evidéncias biolégicas em alimentos parcialmente mordidos,
deixados numa cena de crime, podem conter informacdo genética que permita determinar
um perfil genético. O objetivo deste trabalho é estudar duas técnicas diferentes de obter
ADN em géneros alimentares.

Material e Métodos: 14 macas foram lavas com hipoclorito de sédio antes de serem
mordidas por dois operadores cujo perfil genético era conhecido. Depois, as pecas de fruta
foram armazenadas e deixadas a secar a temperatura ambiente durante 24 horas. Cada
maca foi primeiramente dividida parcialmente na vertical em duas partes de igual tamanho.
Numa das duas, o ADN foi colhido no centro e na outra foi colhido na periferia da
mordedura. Ambas as colheitas foram executadas pelo método de dupla zaragatoa. A
extracdo do ADN foi realizada através da utilizacdo do kit PrepFiler® Expresse BTA (Applied
Biosystems, 2008) de acordo com as recomendacdes do fabricante e a sua quantificagéo foi
executada com o kit Quantifiler® Duo (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Os
resultados associados ao estudo foram inseridos num ficheiro do Microsoft Excel 2010° e

analisados com o software SPSS Statistics® versio 19.

Resultados e Discusséo: Os valores da quantificacdo situaram-se entre 0,0219
ng/uL e 1,7054 ng/pL e a hipotese nula foi rejeitada (p < 0,05). A diferenga entre as duas
técnicas foi provada. Em pele humana, assim como em estudos prévios com alimentos,
executa-se o procedimento de dupla zaragatoa no centro da mordedura, isolando o ADN
apenas do interior da mordedura e os resultados, apenas de saliva, eram baixos. Esta nova
condi¢do experimental de colheita & periferia das magés permitiu resultados, quantitativos e
qualitativos, estatisticamente superiores pela recolha de células epiteliais dos labios e

escapando a atividade enzimatica da maca.

Conclusdo: A técnica da periferia revela-se como a técnica de eleicéo, para se obter

maior quantificacdo de ADN, na mordedura da maca.

PALAVRAS-CHAVE: Mordedura, perfil genético, identificacédo



ABSTRACT

Introduction and Aims: Biological evidences from partially eaten food, left in a crime
scene, may contain genetic information of the bitter that can generate a DNA profile. The aim
of this paper is to study two different methods to obtain DNA on foodstuff.

Material and Methods: 14 apples were cleaned with sodium hypochlorite before
being bitten by two operators whose genetic profile was known. Then, they were stored and
allowed to dry at environment temperature for 24 hours. Each bitten apple had been
previously partially divided vertically in to two equal size parts. In one of the two areas, DNA
was collected from the inner and in the other part from the periphery of the bitemark. For
both of them the double swab technique was performed. DNA extraction was executed using
the PrepFiler’™MBTA kit (Applied Biosystems, 2008) according to the manufacturer’s
instructions and its quantification was realized with the Quantifiler™Duo kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The results, associated with this study were inserted in

Microsoft Excel 2010™ and analyzed with SPSS Statistics™ 19" version.

Results and Discussion: Quantification values were between 0,0219 ng/uL to
1,7054 ng/pL and the null hypothesis was rejected (p < 0,05). The difference between the
two methods was proved. In human skin, as well as in previous studies on foodstuff, DNA
was just collected from the inner part of the bitemark using this method and extraction
results, only of saliva, were lower. This new experimental condition of collecting DNA at
periphery allowed, in quantity and quality, statistically better results through collection of

epithelial lip cells that escaped from apple enzymatic activity.

Conclusion: The periphery technique reveals itself as the technique of choice in
obtaining greater quantification of DNA in the bitemark of the apple.

KEYWORDS: Bitemark, genetic profile, identification
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INTRODUGCAO

A investigacdo numa cena de crime passa pela ligagdo entre o suspeito e a vitima
através das evidéncias encontradas. A andlise de marcas dentarias, em pele ou objetos
inanimados, € um método adequado para relacionar os intervenientes e estabelecer uma

identificagdo positiva (1,2).

