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RESUMO

A analise do material genético desempenha um papel crucial nas investigacbes
forenses, especialmente na identificagcdo humana. A saliva tem se destacado como
uma alternativa viavel e promissora. Nesse sentido, esta dissertacao foi organizada
em capitulos que se referem a artigos elaborados durante o curso de mestrado. O
primeiro capitulo apresenta, por meio de um artigo de revisao de escopo publicado na
Revista Brasileira de Odontologia Legal (RBOL), o estado da arte da tematica. Com o
objetivo de mapear o tempo de viabilidade da saliva humana em meio externo para
fins de extracdo e quantificacdo de DNA, a revisdo foi desenvolvida seguindo o
protocolo do Joanna Briggs Institute e, previamente registrada na plataforma do Open
Sceince Framework (doi: 10.17605/OSF.IO/PN9ET), com buscas realizadas nas
seguintes bases: Pubmed, Web of Science, Scopus, LILACS, Cochrane e Google
Scholar, sem restricdes sobre periodo de publicacdo ou idioma. ApdOs a screening
inicial dos 283 estudos identificados, seguida de leitura na integra para confirmacao
dos critérios de elegiblidade, foram inclusos 6 estudos na revisdo. Bitucas de cigarro,
préoteses dentarias, pastilhas de compresséao dentéria, cavidade oral e cartdes de FTA
foram os substratos descritos como fonte de saliva coletada. A viabilidade do DNA foi
verificada em tempos que variaram de 1 dia a 11 anos. Verificou-se que o protocolo
de coleta e armazenamento das amostras € um fator que pode influenciar a
guantidade e qualidade do material examinado, todavia, observou-se DNA viavel em
analise realizada uma década apdés a coleta da saliva e esse foi o tempo maximo de
acompanhamento relatado nos estudos. No segundo capitulo, € apresentado um
artigo de pesquisa laboratorial, que investigou o tempo de viabilidade do DNA extraido
da saliva humana quando exposta a ambiente externo, com o objetivo de avaliar seu
potencial para identificagdo humana. O estudo contou com a participagdo de 10
voluntarios adultos e saudaveis. Os participantes mascaram um sialagogo durante 3
minutos e, em seguida, expeliram suas salivas em tubos Falcon estéreis. As amostras
foram expostas ao ambiente e analisadas em cinco periodos distintos: 0, 7, 15, 30 e
60 dias. Posteriormente, respeitando o tempo de andlise de cada grupo, as amostras
de saliva foram imersas em 800 pyL de TRIzol™ Reagent, uma solu¢do empregada
para a extracdo de DNA. Em seguida, foram centrifugadas, e criopreservadas a -20°C.

Na fase seguinte, apds a extracao de fases, as substancias amostrais em fase aquosa,



gue contém moléculas de DNA, foram recuperadas e transferidas para novos
microtubos, sendo agregado com alcool para precipitar as moléculas de DNA apés
nova centrifugacdo. Aos tubos contendo amostras sem solugcdo visivel, foram
adicionados 50 pL de agua ultrapura, e depois 8 pL de cada amostra foram retirados
e acrescentados com 10 pyL de mastermix e 2 puL de primer B-actin gene. A seguir, a
guantidade do material genético foi avaliada utilizando um termociclador para verificar
a emissao de fluorescéncia, PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase) em tempo real.
Apoés a coleta do resultado relativo, os dados foram analisados estatisticamente no
software Jamovi (versdo 2.3.21), adotando nivel de significancia de 5%. Os resultados
demonstraram uma perda de aproximadamente 20% na quantidade de DNA, perda
essa que se manteve consistente em todas as analises a partir do 7° dia. As variacfes
nos valores de DNA quantificavel nos diferentes grupos (tempo) ndo demonstraram
diferenca estatisticamente significante (ANOVA para medidas repetidas; p = 0,475).
Os resultados indicam que a saliva exposta por 60 dias ao meio externo ainda é viavel
para fins de identificacdo humana. Pode-se concluir que os dois artigos se
complementam, visto que o primeiro artigo demonstra o que se sabe sobre o tema e
as lacunas do conhecimento na tematica, a falta de um protocolo especifico de coleta
e armazenamento da saliva, bem como a definicdo do tempo limite maximo em que a
saliva deixa de ser viavel. E o segundo artigo explora essa ultima lacuna ao
desenvolver uma pesquisa experimental que demonstra que a saliva € um substrato
vidvel para identificacdo humana mesmo ap0s a sua exposi¢do ao meio durante 60
dias. Este estudo consolida a saliva como um material genético confiavel para analises
forenses, reforcando sua estabilidade e viabilidade mesmo apds longos periodos de
exposicao ambiental, o que amplia seu potencial de aplicacéo na identificacdo humana

e na resolugéo de investigacdes criminais.

Palavras-chave: Saliva; DNA; Antropologia Forense; Odontologia Legal; Genética
Forense.



ABSTRACT

The analysis of genetic material plays a crucial role in forensic investigations,
especially in human identification. Saliva has emerged as a viable and promising
alternative. In this sense, this dissertation is organized into chapters that refer to
articles developed during the master's course. The first chapter presents, through a
scope review article published in the Brazilian Journal of Forensic Odontology (RBOL),
the state of the art on the topic. Aiming to map the viability time of human saliva in an
external environment for DNA extraction and quantification, the review was developed
following the Joanna Briggs Institute protocol and was previously registered on the
Open Science Framework platform (doi: 10.17605/OSF.IO/PN9ET), with searches
conducted in the following databases: PubMed, Web of Science, Scopus, LILACS,
Cochrane, and Google Scholar, without restrictions regarding publication period or
language. After the initial screening of the 283 identified studies, followed by a full-text
reading to confirm eligibility criteria, 6 studies were included in the review. Cigarette
butts, dental prostheses, dental compression pads, oral cavity, and FTA cards were
described as substrates from which collected saliva samples were obtained. The DNA
viability was verified in time frames ranging from 1 day to 11 years. It was found that
the sample collection and storage protocol is a factor that can influence the quantity
and quality of the examined material; however, viable DNA was observed in analyses
conducted a decade after saliva collection, and this was the maximum follow-up time
reported in the studies. In the second chapter, a laboratory research article is
presented, which investigated the viability time of DNA extracted from human saliva
when exposed to the external environment, with the aim of evaluating its potential for
human identification. The study involved 10 healthy adult volunteers. Participants
chewed a sialogogue for 3 minutes and then expelled their saliva into sterile Falcon
tubes. The samples were exposed to the environment and analyzed at five distinct time
points: 0, 7, 15, 30, and 60 days. Afterward, respecting the analysis time for each
group, the saliva samples were immersed in 800 uL of TRIzol™ Reagent, a solution
used for DNA extraction. The samples were then centrifuged and cryopreserved at -
20°C. In the next phase, after extracting the aqueous-phase substances, which contain
DNA molecules, these were recovered and transferred to new microtubes, to which

alcohol was added to precipitate the DNA molecules after another centrifugation. For



tubes containing samples without visible solution, 50 L of ultrapure water was added,
and then 8 L of each sample was taken and mixed with 10 pL of mastermix and 2 pL
of primer for the B-actin gene. Next, the genetic material quantity was assessed using
a thermocycler to check for fluorescence emission, real-time PCR (Polymerase Chain
Reaction). After collecting the relative results, the data were statistically analyzed using
the Jamovi software (version 2.3.21), with a significance level of 5%. The results
showed a loss of approximately 20% in the DNA quantity, which remained consistent
across all analyses from the 7th day onward. The variations in the DNA values across
the different time groups did not show statistically significant differences (ANOVA for
repeated measures; p = 0.475). The results indicate that saliva exposed to the external
environment for 60 days is still viable for human identification purposes. It can be
concluded that the two articles complement each other, as the first article demonstrates
what is known about the topic and the gaps in knowledge, such as the lack of a specific
saliva collection and storage protocol and the definition of the maximum time limit at
which saliva becomes non-viable. The second article addresses this last gap by
conducting experimental research that shows saliva is a viable substrate for human
identification even after being exposed to the environment for 60 days. This study
consolidates saliva as a reliable genetic material for forensic analysis, reinforcing its
stability and viability even after long periods of environmental exposure, which expands
its potential for application in human identification and in resolving criminal

investigations.

Keywords: Saliva; DNA; Forensic Anthropology; Forensic Odontology; Forensic
Genetics.
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1. INTRODUCAO

A Odontologia Legal, ou Odontologia Forense, vém ganhando destaque nas
tltimas duas décadas e engloba a andlise, revisdo, avaliacdo e apresentacdo de
evidéncias odontoldgicas, visando fornecer informacdes cientificas e objetivas em
procedimentos judiciais e investigacbes criminais (ATA-ALI; ATA-ALI, 2014,
VERISSIMO et al., 2021). Uma das suas areas diz respeito a identificacdo humana,
podendo ser o principal método utilizado em desastres com multiplas vitimas (CHOI
et al., 2018), cuja analise de dados é considerada eficaz, segura e pratica por ser
baseada em elevados critérios cientificos (SILVA et al., 2015). Além disso, é
amplamente utilizada em individuos vivos, contribuindo, por exemplo, para a solucao
de crimes (RAMOS et al., 2021).