Desde 1954, nos Estados Unidos da América (EUA), as marcas dentarias séo
utilizadas como evidéncias periciais (3). O primeiro relato da sua utilizagdo como evidéncia
num homicidio reporta-se a 1870, pela analise morfologica entre os dentes do suspeito e a

lesé@o produzida pelos mesmos, no braco da vitima (1).

No século XX, final da década de 90, foi referenciada a andlise genética de vestigios
biolégicos, em situagBes envolvendo as marcas dentarias, em pele (designadas por
mordidas). Desde entdo, os tribunais tém vindo a aceitar estes métodos de analise,
morfologica e genética, como complementares para estabelecer uma validada ligagdo entre
0 suspeito e a vitima (3). Pelo exposto, as mordeduras humanas constituem, atualmente,

uma evidéncia quer fisica, quer biolégica (4,5).

Destacamos na uniformizacao de critérios da metodologia de andlise das marcas de
mordida, o primeiro workshop da Americam Board of Forensic Odontology (ABFO) sobre o
tema, em 1984 — momento crucial para o estabelecimento de guidelines (linhas de

orientacdo) conferindo a esta analise um relevante contributo médico-legal (6).

Considerando que a mesma dentadura pode originar variagdes nas marcas deixadas
em pele ou objetos, o padrdo recai sobre dois arcos em forma de “U” simetricamente
opostos e com um espaco a separa-los nas bases (1,6). Frequentemente, sdo encontradas
em individuos, sujeitos a crimes violentos de rapto, homicidio, abuso infantil ou sénior e em
casos de violéncia doméstica. Tanto podem ser da autoria do agressor, como das vitimas
(2,7-9).

As marcas dentarias podem ser encontradas em objetos (designadas por
mordeduras) inanimados do quotidiano, por exemplo alimentos trincados (macas, queijos,
bolos ou sanduiches). As mordeduras podem permitir a caraterizacdo morfolégica dos
dentes do sujeito que as infligiu, bem como, possibilitar a colheita de vestigios biolégicos na
superficie do objeto. O procedimento de colheita de amostra para a genotipagem destaca-se
nas situacdes em que a andlise morfoldgica da mordedura estd inviabilizada por méa
qualidade fisica (2,4,6-12).

Silva D, 2013
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Durante o ato de morder, até serem armazenadas ou durante o exame e registo de
evidéncias podem ocorrer distor¢gbes. Por outro lado, a deformagéo do material pode ocorrer
pelas carateristicas da sua composicao, pelo calor ou traumatismo, tornando a interpretacao
morfoldgica dificil ou mesmo inviavel (4,6,9,13).

Face a registos fisicos de baixa qualidade, com pouca ou henhuma validade forense,
o0 patriménio genético individual € o elemento de identificacéo (5,7).

A molécula de ADN presente na célula — no nacleo e na mitocéndria —, possibilita o
acesso a informacdo para caraterizar a evidéncia biolégica deixada na sequéncia de um
crime (11,12). O material genético pode ser obtido de distintos componentes biolégicos,
nomeadamente da saliva e células epiteliais, da mucosa oral e da lingua (2,4,7,9).
Comparativamente ao dente, as carateristicas dos marcadores genéticos que permitem a
identificacdo, existem desde o nascimento do individuo e permanecem inalteraveis ao longo
da sua vida (4). O poder discriminatério de cada marcador autossémico, comparativamente
ao ADN mitocondrial, € um fator considerado na expressividade do resultado. Por outro lado,
0 resultado do somatério dos marcadores utilizados na identificagdo deve permitir uma
combinagéo, per si, suficientemente discriminatéria, com a atribuicdo de um valor numeérico

de probabilidade de identificacdo. Esta identificacdo € realizada com os perfis existentes
numa base de dados ou perante um perfil conhecido, por exemplo de um familiar (14,15).

Os microssatélites ou STR (short tandem repeat) sdo marcadores a amplificar para
uma identificacdo (9,13,16). A andlise molecular de uma amostra € baseada no
conhecimento da sequéncia dos fragmentos de ADN, interpretando semelhancas ou

diferencas dos loci polimérficos (2,14).

Os estudos apontam uma relacdo inversa entre o tamanho dos loci e 0 sucesso na
genotipagem (9,11-14,16). Ocasionalmente, surgem mesmo situagbes de extrema
degradacdo em que ndo é possivel obter material autossémico de qualidade. Nestes casos,
pode-se analisar as regides hiper-variaveis do ADN mitocondrial que permanecem
inalteraveis em situacdes forenses externas. Porém, € menos informativa, porque apenas

transmite informac&o da linhagem materna do individuo (13,14).

Os avancos tecnoldgicos permitem, de facto, contornar algumas dificuldades do
sucesso da identificacdo genética, em situacdes forenses extremas, como por exemplo a

escassa quantidade ou degradacéo da evidéncia bioldgica (2,14).

s

A quantidade de ADN colhida da amostra € importante em todas as etapas
subsequentes (17). Peter Gill e colaboradores, em 2000, referem que 1 ng de ADN, isto &,

7
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menos de um bilionésimo de grama, é o valor de quantificagdo que delimita uma amostra
segura, cuja genotipagem permite a identificacdo, de uma amostra vestigial, em que a
validacdo de todos os marcadores para a identificagdo pode néo ser possivel (9,18).

Na colheita da amostra para a analise genética, a partir de objetos inanimados,
destacamos dois métodos relatados na bibliografia: a aplicacdo de tiras de fita adesiva e a
aplicacdo de esfregaco por zaragatoa do centro da mordedura. O procedimento da dupla
zaragatoa, da autoria de David Sweet, consiste na utilizacdo de duas zaragatoas, a primeira
huamida e a segunda seca (7,8).

Este trabalho pretende comparar duas técnicas de colheita de material, na obtencéo
da maior quantidade de ADN. Ambas as técnicas foram executadas no mesmo alimento
aplicando o método de dupla zaragatoa. Propomo-nos correlacionar a dindmica da
mordedura com a obtencdo dos vestigios biol6gicos para uma identificacdo genética.

Silva D, 2013
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MATERIAIS E METODOS

Caraterizacdo da amostra

De um universo de 14 macas (Gala, categoria I, Continente®) foram colhidas 28

amostras.

As pecas de fruta foram lavadas com uma solucao hipoclorito a 50%. Em cada maca
foi efetuado um corte parcial e retirada uma secc¢éo fina, de modo a orientar a linha média
dentaria (fig. 1). Cada maca foi mordida com arrancamento de material, orientando a linha
média interincisiva no corte efetuado (fig. 2). Cada mordedura foi efetuada com um intervalo

de uma hora.

Figura 1 - Magd & qual foi j4 retirada uma Figura 2 - Mordedura com arrancamento de

seccao fina a orientar a linha média dentaria. material, orientando a linha média interincisiva.

As macds foram deixadas a temperatura ambiente, em local seco, por um periodo
superior a 24 h. Posteriormente, foram numeradas de 1 a 14 e marcadas a direita da
mordida com a letra C (para colheita da amostra no centro da mordedura) e a esquerda P

(para recolha na periferia da mordedura).
Colheita do material genético

Numa camara de fluxo laminar (10) procedeu-se a preparacdo da amostra para a

colheita e extragdo do ADN (8).

Tendo por base o procedimento double swab de Sweet (1,6,7,9,11,17,19), o lado C
de cada macga, foi raspado em ziguezague com uma zaragatoa esterilizada e humedecida

em agua desionizada efetuando pressdo média sobre o centro da mordedura (fig. 3), sendo

9
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esta zaragatoa descartada; a mesma superficie foi seguidamente raspada por uma
zaragatoa seca da qual, no final, foram cortados pequenos fragmentos para o interior das
colunas de colheita (Lyses Colunns, PrepFiler®) (fig. 5) (20,21).

W

Figura 3 - Double swab technique sobre o Figura 4 - Double swab technique a periferia

centro da mordedura (colheita da amostra C). da mordedura (colheita da amostra P).

No lado P de cada uma das macas procedeu-se, sincronizadamente, a colheita na

periferia da mordedura, pelo mesmo procedimento que no lado C, correspondente (fig. 4).

Figura 5 - Corte de pequenos fragmentos da zaragatoa seca (segunda da double swab technique)

para as colunas de colheita.