A identidade é definida como o conjunto de caracteristicas fisicas, funcionais,
psiquicas e civis que tornam uma pessoa Unica. Do ponto de vista pericial, a
identificacdo refere-se ao processo ou técnica utilizada para estabelecer ou
determinar uma identidade (SILVA; FRANCO; MACHADO, 2022). Para que um
método de identificacdo seja considerado ideal, € necessario que preencha os
requisitos da unicidade (cada individuo deve ter uma identidade Unica), imutabilidade
(as caracteristicas utilizadas para identificacdo ndo devem mudar ao longo do tempo
de forma significativa), praticabilidade (deve ser de facil aplicacdo), classificabilidade
(deve permitir a categorizacdo clara das identidades) e perenidade (deve garantir a
estabilidade ao longo do tempo) (RAMOS et al., 2021).

Os odontolegistas necessitam de conhecimentos que abrangem diversas areas
e utilizam diferentes métodos para identificacdo humana, explorando caracteristicas
Unicas da anatomia da face, dentes e boca (DUANGTON et al., 2018). Os principais
métodos incluem a papiloscopia, que se refere a andlise das impressoées digitais, a
analise de arcos dentais e do DNA (ANDRADE et al., 2023). Para este ultimo, o
sangue é geralmente a fonte que contém maior quantidade de material genético. No
entanto, nem sempre estd disponivel em todas as situagbes forenses
(MURUGANANDHAN; SIVAKUMAR, 2011), sendo necessario recorrer a outras fontes
de DNA como sémen, sangue ou saliva (LIMA; MEDEIROS, 2015).

A saliva é frequentemente considerada uma alternativa viavel para a coleta de

DNA em estudos (epi)gendmicos, e mesmo fora da cavidade oral pode fornecer
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informacBes genéticas precisas (LANGIE et al.,, 2016; HANSSEN et al.,, 2018).
Comparada ao sangue, ela oferece vérias vantagens significativas em termos de
coleta e uso: facilidade de coleta, método pouco invasivo e pratico, conforto e menor
preocupacao em relacdo a coagulacdo (LANGIE et al., 2016; NETO et al.., 2020).
Sabe-se que ambientes controlados favorecem a recuperacédo do DNA, no entanto, a
viabilidade de extragdo deste material em amostras salivares fora do ambiente oral
pode apresentar degradacdes do material genético com o passar do tempo
(ANDRADE et al., 2023).

Diante disso, 0 objetivo geral do presente estudo € verificar o tempo de
viabilidade que o DNA salivar quando esta se encontra em ambiente externo a
cavidade bucal e se o DNA extraido da mesma apresentara potencial de identificacéo
humana. Os objetivos especificos séo: identificar o tempo de viabilidade da saliva
humana em meio externo para a extracao e purificacdo do DNA e avaliar a degradacéo
do DNA extraido e sua capacidade de preservacdo em 4 diferentes intervalos de
tempo (7, 15, 30 e 60 dias) para a possibilidade de identificacdo humana. A presente
dissertacdo foi dividida em dois capitulos, sendo o primeiro referente ao artigo de
revisdo de escopo em que traz o estado da arte, e o segundo sobre o artigo que
apresenta a pesquisa laboratorial realizada, que ajuda a compor o conjunto de

evidéncias cientificas sobre a tematica.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A Odontologia Legal € uma das areas das Ciéncias Forenses responsavel pela
investigacao de fenbmenos psiquicos, fisicos, quimicos e bioldgicos que podem atingir
0s seres humanos (vivo, morto, ossada e fragmentos). Dentre suas competéncias,
destaca-se a identificacdo humana, realizando, por exemplo, estimativas de sexo,
idade, estatura, andlise de mordida e de DNA (DEBORTOLI et al., 2019; RAMOS et
al., 2021).

A atuacdo do cirurgido-dentista no ambito forense é respaldada pela legislacdo
federal competente, a Lei n° 5.081 (Brasil, 1966), que regulamenta o exercicio da
Odontologia no Brasil. Além disso, o Conselho Federal de Odontologia (CFO), por
meio da Resolucéo n° 63, define claramente o campo de atuacao do especialista em
Odontologia Legal, garantindo total autonomia nas questbes que envolvem
Identificacdo Humana, Tanatologia Forense, Infortunistica, Traumatologia, Balistica
Forense, e Imagiologia (RAMOS et al, 2021; VANRELL, 2019). Essas
regulamentacdes garantem que os profissionais estejam capacitados e autorizados
para desempenhar um papel fundamental em procedimentos judiciais e investigagdes
gue envolvam aspectos odontoldgicos forenses.

A identidade é o conjunto de caracteristicas morfofisiolégicas e psiquicas
exclusivas de uma pessoa, sendo definida por processo objetivo, baseado em
fundamentos cientificos. A identificacdo humana é de fundamental importancia para
sociedade, seja pelas considera¢cdes humanitarias ou por sua aplicacdo em processos
civeis e criminais (LIMA; CUNHA; FUJITA, 2022.; DEBORTOLI et al., 2019).

Véarios métodos foram desenvolvidos para se estabelecer a identidade
individual, mas a Interpol classifica o0 exame do DNA, junto com a andlise
papiloscopica e odontolégica, como os métodos primarios na identificacdo humana.
Caso um individuo seja identificado positivamente por um desses métodos, a
identificacdo humana esta estabelecida sem a necessidade de realizacdo de outra
metodologia pericial para confirmar os resultados obtidos (MALIK; PILLAI; MALIK,
2022; SILVA; FRANCO; MACHADO, 2022).

O uso de saliva como fonte de DNA para investigacdes forenses € interessante
dada a sua facilidade de coleta, sendo um processo néo invasivo e, a depender da

situacao, de facil recolhimento (SILVA et al., 2020). A saliva também tem a vantagem
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de que o background do material analisado (células, DNA, RNA e proteinas) e
substancias inibidoras é muito menor e menos complexo do que no sangue (RAMOS
et al., 2021).

De modo consensual, a saliva é descrita como uma fonte muito rica de DNA
humano, pois o nimero médio de células epiteliais por 1 mL de saliva é cerca de 4,3
x 10,5 pl (microlitros). Além disso, a renovacgao destas células € bastante extensa na
boca, pois a camada superficial é substituida, em média, a cada 2,7 horas, sugerindo
gue € provavel que haja DNA gendmico intacto nas amostras de saliva (RAMOS et
al., 2021).

Kuchler et al. (2012) avaliaram o rendimento e a qualidade do DNA gendémico
obtido da saliva fresca e saliva armazenada por 4 e 8 dias a temperatura ambiente,
utilizando o enxague bucal para coleta da amostra. Seus resultados indicaram que
ndo houve diferenca significativa entre os diferentes periodos de armazenamento.
Desse modo, mostrando que a qualidade da saliva para fins genéticos permanece
adequada mesmo quando exposta a fatores externos.

Técnicas como o Polimorfismo no Comprimento de Fragmento de Restricao
(RFLP), a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a Eletroforese, e a Southern
Blotting sao utilizadas para uma ampla verificacio em amostras de DNA na
identificagdo de praticas criminosas (OLIVEIRA; FILHO, 2018). A PCR é uma das
técnicas mais utilizadas, pois permite a amplificacdo de regides restritas do genoma
humano tornando possivel a obtencdo de informagbes mesmo em quantidades
extremamente pequenas de DNA, sendo classificada como ferramenta simples e
sensivel (POWER, et al. 2010). E utilizada também em outras areas como no
diagnostico de infectologia clinica através da analise dos acidos nucléicos e dos
patdgenos (SILVA, et al. 2020).

A PCR é feita em um tubo onde é colocado pequena quantidade de DNA
gendmico, quatro nucleotideos (dATP, dCTP, dTTP e dGTP), a enzima Taq DNA
polimerase, responsavel pela sintese de DNA a partir de um molde, primers, que séo
sequéncias curtas de nucleotideos que delimitam a regido alvo, e uma solucéo
tampdo, que mantém o pH estavel, prevenindo variacbes mesmo com a adicdo de
substancias acidas ou bésicas. Apés isso, todo o material é colocado em um
termociclador onde ocorrerd 3 etapas com diferentes graus de temperatura

(desnaturacéo, pareamento dos primers e sintese), conferindo milhdes de copias do
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DNA em questdo. Por fim, dependente da temperatura, através da eletroforese capilar,
método que faz uso da corrente elétrica e de corante marcador de DNA, ser& possivel
visualizar por luz ultravioleta os fragmentos do DNA (VALARINI et al., 2011).

Os cuidados na coleta da saliva com relacéo a particulas ou outras substancias
interferentes sdo imprescindiveis, uma vez que a presenca de outros microrganismos
e substancias podem acelerar a degradacdo do DNA, como também, gerar a
contaminacdo da amostra a ser analisada. Dessa forma, o uso de luvas e materiais
de coleta limpos sédo imprescindiveis no momento da coleta (BHATTARAI; KIM;
CHAE, 2018). A literatura sobre métodos de coleta de saliva para fins genéticos até o
momento traz como opgao o enxague oral com solucdo salina, esfregaco bucal por
swabs, escova citologica e coleta total de saliva por kits prontos. Entretanto, Ambers
et al. (2018) verificaram que o uso de swabs umidos, especificamente da marca
microFLOQR, é o método de extracdo ideal em casos de cenas de crime onde ha
pouca quantidade de material salivar para ser coletado.

A preservacao do material genético para a amplificacdo por PCR envolve o
controle de temperatura, umidade, o valor do pH e da presenca de acidos e de
microorganismos. A temperatura baixa, ambientes secos, com 0 minimo de
crescimento de microorganismos e pH neutro ou alcalino favorecem a preservagao do
material genético (LOBO; AMARAL; SUEDI, 2012).