Cada uma das colunas de colheita foi colocada sobre o seu tubo (Spin Tubes,
PrepFiler®) previamente identificado com a data, o operador, o nimero da maca (1 a 14) e o
lado da recolha (C ou P) (20,21).

10
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Extracdo do ADN

Esta etapa foi executada com o Kit PrepFiler® Expresse BTA (Applied Biosystems,
2008) (20) para o robot AutoMate Express Forensic DNA Extraction System (Applied
Biosystems, 2010) (fig. 6) (11), seguindo-se as recomendacdes do fabricante.

Figura 6 - Kit PrepFiler® Express BTA introduzido no robot AutoMate Express Forensic DNA
Extraction System (Applied Biosystems).

Foi preparada uma reaction mix: de tamp&do de lise (Lysis Buffer, PrepFiler®),
Proteinase K (PrepFiler®) e DTT (PrepFiler®). O primeiro reagente proporciona as condicdes
ideias de trabalho, para que subsequentemente ocorra a lise celular pelos outros dois
(4,9,10).

A cada tubo, com a coluna que continha fragmentos de corte de zaragatoa, foi
adicionado 230 pL daquela solucédo de lise para extragdo do ADN (8). Da mesma maneira se
adicionou a reaction mix a um tubo, constituindo assim o controlo negativo. Depois, fizeram-

se 3 controlos positivos com ADN de fontes conhecidas (10).

As amostras foram centrifugadas a 750 rpm, num termoagitador a 56°C, durante 40
minutos. Esta etapa pretende o desprendimento das células das fibras da zaragatoa e a lise
celular (8,11).

Subsequentemente, distribuiram-se os 32 tubos pelo robot utilizando o kit PrepFiler®

Express BTA (Bone, Teeth, and Adhesive-containing substrates) (21) e, escolheu-se o

programa adequado para o efeito (fig. 7 e fig. 8).

No robot AutoMate Express Forensic DNA Extraction System (Applied Biosystems)

uma solucao tampao comeca por homogeneizar a amostra. O método de extracdo tem por

11
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principio a ligagdo de particulas magnéticas ao ADN. O tamanho destas particulas
proporciona uma maior area de superficie disponivel para captar as moléculas de ADN que
vao ficando disponiveis durante o processo de adicdo e remoc¢do de solugbes, num Unico
tubo (11).

'A% applied
- biosystems

11eF EXPres
For each sample load
PrepFiler Cartridge
Enter to Continue

Figura 7 - Pontas de titulagéo distribuidas pela Figura 8 - Selecdo do programa de extracéo
fileira T2 do robot. As amostras celulares associado ao kit PrepFiler® Express BTA
lisadas foram depois distribuidas pela fileira S. (Applied Biosystems).

Apés a extracao, os tubos com as amostras foram armazenados em congelador a -
20°C.

Quantificacdo do ADN

Esta etapa foi executada com o kit Quantifiler® Duo (Applied Biosystems — Foster
City, CA, USA), responsavel por assegurar a quantificacdo do ADN através da técnica

gPCR-RT, seguindo-se as recomendacdes do fabricante.

Adicionou-se a Reaction Mix — com todos os reagentes para a PCR, incluindo a Taq
DNA polimerase — aos primers (iniciadores) e, a mistura foi colocada num vortex para
homogeneizar (7,10). Em cada pog¢o foram distribuidos 23 pL daquela solug¢édo. O tabuleiro
com o0s pocgos foi, entdo, selado com pelicula adesiva transparente para que o aparelho

pudesse fazer a quantificagdo em cerca de 1,5 h.
Analise Estatistica

A andlise de resultados foi executada a partir de um ficheiro do Microsoft Excel 2010®
e através do software SPSS Statistics® versdo 19 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A
diferenca entre os grupos de amostras foi analisada com o Teste de Wilcoxon para amostras
emparelhadas, ja que a distribuicdo amostral dos dados apresentava grandes desvios a
normalidade, principalmente na amostra C. Os testes foram avaliados ao nivel de
significAncia de 5%.

12
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RESULTADOS

Foram colhidas no total 28 amostras a partir de 14 macgéas: 14 amostras C e 14

amostras P.

Com o método de dupla zaragatoa, de cada peca de fruta obtiveram-se duas
amostras biologicas de saliva, para isolamento do ADN, por ser diferente a técnica de
colheita de um lado e outro da mordedura.

Para a quantificacdo do ADN em cada uma das 28 amostras obtiveram-se 0s
resultados apresentados nas Tabela | e Tabela Il, onde estéo disponiveis também os valores

obtidos dos controlos positivos e negativos.

Tabela | - Resultados da quantificagdo a partir Tabela Il - Resultados da quantificac@o a partir
das colheitas no centro da mordedura na das colheitas a periferia da mordedura na
magca. magca.
Amostra  HUMAN (ng/uL) Amostra  HUMAN (ng/uL)
1C 0,1615 1P 1,7054
2C 0,0609 2P 0,0219
3C 0,1464 3P 0,6821
4C 0,0326 4P 0,1036
5C 0,0627 5P 0,0764
6C 0,3126 6P 0,2722
7C 0,1436 7P 0,7142
8C 0,7771 8P 1,0216
9C 0,1056 9P 0,0577
10C 0,0252 10P 0,3944
11C 0,1567 11P 0,5671
12C 0,0675 12pP 0,1522
13C 0,1469 13P 0,6312
14C 0,3566 14pP 0,3371
BTA (-) Indeterminado BTA (-) Indeterminado
CTR(+)0,1 0,1681 CTR(+) 0,1 0,1681
CTR (+) 10 4,3562 CTR (+) 10 4,3562
CTR (+) 40 48,8176 CTR (+) 40 48,8176

O maior valor de IPC na reacédo de quantificagéo foi de 29,6797 (< 30).

De maneira geral, as amostras colhidas no limite da mordedura — a periferia (P) —
continham mais material genético do que as amostras colhidas no interior da mordedura —

centro (C) —, excetuando as mac¢as numeradas com 2, 6, 9 e 14.

13
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Os valores minimos, maximos e medianos de quantificacdo, em ambos os locais das
macas mordidas, sdo mostrados na Tabela Ill.

Tabela Il - Extremos minimos e maximos, médias, medianas e desvios padrdo dos resultados da

quantificacdo, a partir da colheita das amostras no centro (amostra C) e na periferia (amostra P).

Minimo Maximo Desvio Percentil Percentil Percentil

Amostra n (ng/uL) (ng/uL) Média padrao 25 50 75
C 14  0,0252 0,7771  0,182564 0,1964036 0,062250 0,145000 0,199275
P 14  0,0219 1,7054  0,481221 0,4634487 0,096800 0,365750 0,690125

O minimo valor de quantificagdo foi obtido de uma colheita a periferia (amostra P)

sendo de 0,0219 ng/uL. Por sua vez, 0 minimo obtido de uma amostra C foi de 0,0252 ng/uL.

O valor maximo de quantificacdo a partir de uma amostra P foi de 1,7054 ng/uL, ou
seja, claramente superior ao maximo 0,7771 ng/pL conseguido numa das colheitas ao centro
(amostra C).

Em média no centro da mordedura pdde-se colher, da saliva, ADN quantificado em
0,182564 ng/uL. Por outro lado, a periferia da maca colheu-se da saliva, em média, ADN
guantificado em 0,481221 ng/pL.

No diagrama de caixas e bigodes, seguidamente exibido (fig. 9), encontram-se

distribuidos para uma melhor visualiza¢éo os valores supramencionados.

14
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207

0,57

o
[&]
0,04
T T
Amostra C Amostra P

Figura 9 - Diagrama de extremos e quartis com resultados da quantificacdo (ng/uL) a partir da colheita
das amostras no centro (Amostra C) e na periferia (Amostra P). * e ° constituem outliers na

guantificacao.

A hipétese nula, indicadora de normalidade, é rejeitada pelo nivel de significancia (p
< 0,05, teste de Wilcoxon). Existe diferenca estatisticamente significativa entre os valores

medidos nas amostras C e P (p = 0,016), sendo que sao superiores na amostra P.