Diante do exposto, torna-se evidente a importancia de realizar estudos
detalhados e especificos sobre o DNA presente na saliva quando esta se encontra
fora do ambiente bucal. Assim, o presente trabalho se prop6s a identificar o tempo de
viabilidade da saliva humana em meio externo para a extracdo do DNA e avaliar a

preservacado desse DNA para a possibilidade de identificagdo humana.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Investigar o tempo de viabilidade da saliva humana para fins de identificacédo
encontrados na literatura e analisar a viabilidade do DNA contido na saliva em um

periodo de 60 dias.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Mapear a literatura acerca do tempo de viabilidade da saliva humana em meio
externo para a extracdo do DNA para a possibilidade de seu uso com fins de
identificacéo;

e Avaliar a degradacédo do DNA extraido e sua capacidade de preservacdo em 4
diferentes intervalos de tempo (7, 15, 30 e 60 dias) para a possibilidade de

identificacdo humana.
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RESUMO

Introducédo: A andlise do DNA salivar € uma dos métodos de identificacdo humana relacionados a
Odontologia Legal. A coleta do material genético salivar consiste num processo simples e pouco invasivo,
por possuir grande potencial discriminatério tem sido amplamente aplicado em investigagdes criminais.
Objetivo: Por meio de uma revisado de escopo, objetivou-se mapear o tempo de viabilidade da saliva humana
em meio externo para fins de extracéo e purificacdo de DNA. Material e Métodos: A revisdo foi conduzida
seguindo o protocolo JBI e registrada (doi: 10.17605/OSF.IO/PN9ET). A estratégia de busca foi adaptada
para as bases: Pubmed, Web of Science, Scopus, LILACS, Cochrane e Google Scholar, sem restricdes
sobre periodo de publicagao ou idioma. Foram excluidos estudos que exploraram apenas as metodologias
e materiais relacionados a extracéo de DNA , também aqueles que estudaram DNA de outros componentes
gue ndo a saliva. Resultados: Identificou-se 283 estudos. Ap6s triagem inicial, 15 referéncias foram lidas na
integra, sendo 6 incluidas na revisdo, em funcdo da confirmagdo da elegibilidade. Bitucas de cigarro,
proteses dentarias, pastilhas de compressao dentaria, cavidade oral e cartdes de FTA foram os substratos
descritos como fonte de saliva coletada. A viabilidade do DNA foi verificada em tempos que variaram de 1
dia a 11 anos. Concluséo: O protocolo de coleta e armazenamento das amostras € um fator que pode
influenciar a quantidade e qualidade do material examinado, todavia, observou-se DNA viavel em analise
realizada uma década apos a coleta da saliva e esse foi 0 tempo maximo de acompanhamento relatado
nos estudos.

PALAVRAS-CHAVE
Odontologia legal; Saliva; DNA; Genética forense.
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INTRODUCAO

A Odontologia Legal tem como
objetivo a aplicacéo dos conhecimentos da
ciéncia odontolégica a servico da justical,
uma de suas areas de atuacéo diz respeito
a identificacdo humana, por consequéncia,
auxilia também na resolucéo de crimes.

A identificacdo humana determina a
identidade de uma pessoa por meio das
caracteristicas que a diferenciam das
demais, para tanto, langa-se mao de
métodos capazes de caracterizar e
individualizar o sujeito. Dentre os métodos
primarios de identificagcdo humana estédo a
papiloscopia, a identificacdo pela arcada
dentaria e a andlise do DNA.

Este dltimo representa um avanco
de grande importdncia para a genética
moderna e em muito contribui na
investigacdo criminal, pois apresenta
potencial discriminatério e pode ser
realizado em amostras antigas expostas as
agressdes ambientais. O DNA de um
individuo é idéntico em qualquer célula do
seu corpo, quer tenha sido extraido da raiz
do cabelo, sémen, sangue ou saliva, sendo,
portanto, possivel obter um perfil molecular
Unico para cada pessoa a partir de uma
amostra bioldgica?.

O sangue e a saliva contém alguns
constituintes semelhantes, entre eles, o
DNA, assim, como nem sempre é possivel a
obtencé@o de amostras sanguineas, o fluido
salivar € uma fonte alternativa segura para
extracdo de material genético?. O uso de
saliva é favorecido devido a sua praticidade,
por conferir um processo ndo invasivo e de
facil coletas.

Uma vez extraido, o material

genético deve ser amplificado para analise,

entre os métodos estdo: a amplificacao
isotérmica, multiplex, por transcricao
reversa, rolling circle, reacdo em cadeia de
polimerase (PCR), entre outros. Atualmente,
a PCR estid entre as técnicas mais
utilizadas, a partir dela regides restritas do
genoma humano sdo copiadas, tornando
possivel a obtencdo de informag¢des mesmo
guando a fonte de material biolégico sao
guantidades extremamente pequenas de
DNA.

A preservacdo do material genético
para a amplificacdo por PCR envolve o
controle de temperatura, umidade, pH e da
presenca de &cidos e de micro-organismos.
Temperatura baixa, ambientes secos, com o
minimo de crescimento de  micro-
organismos e pH neutro ou alcalino
favorecem a preservacdo do material
genético.

Portanto, sabe-se que ambientes
controlados favorecem a recuperacdo do
DNA. Entretanto, ainda h4 questionamentos
sobre a viabilidade de extracdo deste
material em amostras salivares expostas,
fora do ambiente oral, como em marcas de
mordida, restos alimentares, vestigios em
objetos ou outros substratos. Assim, por
meio de uma revisdo de escopo, objetiva-
se mapear o tempo de viabilidade da saliva
humana em meio externo para a extracao do
DNA para a possibilidade de seu uso com

fins de identificagéo.

METODOLOGIA

A revisdo de escopo foi conduzida
de acordo com a metodologia proposta pelo
Joanna Briggs Institute (JBI) para revisbes

de escopo*® e seu relato seguiu as
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recomendacgfes propostas pelo Preferred
Reporting Items for Systematic reviews and
Meta-Analyses extension for
Reviews- (PRISMA- ScR)®. O protocolo da

pesquisa foi registrado no Open Science

Scoping

Framework
(https://doi.org/10.17605/0OSF.IO/PN9ET).

Pergunta de investigacédo

Desenvolveu-se a revisdo com base
na seguinte pergunta norteadora: “Qual o
tempo de viabilidade da saliva humana para
extracdo do DNA com fins de identificacdo
humana?”. Tal pergunta foi construida a
partir do acrénimo PCC
(Populacao/Problema, Conceito, Contexto)
e seu mapeamento permitiu a elaboracdoda

estratégia de busca.

Estratégia de busca

A estratégia de busca, incluindo
todas as palavras-chave e termos de indices
identificados, foi inicialmente montada e
testada no Pubmed e posteriormente
adaptada para cada uma das bases também
incluidas nesta revisdo: Web of Science,
Scopus, LILACS e Biblioteca Cochrane. Nao
houve restricdo quanto ao idioma e periodo
de publicacdo, sendo avaliados registros
publicados até fevereiro de 2023. A busca
na literatura cinzenta foi contemplada com
pesquisa no  Google Scholar e,
adicionalmente, as listas de referéncias de
artigos selecionados foram rastreadas para

busca adicional de artigos (busca manual).

Critérios de elegibilidade para selecao
dos estudos

Esta revisdo incluiu estudos
considerando  todos os tipos de
participantes. Foram considerados o0s
estudos que estavam relacionados com a
avaliacdo do DNA presente na saliva, em
relacdo ao tempo dela conservada em meio
externo. Também foram incluidos trabalhos
gue exploravam o tempo de viabilidade do
DNA da saliva em relagdo a identificagcao
humana. Excluiram-se estudos que
explorassem apenas as metodologias e
materiais relacionados a extracdo do DNA.
Além disso, descartaram-se os artigos que
usavam DNA de outros componentes que
néo o salivar. Esta reviséo considerou todos
os desenhos de estudo, independentemente

de seu delineamento e rigor metodolégico.

Selecao das fontes de evidéncia
Mediante a pesquisa, todos os
registros identificados nas diferentes bases
foram agrupados e incluidos no gerenciador
de referéncia ENDNote Web para remogéo
das duplicatas. A triagem inicial pela anélise
dos titulos e resumos foi realizada por dois
revisores

independentes. Artigos

potencialmente relevantes foram
recuperados na integra e seus metadados
importados para o software gerenciador de
referéncias

Rayyan (Rayyan

QCRIl/www.rayyan.ai)’, especifico para
estudos de revisdo de literatura, como as
sistematicas ou de escopo.

Os artigos selecionados foram
avaliados em relacdo aos critérios de
inclusdo por dois revisores independentes.
Os motivos para a exclusdo daqueles que

ndo atenderam aos critérios de incluséo
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foram registrados e relatados nesta reviséo.

Quaisquer divergéncias que
surgiram entre os revisores em cada etapa
do processo de selecdo foram resolvidas
por meio de discussdo, em reunifes de
consenso, com a presenga de um terceiro
revisor. Os resultados da pesquisa sao
relatados por completo nesta revisdo de
escopo e apresentados em um fluxograma

proposto pelo PRISMA-ScR.

Extracdo de dados

Os dados foram extraidos por dois
revisores independentes, usando um
formulario de extragdo de dados de autoria
prépria que incluiu detalhes especificos
alinhados aos objetivos desta revisao, tais
como: autoria, ano e local de estudo, titulo,
local de coleta da saliva, tempo entre coleta
de DNA e analise, método de extragdo e
amplificacdo do DNA, condicdo de
acondicionamento da amostra e resultados

obtidos.