15
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DISCUSSAO

O exame das marcas dentarias em alimentos tem uma componente tipica

morfol6gica e molecular (4,5).

A andlise molecular dos vestigios bioldgicos encontrados nas marcas dentérias em
objetos inanimados, como alimentos, tem-se revelado um importante contributo médico-legal
para a exclusédo e identificacdo positiva do suspeito. A genotipagem do vestigio permite
obter um valor numérico de probabilidade na identificacdo, que permite maior objectividade.
Pelo exposto, a anélise molecular foi a componente utilizada neste estudo (4,6,9,13,14).

Selecionou-se o0 alimento macad (comercialmente disponivel) por estar

frequentemente associado a cena do crime (4).

De modo a reduzir a componente de variabilidade da nossa amostra, achou-se
pertinente aplicar as duas técnicas de colheita de material ao mesmo alimento. Pelo que

este foi dividido parcialmente antes de efetuar o ato de morder (19).

As mordeduras nas macads foram intervaladas por periodos de aproximadamente
uma hora. Este intervalo entre as mordeduras procurou assegurar gue nao se esgotassem
as células de descamacgédo epitelial da mucosa oral. Apesar de ser intenso o grau de
renovacgado (turn-over) celular, ndo € possivel controlar a deposicédo de células epiteliais na
mordedura. Pang e colaboradores, em 2007, mostraram que as pessoas deixam
quantidades muito dispares de células epiteliais mediante o contacto nas mais diversas
superficies, em intervalos de tempo diferente. Considerou-se ainda que a quantidade de
ADN na evidéncia biologica podera variar perante fatores como a for¢a gerada durante o
contacto, as atividades realizadas pelo sujeito antes do contacto, bem como a predisposi¢céo
de cada organismo para a descamacdo de células epiteliais (17). Anzai-Kanto e
colaboradores, em 2005, também tinham sugerido que a quantidade de células de
descamacdo provenientes de um mesmo individuo mediante cada contacto variava
fortemente com as atividades do quotidiano — se comeu, bebeu, fumou, beijou ou mordeu
algo (10).

Em relacdo as técnicas de colheita utilizadas neste estudo teve-se por principio a
double swab technigue, no sentido de otimizar as mesmas (7,19). Sweet e colaboradores,
em 1997, e Pang e colaboradores, em 2007, mostraram através de protocolos
experimentais, que o procedimento de dupla zaragatoa €, efetivamente, o mais eficiente na
colheita de células desidratadas, como as existentes numa mancha seca de saliva, para a
extracdo de ADN, quando comparado com o classico procedimento de zaragatoa
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humedecida Unica, ou com as fitas adesivas, que podem néo ser suficientes para recuperar
ADN de uma evidéncia forense (7,17,19). A primeira zaragatoa humedecida solta as células
epiteliais, na mancha seca de saliva, que sdo depois recolhidas, facilmente, por raspagem
suave com a segunda zaragatoa (4,7,9,17,19). Pretende-se assegurar uma recolha de
células maxima com um minimo de presséo fisica. Podemos considerar que a recolha num
s6 passo (zaragatoa simples) exigiria uma pressdo mais firme e humedecimento vigoroso
para uma recuperacdo de material suficiente que, por sua vez, aumentaria 0 risco de
arrastar mais impurezas (7,9) favorecendo a contaminacgéo, além de inibir a PCR (10). Deve-
se considerar ainda que em alimentos de consisténcia mole, tipo pastel de nata, uma
pressdo elevada pode alterar a conformacdo da mordedura e inviabilizar a aplicacdo

posterior de técnica de analise morfologica (4).

Optou-se por uma metodologia de extracdo do ADN em fase soélida. Esta
metodologia corresponde a ligacéo seletiva da molécula a um substrato, tal como particulas
de silica, resinas paramagnéticas ou mesmo pérolas magnéticas. Assim, as moléculas de
ADN séo retidas, enquanto as proteinas e outros componentes celulares sao lavados, para
depois serem libertadas na forma de ADN purificado. O kit PrepFiler® Express BTA (Applied
Biosystems) utilizado neste estudo pode ser considerado “agressivo” contudo eficiente
guando se pretende provocar a lise celular a fim de maximizar a obtencdo de ADN de

tecidos duros ou de amostras de vestigios, como € o caso da mac¢a em decomposicao (11).