Anédlise e apresentacdo dos dados

Os resultados estdo apresentados
graficamente e em forma de tabela,
acompanhados de uma sintese narrativa
dos estudos mapeados. As tabelas de
apresentacao dos dados foram
desenvolvidas com base nos dados
extraidos, agrupados de acordo com os

resultados obtidos por cada artigo.

RESULTADOS

A Dbusca inicial identificou 283
registros, sendo: 59 da Pubmed, 85 da
Scopus, 37 da Web of Science, 2 da Lilacs

e 100 do Google Scholar. Apés a remocgao

das duplicatas (n=79) pelo gerenciador de
referéncias, restaram 220 trabalhos, desses
foram selecionados 191 artigos, pois foram
excluidas mais 29 duplicatas pelo software
de manejo de referéncias para revisbes de
literatura (Rayyan).

No Rayyan, as 191 referéncias
foram analisadas, por meio dos seus titulos
e resumos, por 2 colaboradores que
estavam com a configuragdo "blind on"
ativada. ApOs essa fase, um terceiro
colaborador, com o "blind on" desativado,
fez a analise dos conflitos existentes. Desse
modo, 15 referéncias foram selecionadas
para leitura na integra, dessas, 9 nao
atenderam aos critérios de elegibilidade e
foram excluidas. Assim,

6 estudos foram inseridos nesta revisdo

(figura 1).

Caracterizacao dos artigos cientificos

Os estudos identificados nesta
revisdo foram publicados entre os anos de
1991 e 2019, tendo sido todos
desenvolvidos internacionalmente  nos
seguintes paises: Estados Unidos, Japao,
india e Alemanha. A coleta de material
genético salivar foi realizada em individuos
infantis, adultos e idosos, conforme
demonstra o quadro 1.

O PCR foi a técnica de amplificagao
de DNA utilizada em todos os estudos,
entretanto, os protocolos de execucdo
variaram de acordo com os kits comerciais
de escolha, entre eles: tecnologia
MagAttrack e protocolos que utilizavam
dodecil sulfato de sédio (SDS) e proteinase

K, além da solucdo Chelex com método
piggyback.
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Artigos identificados pela
busca na base de dados
(n=283).

| Pubmed (n=59) |

Web of Science
Scopus (n=85) (n=37)

Lilacs (n=2) ‘ Cochrane (n=0) Google scholar

v

Artigos duplicados (n=79)

v

Artigos analisados por
titulo e resumo (n=191)

|

(n=100)

Artigos analisados (n=191)

Artigos excluidos (n=176)

!

Artigos completos
analisados (n=15)

Artigos completes
excluidos devido a desvio
do tema excluidos (n=9)

Artigos incluidos (n=6)

indus3o

)

Figura 1. Diagrama PRISMA - Fluxograma das etapas desenvolvidas para aselegcdo de

estudos primérios incluidos na revisao.

DISCUSSAO

Em investigacdes forenses, a saliva
pode ser encontrada em diversas
superficieis e  substratos, segundo
Hochmeister et al. (1991)8, que avaliaram o
DNA por meio de bitucas de cigarro, a
amplificacdo do DNA pode apresentar
dificuldades devido a diminuicdo da
concentracdo de material salivar com o
passar do tempo em meio externo. Portanto,
a utilizacdo de albumina de soro bovino
(BSA), que diminui a desnaturagdo no
armazenamento.

Com relagdo a coleta de DNA em
proteses dentarias de resina, foi visto que a
regido que apresentava maior quantitativo
genético eram nas areas de superficies
basais®. Além disso, a coleta de DNA

isolado da prétese dentéria, mesmo apés 1

més, adiciona grande utilidade deste
método na ciéncia forense.

O uso de cartbes Flinders
Technology Associate (FTA), quando a
amostra de saliva é adequadamente
transferida para estes e, em seguida,
armazenados corretamente seguindo as
instrucbes do fabricante, favorece a
recuperacdo de quantidades suficientes de
DNA para identificacdo humana, mesmo
depois de mais de uma década de
armazenamento a temperatura ambiente®®.
O protocolo, segundo Ovchinnikov et al.
(2016)*? aponta que a utilizacdo de PCR
multiplex e simplex para amplificacdo e
sequenciamento do DNA da saliva pode ser
utilizado em cartbes FTA com coleta de mais
de 10 anos, mesmo que estes estejam sem

protecdo especial.
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Quadro 1. Distribuicdo e caracterizagdo dos estudos selecionados para inclusdo narevisdo de escopo, a qual responde a seguinte pergunta norteadora:

Tempo
. Local do Local de cegltertea = Amplificacao (;%gznﬁcc)iisni?
Autoria (Ano) coletada Extracdo do DNA Resultados
estudo . de do DNA mento da
saliva
DNA e amostra
andlise
A cobertura externa do cigarro foi colocada em um
tubo de 1,5ml com 1ml de solugdo Chelex + agitagéo
novortex por 30s + incubagéo por 30 min a 56°C | PCR usando a A andlisebaseada emPCR do DNA
A + agitagéo + fervura por 8min + agitagdo + solugdo | AmpliType TM | Bolsas de papel p ) X
Hochmeister et Estados Bitucas de 1 més,3 Chelex foi transferida para outro tubo pelo método HLA-DQ em temperatura e extraido da saliva empontas decigarro oferece o
. - mesese 7 A . . ~ . ) potencial de caracterizar geneticamente o
al. (1991) Unidos cigarro piggyback, por meio de centrifugagdo + o Alpha Forensic umidade : = .
meses . : L - material onde antes ndo era possivel com a
sobrenadante contendo o DNA foi transferido para DNA Amplification ambiente tipagem demarcadores sorologicos convencionais
o microconcentrador Centricon™ e Typing Kit '
100 + centrifugacdo + u so de 2ml de solugéo
tampdo +armazenamento a 4 °C.
1 dia, 1 | As pegas de resinas manchadas com saliva foram
Pecas de | semana, 2 '”°“b?das em solu(;ap . tampso conte_ndq 1% de Proteses de resina usadas por pacientes podem
resina, semanas, 1 dodecil sulfato de. sédio (SDS) e digerido com Expostas em uma ser fontes Uteis de DNA para identificacdo
Inoque, M. etal = P N 0,1mg/ml de proteinase K a 55°C durante a noite. salaem . > )
2000 Japédo préteses e més, 2 Ap6s a incubacio a solucio digerida pela PCR t t pessoal. Tais proteses deixadas em temperatura
( ) coroas meses, 200 pos & SOl 9 P emperatura ambiente por aproximadamente 200 dias podem
dentari di 727 proteinase K_foi transferida para outro tubo e o ambiente. ser utilizadas para extragao de material genético
entarias 1as e DNA foi extraido com fenol/cloroférmio precipitado :
dias com etanol e resuspenso em solugdo tampé&o.
i ) . Préteses foram colocadas em solugédo tampéo e o Em temperatura A saliva é uma excelente fonte de DNA para
Chauhza;)nié. etal. India g’roigs_es 1 slemflna, DNA foi isolado usando o kit Qiagen DNeasy® A IP:(ESTR® ambiente no meio | estudos forenses mesmo ap6s 1 més da cavidade
( ) entanas mes Blood & Tissue. mp externo. oral e em temperatura ambiente.
Armazenado em
temperatura
PCR com ambiente dentro o ® FTA sa d d
Corradini B., et Cartdes de ReadyAmpGenomic DNA PowerQuant de bolsas S caroes sao acequados para a
al. (2019) Alemanha FTA L L Purification System (Promega) nos cartdes de FTA System multibarreiras recuperacdo robusta e confiavel de DNA em
: Y amostras de saliva até 11 anos apds coleta.
(Promega) com dessecante
e protegido pela
luz ultravioleta.
Descreveu- se um método baseado em PCR de
Ovchinnikov, I.V. Estados Cavidade ECRS d.uas rodadas, 'combmar?do PCRs njultlplex ®e
etal. (2016) Unidos Oral 10 anos - Multiplex e - sm}plex. Tal método aplicado a cartdes FTA
' simplex apds 10 anos de transporte e preservagdo, sem
protecéo.
As pastilhas de impressédo dentérias podem ser
: (teis para coleta de DNA e identificacdo de
Kim, M. et al. Estados Pastilha d~e Tecnologia MagAttrack na estagdo de trabalho Temperatura criangas.
compresséao 1 ano PCR ambiente e em g
(2012) Unidos pres: BioRobot M48 (Qiagen, Valencia, Calif, USA). Ap6s 12 meses, a pastilha ainda era usada para
dentéaria sacolas seladas.

captura de material
identificagdo.

e correspondéncia de
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Observou-se também que mesmo
ap6s um ano de diferenca entre coleta e
andlise da amostra, a saliva coletada de
marcas de mordidas em pastiha de
compressédo dentéria ainda guarda material
genético. Além de ndo serem encontrados
inibidores que pudessem interferir no perfil
do DNAZE,

A saliva pode estar disponivel em
uma variedade de fontes, como marcas de
mordida, copos, lencos de papel, proteses
e alimentos. A principal fonte de DNA da
saliva sdo as células epiteliais descamadas
da mucosa oral e a literatura apresenta
distintos métodos de coleta, incluindo o uso
de cotonetes, bochechos, citobrush e saliva
em frascos.

A respeito do tempo de viabilidade,
foi visto que mesmo apdés 11 anos da coleta
da saliva a mesma ainda se apresentava
como fonte de obtencdo do DNA, fato
apontado pelo trabalho de Corradini et al.
(2019)*, estudo que apresentou o maior
tempo entre a obtencé@o do DNA e a andlise.
Entretanto, ndo foi possivel determinar qual
0 tempo limite em que a saliva deixava de
ser um fator auxiliador na busca genética
pela auséncia de estudos com maior tempo
de duracgdo da pesquisa.