No final, o ADN purificado foi congelado a -20°C por se tratar de um curto periodo até
a quantificagdo, doutra forma a congelacdo dever-se-ia processar a -80°C. Estas baixas
temperaturas inibem a atividade das nucleases que podem ainda danificar as sequéncias
nucleotidicas, mas que em situagbes normais sao necessarias para reciclar estes

componentes (11).

7

A principal finalidade da quantificagio em casos forenses é determinar se,
efetivamente, existe uma quantidade suficiente de ADN amplificavel (short tandem repeat,
STR) por PCR (11). O procedimento de quantificacdo realizado nas amostras deste estudo,
justificou-se pelo facto destas amostras se caraterizarem pela presumivel escassez de ADN.
Por outro lado, pela necessidade de conhecer a concentracdo de ADN extraido da amostra
para executar as diferentes amplificacdes dos marcadores polimorficos de uma identificacédo
(11,12).

A informacgéo obtida dos valores da concentracdo de ADN extraido da amostra ir&

orientar as diferentes amplificac6es dos marcadores polimorficos de uma identificagéo.
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As nossas amostras apresentaram valores de IPC inferiores a 30. Estes resultados
revelam inexisténcia de inibidores na solucdo de extracdo. A presenca de inibidores da
reacdo de PCR significaria interferéncia na reagdo de amplificacdo dos marcadores da
identificacdo e, consequentemente o insucesso da genotipagem.

O valor de quantificacdo do controle negativo — indeterminado — clarifica o controlo
da contaminacdo dos tubos e reagentes, bem como do procedimento técnico (2,12). De
igual modo a quantificacdo nos controlos positivos apresentou valores correspondentes ao

adequado procedimento técnico.

No universo da amostragem, os valores de quantificacdo obtidos permitiram a sua
andlise estatistica. O ADN foi colhido com sucesso por ambas as técnicas, e ndo se pode
ignorar a diferenca estatisticamente significativa entre os valores obtidos na quantificacédo
das amostras C e P, como evidenciado anteriormente na Figura 9 e Tabela IlI.

A técnica que corresponde a periferia da mordedura revelou, com significancia

estatistica, ser a que permite maiores valores de quantificagdo face a técnica que

corresponde a colheita do interior da mordedura.

Os nossos resultados podem-se explicar tendo em conta que a mordedura na polpa
da macgé deposita predominantemente saliva que, por si, deixara disponiveis menos células
epiteliais e leucdcitos na mordedura. Além disso, a polpa da magé é rica em enzimas que

potencialmente degradam o ADN e inibem a reag&o de PCR.

No nosso estudo, ndo se discriminou a molhabilidade da superficie polpa e casca,
logo a primeira zaragatoa do procedimento double swab technique foi rolada uma Unica vez
e, aproximadamente, com a mesma quantidade de humidade e tempo, independentemente
da amostra ser tomada no centro ou a periferia da mordedura. Pang e colaboradores, em
2007, propuseram gue uma superficie gue seja boa absorvente e esteja seca sera, portanto,
dificil de humedecer, podendo mesmo exigir varias zaragatoas humidas, que reidratem as
células e permitam que elas se soltem do substrato. Apenas desta maneira vao aderir,
eficazmente, as fibras da zaragatoa seca final que as recuperara por for¢ca de acéo capilar

associada ao mecanismo de raspagem executado (17).

Em 2012, Khare e colaboradores afirmaram que em casos de mordeduras a
quantidade de saliva depositada é muito baixa (9). Porém, um estudo de recolha de saliva
depositada em pele de Anzai-Kanto e colaboradores, em 2005, avancava ja uma hipotese
passivel de extrapolacéo para a casca e periferia da polpa da maca — zonas tocadas pelos
labios deixam por friccdo mais células nessa zona da mordedura (10).
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O minimo valor de quantificagdo foi obtido de uma colheita a periferia (amostra P)
sendo de 0,0219 ng/pL, inferior ao minimo obtido de uma amostra C de 0,0252 ng/pL.
Possivelmente deveu-se a uma menor pressdo ao executar a raspagem da segunda
zaragatoa, ou mesmo, do menor humedecimento da primeira. Ao invés, pode ter ocorrido
uma maior degradacdo da amostra — suponha-se, por exemplo, que a maga estivesse mais
madura e atravessasse uma fase de grande atividade enzimatica, com maior degradacgéo do
ADN. Claro que pode ter ocorrido qualgquer outra falha, nomeadamente, durante o processo

de extracdo ou quantificacao.