No quesito dos protocolos e
técnicas de obtencdo do DNA o uso de kits
comerciais sdo0 0s mais recomendados,
uma vez que vém com as proporcdes e
reagentes quimicos ideais para as reagdes
necessérias na obtencdo do material
genético, garantindo melhor quantidade e
gualidade dos genes a serem extraidos. Tal
fato € comprovado pelos resultados do
estudo de Garbieri et al. (2017)* o qual

avaliou 5 protocolos diferentes e concluiu
gue os protocolos comerciais mantinham
maior pureza do DNA, diferentemente dos
ndo comerciais que perdiam tal eficiéncia.

Segundo a revisdo sistematica de
Sujatha et al. (2019)*°, foi visto que a saliva
foi uma fonte suficiente de obtencdo de
DNA, principalmente para métodos de
amplificagdo por PCR e genotipagem,
independentemente das condigdes
ambientais e do tempo de espera,
indicando assim que a saliva é uma fonte
confiavel e pratica. A presente revisdo
confirma essa ideia, uma vez que aqui
também se investigou a forma de
acondicionamento da amostra e verificou-
se que independente da escolha do meio,
se em sacolas seladas, bolsas de papel,
bolsas multibarreiras com dessecante e
protegido por raios UV ou exposta ao meio
externo em temperatura ambiente, o0 DNA
esteve vidvel para extracdo em diferentes
tempos.

Outro ponto de destaque diz
respeito a forma de armazenamento do
material coletado para manter a viabilidade
de se obter DNA. No estudo de Garbieri e
colaboradores (2017)*, foi visto que com o
uso do kit Oragene™, a partir de saliva
fresca, observou-se 70% de integridade do
DNA na eletroforese em gel de agarose,
ap6s PCR convencional, e com saliva
congelada por 6 e 12 meses observou-se
100% de integridade. Com isso, evidencia-
se que o congelamento da amostra é uma
técnica que mantém a qualidade da mesma.

Ressalta-se também a
necessidade em manter a integridade das

amostras no processo de coleta e
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acondicionamento, evitando a
contaminagdo por contato, por mistura ou
por material biolégico do coletorl®., Os
estudos aqui incluidos apresentaram
controle para minimizar o risco de
contaminacao?’.

Por fim, a variedade de protocolos
de coleta e armazenamento de material
biolégico, comentados nesta reviséo,
demonstra que ndo ha uma diretriz padréo
para andlise de DNA a partir da saliva.
Reforga-se que o fluido salivar é sim fonte
vidvel para extracdo de material genético,
mas que a forma de armazenamento da
amostra coletada se sobressai ao quesito

tempo.

CONCLUSAO

Com relagdo ao tempo de
viabilidade da saliva para fins de
identificacdo humana, o maior tempo
relatado nos estudos foi de 11 anos em
cartbes de FTA. N&o foi possivel definir

gual o limite maximo em que a saliva

deixava de ser um fator auxiliador na busca
genética por nao haver estudos que
identificaram com quanto tempo o material
deixa de ser viavel.

Os estudos extrairam DNA de
saliva obtida em diversos substratos,
demonstrando ampla possibilidade de
coleta. Em relacdo a preservacdo do
material genético, mesmo com o passar do
tempo, verificou-se que parte do DNA
extraido ainda possuia viabilidade quanto a
expressdo genética em todos os estudos
incluidos, possibilitando a identificacédo

humana.
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ABSTRACT

Introduction: Salivary DNA analysis is one of the human identification methods related to forensic dentistry.
Collection of salivary genetic material consists of a simple and poorly invasive process because it has great
discriminatory potential has been widely applied in criminal investigations. Objective: Through a scope
review, the feasibility time of human saliva was mapped in the external environment for DNA extraction and
purification purposes. Material and Methods: The review was conducted following the JBI protocol and
registered (doi: 10.17605/OSF.IO/PN9ET). The search strategy was adapted for the databases: Pubmed,
Web of Science, Scopus, LILACS, Cochrane and Google Scholar, with no restrictions on period of publication
or language. Studies that explored only methodologies and materials related to DNA extraction were
excluded, as well as those that studied DNA from components other than saliva. Results: 283 studies were
identified. After initial screening, 15 references were read in full, 6 of which were included in the review.
Cigarette butts, dentures, dental compression tablets, oral cavity and FTA cards were the substrates
described as a source of collected saliva. DNA viability was verified in times ranging from 1 day to 11 years.
Conclusion: The sample collection and storage protocol is a factor that can influence the quantity and quality
of the material examined, however, viable DNA was observed in an analysis performed a decade after saliva
collection and this was the maximum reported follow-up time in the studies.
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Forensic dentistry; Saliva. DNA. Forensic genetics.
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RESUMO

A andlise do material genético desempenha um papel crucial nas investigacdes
forenses, especialmente na identificacdo humana. Embora o0 sangue seja
tradicionalmente a principal fonte de DNA para esses procedimentos, a saliva tem se
destacado como uma alternativa viavel e promissora. Nesse sentido, este estudo
investigou o tempo de viabilidade do DNA extraido da saliva humana quando exposta
a ambiente externo, com o objetivo de avaliar seu potencial para identificacdo humana.
Trata-se de um estudo laboratorial, transversal, de carater quantitativo, com a
participacdo de 10 voluntarios adultos e saudaveis. Os participantes mascaram um
sialagogo durante 3 minutos e, em seguida, expeliram suas salivas em tubos Falcon
estéreis. As amostras foram expostas ao ambiente e analisadas em cinco periodos
distintos: 0, 7, 15, 30 e 60 dias. Posteriormente, respeitando o tempo de anélise de
cada grupo, as amostras de saliva foram imersas em 800 uL de TRIzol™ Reagent,
uma solucdo empregada para a extracdo de DNA. Em seguida, foram centrifugadas,
e criopreservadas a -20°C. Na fase seguinte, as substancias amostrais em fase
aquosa, que contém moléculas de DNA, foram acondicionadas em novos microtubos
e adicionadas com alcool para precipitacdo do DNA. Apos esta fase, o sobrenadante
foi removido e adcionado a 50uL de &gua ultrapura. Aliquotas de 8 pL foram
acondicionados em novos microtubos e inseridos em 10 pL de mastermix e 2 pL de
primer B-actin gene. A seguir, a quantidade do material genético foi avaliada utilizando
um termociclador para verificar a emisséo de fluorescéncia, PCR (Reacdo em Cadeia
da Polimerase) em tempo real. As condi¢cBes de ciclagem térmica utilizadas para este
primmer foram as seguintes: 94° C por 2 minutos, 40 ciclos de 94° C por 45 segundos,
58°C por 30 segundos e 72°C por 1,5 minutos, seguidos por um periodo final a 72°C
por 10 minutos. ApOs a coleta do resultado relativo, os dados foram analisados

estatisticamente no software Jamovi (versao 2.3.21), adotando nivel de significancia
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de 5%. Os resultados demonstraram uma perda de aproximadamente 20% na
guantidade de DNA, perda essa que se manteve consistente em todas as andlises a
partir do 7° dia. As variacdes nos valores de DNA quantificavel nos diferentes grupos
(tempo) ndo demonstraram diferenca estatisticamente significante (ANOVA para
medidas repetidas; p = 0,475). Os resultados indicam gue a saliva exposta por 60 dias
ao meio externo ainda é viavel para fins de identificagdo humana, oferecendo, assim,

subsidios para as areas da Antropologia forense.

Palavras-chave: Saliva. DNA. Antropologia Forense. Odontologia Legal. Genética
Forense.

1. INTRODUCAO

A Odontologia Legal, ou Odontologia Forense, tem se destacado nas Ultimas
duas décadas por sua capacidade de analisar, revisar, avaliar e apresentar evidéncias
odontologicas, fornecendo informacfes cientificas e objetivas para procedimentos
judiciais [1,2]. Dentre suas competéncias, a identificacdo humana € notavel por sua
precisdo e eficdcia baseada em rigorosos critérios cientificos. Essa abordagem é
fundamental para a solugéo de crimes, estimativas de sexo e analise de DNA [3,4].

A identidade é definida como um conjunto de caracteristicas que permitem a
distincdo de uma pessoa das demais, individualizando-a fisicamente e juridicamente.
A identificacdo refere-se ao processo técnico-cientifico pelo qual se determina a
identidade de um individuo [5]. Para que um método de identificacéo seja considerado
ideal, € necessario que preencha os requisitos da unicidade (cada individuo deve ter
uma identidade Unica), imutabilidade (as caracteristicas utilizadas para identificacao
nao devem mudar ao longo do tempo de forma significativa), praticabilidade (deve ser
de facil aplicacédo), classificabilidade (deve permitir a categorizacdo clara das
identidades) e perenidade (deve garantir a estabilidade ao longo do tempo) [4].

Os odontolegistas atuam de forma respaldada pela legislacéo federal brasileira
e pelo Conselho Federal de Odontologia [4]. Possuem conhecimentos abrangentes
gue englobam diversas disciplinas e aplicam métodos variados para a identificacédo
humana, analisando caracteristicas especificas da anatomia da face, dentes e boca
[6]. Os principais métodos incluem a analise da arcada dentaria e a analise do DNA
[7, 8], ambos considerados pela Organizagdo Internacional de Policia Criminal

(Interpol) como os testes de exceléncia na identificagdo humana [9].
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Para a analise do DNA, o sangue € a fonte mais comum e que contém maior
guantidade de material genético. No entanto, sua disponibilidade nem sempre é
garantida em todas as situagdes forenses [9, 10, 11]. Em tais casos, outras fontes de
DNA, como cabelo, sémen ou saliva, podem ser utilizadas [12, 13].