Os valores outliers de quantificacdo 1,7054 ng/uL para uma amostra P e 0,7771
ng/uL, 0,3566 ng/uL e 0,3126 ng/uL para amostras de C podem corresponder as primeiras

mordeduras e como tal poderdo ter maior nimero de células epiteliais.

Salienta-se que o0 nosso estudo terminou na quantificacdo das amostras por se
considerar que os dados dai obtidos satisfizeram a andlise estatistica apresentada. Em
estudos posteriores ir-se-a, entdo, avaliar a amplificacdo dos marcadores autossémicos de

uma identificacdo e a possivel validacao de todos alelos de cada locus polimérfico.
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CONCLUSOES

No universo da nossa amostragem, a extracdo do ADN foi efetuada com sucesso por

ambas as técnicas.

As duas técnicas distinguem-se estatisticamente como métodos de colheitas em

mordeduras.

A técnica da periferia revela-se como a técnica de eleicdo, para se obter maior

quantificacdo de ADN, na mordedura da maca.
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ANEXO | — TABELA DE ABREVIATURAS

Graus Celcius

Acido desoxirribonucleico

Osso, dente e substratos adesivos (do inglés bone, teeth, and adhesive-
containing substrates)

Horas

Microlitros

Nanogramas

Reacao em cadeia da polimerase (do inglés polymerase chain reaction)
Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (do inglés real-time
gquantitative polymerase chain reaction)

Rotagfes por minuto

Microssatélites (do inglés short tandem repeat)
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ANEXO IV — CONTRIBUICAO PESSOAL

Em termos de pratica laboratorial, o orientando esteve presente:
o Na caraterizagdo da amostra, sendo um dos autores das mordeduras;
e Na colheita das amostras procedendo ao registo fotogréafico;
e Na extragcdo e quantificacdo do ADN observando e auxiliando a equipa de

laboratorio.
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ANEXO V — ACEITACAO DO POSTER

Bitemarks in foodstuffs - an approach for genetic identification of the bitter
A Corte-Real’, Duarte Rodrigues®, F. Corte-Real*?, M. Jodo Anjos?

'Faculty of Medicine, University of Coimbra
2Central Branch, National Institute of Legal Medicine and Forensic Sciences

Biological evidences from partially eaten food, left in crime scene, may contain genetic information of
the bitter that can generate a DNA profile. The aim of this paper is to study two different methods to
obtain the DNA on foodstuff.

15 apples were cleaned with sodium hypochlorite before to be bitten by the same individual. Then,
they were stored and allowed to dry at environment temperature for 24 hours. Each bitten apple had
been previously dived vertically in to two equal size parts. In one of the two areas, DNA was collected
from the inner and in the other part from the periphery. For both of them double swab technique was
performed. DNA extraction was executed by the using of PrepFiIerTMBTA kit according to the
manufacturer’s instructions and it quantification realized with QuantifilerTMDuo kit, both by Applied
Biosystems. The results, associated with the study viability of the polymorphisms for an identification
(European standard set), were analyzed with SPSS™ software.

Quantification values stayed between 0,0219 ng/ul to 1,7054 ng/ul and the hypothesis nule was
rejected (p < 0,05). Difference among the two methods was proved. In human skin we perform this
technique in the middle of a bite mark, as well as in previous studies just collected DNA from the inner
of foodstuff and the extraction results just from saliva were lower. This new experimental condition of
collected DNA at periphery allowed results statistically, quantity and quality, better through collection
of epithelial lip cells escaped from apple enzymatic activity.

Keywords: bitemark, genetic profile, identification
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