A saliva é frequentemente considerada uma alternativa viavel para a coleta de
DNA em estudos (epi)gendmicos e em contextos forenses, e mesmo fora da cavidade
oral pode fornecer informagdes genéticas precisas [11, 14, 15]. Comparada ao
sangue, ela oferece varias vantagens significativas em termos de coleta e uso:
facilidade de coleta, método ndo invasivo e pratico, conforto, menos preocupa¢ao com
a coagulacao e reducao do risco de transmissao de doencgas [11, 16]. Sabe-se que
ambientes controlados favorecem a recuperacédo do DNA, no entanto, suspeita-se que
a viabilidade de extracdo deste material em amostras salivares fora do ambiente oral
pode apresentar diferenciagcdes com o passar do tempo [7].

Diante disso, o objetivo do presente estudo foi identificar o tempo de viabilidade
gue o DNA apresenta na saliva humana quando esta se encontra em ambiente externo
a cavidade bucal e se este DNA extraido da mesma apresentaria potencial de

identificacdo humana.

2. METODOS
2.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo laboratorial, do tipo transversal, de carater quantitativo.

2.2 PARTICIPANTES

A amostra foi recrutada por conveniéncia de forma néo probabilistica. Foram
adotados como critérios de inclusdo adultos saudaveis, de ambos o0s sexos (6
mulheres e 4 homens), com idade entre 20 e 35 anos, mediante a aceitacdo em
participar do estudo. Os critérios de exclusdo abrangeram participantes que tivessem
utilizado produtos cosméticos na regiao dos labios, se alimentado por pelo menos 30
minutos antes da coleta, fossem fumantes ou que fizeram uso de alcool e outras
drogas nos ultimos 15 dias. Essas restricbes foram estabelecidas devido ao potencial
de interferéncia dessas substancias na técnica de extragdo do DNA.
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2.3 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba (CCS/UFPB), sob
0 numero de parecer 4.102.884. Todos os participantes participaram de forma
voluntaria e forneceram consentimento por meio da assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

2.4 ANALISE MOLECULAR
Coleta de amostras salivares

Os voluntarios foram instruidos a ficarem sentados e mascar um sialagogo,
10mm de silicone, por 3 minutos para estimular a producéo de saliva. Apés mascar,
eles expeliram o sialagogo e a saliva separadamente em tubos Falcon estéreis livres
de DNases.

Este procedimento foi repetido para gerar amostras correspondentes a
diferentes intervalos de analise: imediatamente apds a coleta (controle), e apés 7, 15,
30 e 60 dias. Utilizando uma pipeta, cada amostra de saliva foi subdividida em cinco
tubos menores, contendo 800 pL cada. Cada tubo foi identificado com a inicial do
voluntario e o intervalo de exposicao correspondente, de modo a evitar qualquer
possibilidade de troca ou confusdo entre as amostras. Em seguida, os tubos foram
expostos em uma bancada localizada em uma sala fechada, sob iluminacéo artificial,
com temperatura ambiente variando entre 25 e 31 graus Celsius. A sala apresentava
circulacéo diaria de pessoas, de modo a simular condi¢cdes que podem ocorrer em
cenas de crimes.

Apos os periodos de andlise, todas as amostras foram criopreservadas a -20°C
na presenca do reagente utilizado na extragdo e preservagdo do DNA (TRlzol™
Reagent). Salienta-se que para a coleta de todas as amostras salivares, o pesquisador
utilizou equipamentos de protecdo individual, incluindo luvas, mascaras, toucas,

oculos de protecao e jaleco, a fim de evitar qualquer contaminacao.

Extracéo, isolamento e purificacdo do DNA
Ao finalizar cada periodo de exposicéo, a extracao, isolamento e purificacao
das moléculas de DNA foi iniciada utilizando o método do Fenol:Cloroférmio:Alcool

Isoamilico (TRIzol™). O TRIzol™ Reagent, € uma solucdo monofasica contendo
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tiocianato de guanidina e fenol. Esta solucdo é amplamente utilizada para o
isolamento de DNA, RNA e proteinas de diversas amostras biologicas, incluindo
humanas, animais, plantas, leveduras, bactérias e virus [17].
As respectivas amostras compostas por 800 puL de saliva foram imersas em

800 uL de TRIzol™ Reagent e, em seguida, centrifugadas e criopreservadas a -20°C.
Apés essa fase inicial, as substancias amostrais em fase aquosa, que contém
moléculas de DNA, foram recuperadas e transferidas para outro microtubo, sendo
misturada com 1 pL alcool para precipitar as moléculas de DNA. ApGs uma nova
centrifugacdo de 1200 rpm por 2 minutos, removeu-se 0 sobrenadante e inseriu 50 pL
agua ultrapura para ressuspender o material genético. [18,19].

Todo o procedimento de coleta de amostras e extracéo, isolamento, purificacéo
de DNA foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Bucal do Nucleo de
Medicina Tropical (NUMETROP) do Centro de Ciéncias da Saude da UFPB.

Analise do DNA

A andlise das moléculas de DNA foi realizada utilizando o termociclador PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase) em tempo real. Este equipamento é capaz de
identificar a quantidade de uma sequéncia especifica de gene presente em uma
amostra [20, 21].

Em resumo, 8 pL de cada amostra foram retirados e misturados com 10 L de
mastermix e 2 pL de primer B-actin gene (Foward -
AACCGCGAGAAGATGACCCAGATCATGTTT, Reverse -
AGCAGCCGTGGCCATCTCTTGCTCGAAGTC). O primer tem a funcéo de iniciar a
duplicacdo das moléculas de DNA, enguanto o mastermix contém o0s reagentes
necessarios para a reagcdo de PCR, incluindo corantes que marcam as fitas de DNA
duplicadas pelo primer [22]. As condi¢cdes de ciclagem térmica utilizadas para este
primmer foram as seguintes: 94° C por 2 minutos, 40 ciclos de 94° C por 45 segundos,
58°C por 30 segundos e 72°C por 1,5 minutos, seguidos por um periodo final a 72°C
por 10 minutos.

No equipamento PCR em tempo real, sinais de fluorescéncia mais intensos e
detectados em menor tempo indicaram maiores quantidades iniciais de molécula de
DNA na amostra. Assim, obteve-se o Cycle threshold (CT ou Limiar de Ciclo) para

cada amostra, que representa quantos ciclos foram necessarios para atingir o limiar
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de fluorescéncia detectado pelo equipamento. Para o contexto forense, essas
informagdes sdo valiosas porque indicam a presenca e a quantidade de sequéncias
genéticas especificas na amostra original.

A analise das moléculas de DNA foi conduzida no Laboratério de Biologia
Molecular do Centro de Ciéncias Médicas da Universidade Federal da Paraiba
(LaBIMOL/CCM/UFPB), e as amostras foram descartadas de acordo com o protocolo
estabelecido para descarte no referido laboratério.

Para analise do CT foi utilizado o método da expressao relativa. Os resultados
obtidos foram compilados em uma planilha eletrénica, elaborada no software Excel
(2016) e alimentada com o valor de CT a cada andlise de acordo com a amostra e o
tempo em questdo. Calculou-se a variacado dos valores de CT (Delta CT) de cada
amostra em relacdo a média de seu grupo (0, 7, 14, 30 e 60 dias) e, posteriormente,
a exponencial desta variacdo (2"-Delta CT), uma vez que a cada ciclo da PCR ocorre
duplicacdo da quantidade de moléculas de DNA. Com a intencdo de facilitar a
interpretacdo dos resultados, calculou-se a expresséo relativa a partir do 2*-Delta CT,
gue significa o percentual de DNA quantificado em relacdo a quantificacdo inicial

obtida no tempo O dias.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de 2"-Delta CT foram analisados descritivamente, utilizando o
software Jamovi (versdo 2.3.21). Adicionalmente, a estatistica inferencial foi utilizada,
adotando-se nivel de significancia de 5%. O teste T para amostras emparelhadas foi
aplicado para avaliar a diferenca dos valores de 2”-Delta CT entre os grupos (0, 7, 14,
30 e 60 dias) e de cada grupo em relacdo ao tempo inicial. Por fim, utilizou-se a Anova

de Medidas Repetidas para comparacéo de todos os grupos.

3. RESULTADOS
A pesquisa foi composta pela amostra salivar de 10 voluntarios analisadas nos
intervalos de tempo de 0, 7, 14, 30 e 60 dias. A tabela 1 representa de forma descritiva

os valores brutos de CT (Cycle Threshold) de cada amostra analisada.
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Tabela 1 — Valor bruto de CT (Cycle threshold) de cada amostra analisada

Sexo | Odias | 7dias | 15dias | 30dias | 60 dias
F 38.59 | 34.24 -- -- 33.99
M 32.74 | 31.48 -- 32.22 33.53
F 34.35 | 32.96 30.28 33.79 35.32
F 36.47 | 33.47 34.27 35.96 33.58
M

31.31 | 32.48 32.23 32.22 33.56
M 31.67 | 23.82 31.61 37.80 30.94
F 33.83 | 33.65 34.6 31.42 32.53
F 29.77 | 32.83 34.4 -- 33.45
F 34.28 | 32.82 35.15 31.67 35.76
M -- 34.86 31.01 35.28 34.86

F= Feminino; M=Masculino
Fonte: Dados da pesquisa (2024).

A tabela 2 representa de forma descritiva a média e o desvio padréo (DP) da

amostra em seus respectivos grupos.

Tabela 2 - Média e Desvio-Padréao (DP) da diferenga exponencial de Cycle threshold

(2n-Delta CT) para cada um dos tempos avaliados.

O dias 7 dias 14 dias 30 dias 60 dias
Média 1,54 1,20 1,22 1,20 1,21
DP 0,77 0,73 0,86 0,81 0,75

*CT = Cycle Treshold = Limiar do Ciclo, referente a quantos ciclos foram necessarios para atingir
o mesmo limiar de fluorescéncia.
Fonte: Dados da pesquisa (2024).

Os valores expostos abaixo (Tabela 3) representam os resultados obtidos
guando da aplicacdo do Teste T para amostras emparelhadas na tentativa de avaliar
diferenca das médias entre os diferentes intervalos de tempo. Nenhuma diferenca
estatisticamente foi observada entre as variaveis, o que enfatiza o fato de que mesmo
com o passar do tempo ainda é possivel constatar a presenca de DNA viavel com

potencial de identificacao.
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Tabela 3 — Resultado (p-valor) da diferengca das médias de 2"-Delta CT nos

diferentes intervalos de tempo (Teste t para amostras emparelhadas).

0 dias 7 dias 14 dias 30 dias 60 dias
0 dias - 0,936 0,645 0,051 0,924
7 dias 0,936 - 0,546 - -
14 dias 0,645 0,546 -9 0,860 -
30 dias 0,051 - 0,860 - 0,365
60 dias 0,924 - - 0,365 -

Fonte: Dados da pesquisa (2024).

A Tabela 4 apresenta os valores de expresséo relativa, evidenciando uma
reducdo de aproximadamente 20% na quantidade de DNA identificavel, uma
diminuicdo que se manteve consistente em todas as analises a partir do 7° dia, fato
este que é ilustrado na figura 1. Apesar das pequenas variacdes observadas nos
grupos analisados, o teste de ANOVA para medidas repetidas nédo detectou diferencas

estatisticamente significantes entre eles (p = 0,475).

Tabela 4 — Valores de Média e Desvio-padrao (DP) da expressao relativa nos
diferentes grupos, indicando o percentual de perda da quantificacdo de DNA viavel ao

longo do tempo.

O dias 7 dias 14 dias 30 dias 60 dias
Média 1,00 0,78 0,80 0,78 0,79
DP 0,58 0,57 0,71 0,68 0,65

Fonte: Dados da pesquisa (2024).
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Figura 1 — Representacéo do percentual de DNA quantificado nos grupos distintos
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Fonte: Dados da pesquisa (2024).

4. DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi identificar o tempo de viabilidade da saliva humana
em meio externo para a extragao do DNA e avaliar a quantidade de DNA preservada
para fins de identificacdo humana. Os resultados indicaram que o DNA salivar nas
condi¢cBes desse trabalho ndo sofreu alteracdes significativas ao longo dos diferentes
periodos de exposicdo (0, 7, 14, 30, 60 dias), demonstrando boa estabilidade e
capacidade de identificagéo.

Foi utilizado para este fim, a reacdo da polimerase em cadeia, pelo método de
guantificacdo de ciclos a partir da emisséo de fluorescéncia, o PCR em tempo real,
visto que € o método mais sensivel e amplamente utilizado em pesquisas dessa
natureza. Além disso, permite a amplificacéo de regides restritas do genoma humano,
tornando possivel a obtencéo de informagdes mesmo em quantidades extremamente
pequenas de DNA, e é classificada como uma estratégia simples e sensivel em
comparacao com outros métodos, como o RFLP, Eletroforese e Southern Blotting [23,
24].

A saliva é descrita como uma fonte confiavel de DNA humano e sua utilizagcédo
em investigacdes forenses é interessante devido a sua facilidade de coleta de forma
nao invasiva [25]. Além disso, apresenta a vantagem de ter um background do material

analisado (células, DNA, RNA e proteinas) e substancias inibidoras muito menores e
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menos complexas do que o sangue [4]. Ha relatos que a forca de tipagem de DNA de
1 uL de saliva é igual a 10 yL de sangue, sendo considerado um alto nivel de confianga para
discriminagéo de DNA [26].
Khare et al. [27] compararam a quantidade e qualidade das moléculas de DNA
extraido de amostras de saliva com aquelas extraidas do sangue de 20 voluntarios,
utilizando o método da PCR, e tinham como objetivo avaliar a viabilidade da saliva
como fonte alternativa para extracdo de DNA em contextos de identificacdo forense.
Os resultados demonstraram que, apesar da variacdo observada no rendimento do
DNA com uma perda média de 25%, a saliva provou ser uma fonte viavel para
extracdo de DNA, adequada como material inicial para amplificacdo genética por PCR.

Embora o presente estudo ndo tenha adotado a mesma abordagem, ele utilizou
um numero reduzido de voluntarios e empregou o mesmo método de extracdo de DNA
a partir da saliva. Os resultados foram consistentes com os de Khare et al. [27], j& que
foi possivel identificar DNA de forma bem-sucedida, com uma porcentagem similar a
observada neste estudo, a partir das amostras de saliva.”

Kuchler et al. [28] avaliaram o rendimento e a qualidade do DNA gendmico
obtido da saliva fresca e saliva armazenada por 4 e 8 dias a temperatura ambiente,
utilizando o enxague bucal para coleta da amostra. Seus resultados indicaram que
nao houve diferenca significativa e que as amostras representaram o mesmo genotipo
apos os diferentes periodos de armazenamento. Fato este também evidenciado no
presente estudo, embora ndo tenha utilizado o mesmo protocolo de coleta.

No presente estudo, as amostras de saliva se apresentaram viaveis para fins
de quantificacéo, sendo possivel quantifica-las até 60 dias apds a exposicdo ao meio.
Esse achado esta alinhado com a literatura que também relata resultados positivos
guanto ao tempo de viabilidade do DNA em longo prazo. Zapico; Roca [29], realizaram
um estudo para validar a detecgao de amostras de 50 pul de saliva depositadas em tecidos
de denim, algodéo e poliéster por meio de testes rapidos de analise do DNA em
diferentes periodos de tempos (1, 3, 7, 14, 21, 30, 60, 90, 150 e 180 dias) utilizando o
PCR Convencional (analise de bandas em gel). Concluiram que, embora a intensidade
das bandas varie entre os tipos de tecido e ao longo do tempo, as manchas de saliva
até 6 meses apOs a deposicdo permanecem espécimes validos com DNA

completamente recuperavel e identificavel. Desse modo, pode-se
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considerar que a qualidade da saliva para fins genéticos permanece boa mesmo
guando exposta a fatores externos.

Kim et al. [30] objetivaram determinar a quantidade e qualidade do DNA
extraido de uma pastilha de impressédo de mordida dentaria imediatamente apés a
impressao e apds 12 meses de armazenamento em casa. Os autores hipotetizaram
gue a pastilha poderia reter DNA suficiente com marcadores genéticos adequados
para possibilitar uma correspondéncia de identificacéo, e seus resultados confirmaram
essa hipotese mesmo apods o periodo de 12 meses.

Corroborando com isso, Corradini et al. [31] avaliaram a recuperabilidade e
integridade do DNA da saliva armazenada por 11 anos em cartdes FTA (Flinders
Technology Associates), que preservam 0 material genético em uma base de
armazenamento a seco e tornam o0s patdégenos inativos ap0s o contato [32]. A
estabilidade do DNA a longo prazo pode ter varias razdes, dentre elas o envolvimento
do controle de temperatura, a presenca de acidos e de microrganismos [15, 33].

Alinhado a isso, Sirker; Schneider; Gomes [34] em seu estudo visaram
monitorar e comparar a degradacao de acidos nucleicos em amostras de sangue,
saliva e sémen humanos em trés diferentes concentracdes, expostas a condi¢des
secas e Umidas durante um periodo de 17 meses. Os resultados indicaram que a
degradacdo dos &cidos nucleicos varia conforme as condigcbes ambientais. Em
particular, a umidade contribuiu significativamente para a degradacdo, sendo mais
pronunciada em manchas de sangue e sémen em comparagao com a saliva. No
presente estudo, foram aplicadas metodologias distintas: ao invés de usar saliva seca
e 0 equipamento PCR de ponto final duplex, utilizou-se a saliva liquida e a reacéo de
PCR em tempo real, e ndo houve alteracdo no ambiente, pois as amostras
permaneceram expostas no mesmo local. Entretanto, mesmo com essas diferengas,
a saliva mostrou em ambos os estudos a sua eficiéncia como um substrato para a
identificacdo humana e grande poder de reprodutibilidade.

Tais achados destacam a importancia do DNA encontrado na saliva e seu uso
em varios contextos forenses. Entretanto, é importante salientar que existem
diferentes métodos e protocolos para coleta, extragcdo e armazenamento de DNA,
evidenciando a falta de uma diretriz padrdo para a analise do DNA a partir da saliva
[7]. Isso ndo diminui o potencial do fluido salivar como fonte de material genético, bem

como para identificacdo humana. Sugere-se que futuros estudos considerem o uso de
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uma amostragem maior, periodos superiores a 60 dias e 0 emprego de situacfes mais
realistas de cenas de crimes para verificar a possibilidade de uma analise mais robusta
e representativa da viabilidade do uso forense. Além disso, recomenda-se a
investigacdo dos motivos e possiveis intervencdes para mitigar a reducdo das
moléculas de DNA ao longo do tempo, bem como a aplicacdo de técnicas de
sequenciamento genético para avaliar a integridade e a qualidade do DNA extraido,
permitindo uma caracterizacdo mais detalhada e precisa do material genético

disponivel.

5. CONCLUSAO

O presente estudo enfatiza a promissora utilidade da saliva como fonte de DNA
para identificacdo humana em contextos forenses, além de destacar a preservacao do
material genético ao longo de periodos variados de exposi¢cdo ao ambiente. Embora
tenha sido observada uma diminui¢céo de cerca de 20% nas moléculas de DNA viaveis,
esse valor ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa. Esses resultados
estdo alinhados com pesquisas anteriores e ressaltam a estabilidade relativa da
guantificacdo de DNA em diversas condi¢cdes experimentais, oferecendo uma base

sélida para investigacdes futuras e aplicacdes préaticas na area da Odontologia Legal.
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6. CONSIDERACOES GERAIS

A analise de DNA salivar tem ganhado importancia crescente no campo da
odontologia forense, sendo uma alternativa préatica e ndo invasiva em investigacdes
criminais (HANSSEN et al., 2018; ISHIKAWA et al., 2023; LANGIE et al., 2016). Os
dois artigos oferecem andlises especificas ao explorar as contribuicbes do DNA
extraido da saliva, tanto em termos de durabilidade quanto de métodos de extracéo.

O Artigo 1, trata-se de uma revisdo de escopo que mapeou as evidéncias
cientificas existentes acerca do tempo de viabilidade da saliva humana em meio
externo para fins de extracao e purificacdo de DNA, com foco na aplicacéo forense.
Este foi publicado na Revista Brasileira de Odontologia Legal (RBOL), uma revista
conceituada, o que reforca a importancia do estudo e sua contribuicdo para a area
forense. A metodologia utilizada abrangeu diversas bases de dados, inclusive a
literatura cinzenta, e incluiu 6 estudos que verificaram a viabilidade do DNA salivar em
diferentes substratos, como bitucas de cigarro, proteses dentérias, pastilhas de
compressdo dentaria, cavidade oral e cartbes de FTA. Os resultados mostraram que
o DNA pode permanecer viavel por até 11 anos, com qualidade e quantidade variando
dependendo do protocolo de coleta e armazenamento.

Esses dados corroboram com a revisdo sistematica de Sujatha et al. (2019),
em que foi demonstrado que a saliva € uma fonte confiavel de DNA para métodos de
amplificacdo por PCR e genotipagem, independentemente das condicfes ambientais,
e que o DNA permaneceu viavel para extracdo no periodo de tempo entre trés dias a
dez aos.

Na revisédo de escopo foi possivel verificar que a variedade de protocolos de
coleta e armazenamento de material biol6gico, demonstra que ndo ha uma diretriz
padréo para andlise de DNA a partir da saliva, e que néo foi possivel definir qual o

limite ma&ximo em que a saliva deixa de ser um fator auxiliador na busca genética por
nao haver estudos que identificaram com quanto tempo o material deixa de ser viavel.

De forma complementar a essas lacunas encontradas no primeiro artigo, o

segundo artigo abordou um estudo experimental com analise da viabilidade do DNA
salivar em ambiente externo, utilizando amostras de saliva de voluntarios. As
amostras foram analisadas em cinco periodos diferentes, de imediato até 60 dias apos
a coleta. A perda de DNA foi de aproximadamente 20% apos o 7° dia, mas essa

reducdo ndo mostrou significancia estatistica ao longo do tempo. O estudo utilizou
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uma técnica especifica com TRIzol™ e quantificou o DNA pelo equipamento PCR em
tempo real com utilizacao do primer B-actin gene, adotando uma metodologia distinta
dos estudos abordados na revisdo de escopo.

Esses resultados estao alinhados com o estudo de Khare et al. (2014), em que
objetivaram também avaliar a viabilidade da saliva como fonte alternativa para
extragcdo de DNA em contextos de identificagéo forense. Em relacdo a metodologia
abordada, os autores compararam quantidade e qualidade de DNA extraido de
amostras salivares com aquelas extraidas do sangue de 20 voluntarios utilizando o
método da PCR. Seus resultados demonstraram que, apesar da variagdo observada
no rendimento do DNA (variando entre 28,5 pg/ml e 61,5 pg/ml), a saliva provou ser
uma fonte viavel para extracdo de DNA, adequada como material inicial para
amplificacdo genética por PCR.

Os dois artigos oferecem contribuicdes significativas para a odontologia
forense. O estudo 1, pela caracteristica de uma revisdo de escopo, foi possivel
compreender o estado da arte e verificar que diversas técnicas de extracdo e analise
de DNA, incluindo a técnica do Chelex, além diferentes equipamentos de PCR podem
ser utilizados. O artigo 2 complementa essas informagdes com um estudo
experimental que se concentra em uma técnica especifica de extracdo e
quantificacado, TRIzol™ e equipamento PCR em tempo real, respectivamente.

Como limitagBes, € possivel indicar o numero reduzido de estudos sobre a
tematica e a variedade de protocolos de coleta e armazenamento de material
biolégico, apresentados no artigo de revisdo de escopo, o que demonstra a falta de
uma diretriz padréo para analise de DNA a partir da saliva. Isso nao diminui o potencial
do fluido salivar como fonte de material genético, bem como para identificacdo
humana. Os resultados do artigo 2 indicaram que a saliva, mesmo exposta a fatores
ambientais por até 60 dias, permanece viavel para identificagdo humana.

Sugere-se que futuros estudos experimentais considerem o0 uso de uma
amostragem maior para verificar a possibilidade de uma analise mais robusta e
representativa da viabilidade do uso forense. Além disso, € recomendado a realizacéo
de pesquisas que validem técnicas de extracdo e quantificacdo de DNA salivar mais
eficientes, com maior praticidade e custo reduzido. E por fim, recomenda-se a

investigacdo dos efeitos da exposicdo por um periodo superior a 60 dias, como
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também considerar possiveis intervencdes para mitigar possiveis reducdes das

moléculas de DNA ao longo do tempo.

7. CONCLUSAO

Os dois estudos se complementam ao explorar diferentes aspectos da
viabilidade do DNA salivar, oferecendo uma visdo ampla sobre o potencial da saliva
como uma ferramenta para identificacdo humana na pratica da Odontologia Forense,
em particular, e das Ciéncias Forenses, como um todo. Enquanto o primeiro artigo
aborda um escopo mais amplo e destaca a importancia de protocolos adequados de
coleta e armazenamento, 0 segundo traz uma analise técnica especifica sobre a
estabilidade do DNA em espacos de tempo. Juntos, esses achados ampliam as
possibilidades de uso da saliva em investigacfes criminais, seja para casos recentes
ou histéricos, e fortalecem sua posicdo como uma alternativa viavel ao sangue e

outros fluidos corporais nas Ciéncias Forenses.
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APENDICE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA-UFPB
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE-CCS
DEPARTAMENTO DE CLINICA E ODONTOLOGIA SOCIAL-DCOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezado (a) Senhor (a),

Esta pesquisa € sobre TEMPO DE VIABILIDADE DA SALIVA HUMANA EM
MEIO EXTERNO PARA FINS DE EXTRACAO E PURIFICACAO DO DNA a partir da
amostra de saliva por meio da mascagem de sialogogos para cada periodo em
guestao, por cada participante, que seréo recolhidos para posterior analise genética
nos periodos de imediato, 7,15,30 e 60 dias. Nosso objetivo é identificar o tempo de
viabilidade da saliva humana em meio externo para a extragdo do DNA e avaliar a
preservacao do DNA para a possibilidade de identificagdo humana.

A pesquisa partira da analise das coletas feitas nas amostras dos participantes
nos periodos de imediato, 7, 15, 30 e 60 dias utilizando o espectrofotdmetro e por
meio de andlise em gel de agarose 1,2% com SYBR® safe submetido a eletroforese,
gue verificarda a qualidade do material genético possibilitando analisar se este DNA
com o decorrer do tempo continua expressando fatores genéticos. As amostras néo
terdo a identificagcéo individual de cada participante e os dados individuais ndo serao
divulgados em nenhuma hip6tese, mas os resultados da pesquisa contribuirdo para a
identificacdo da quantidade de tempo que a saliva humana quando fora do ambiente
oral pode fornecer informacdes genéticas para identificacdo humana, oferecendo,
assim, subsidios para a area da Odontologia Forense. Por isso, é importante sua
colaboracdo mediante a assinatura desse documento e execuc¢édo do procedimento
acima explicado.

Esclarecemos que os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos
Critérios da Etica em Pesquisa com Seres Humanos conforme Resolucdo no. 466/12
do Conselho Nacional de Saude. Dessa forma, sua participacédo no estudo é voluntéria
e, portanto, o(a) senhor(a) nao € obrigado(a) a fornecer as informacdes e/ou colaborar
com as atividades solicitadas pelo Pesquisador(a). Com relacdo aos riscos ou

desconforto, estes podem ocorrer pela possibilidade de constrangimento do
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participante no ato de mascar e expelir os sialogogos e saliva para obtencdo das
amostras. Caso decida ndo participar do estudo, ou resolver a qualquer momento
desistir do mesmo, ndo sofrera nenhum dano, nem havera modificagdo na assisténcia
gue vem recebendo na Instituicdo. Os pesquisadores estardo a sua disposi¢ao para
gualquer esclarecimento que considere necessario em qualquer etapa da pesquisa.

Caso necessite de maiores informacdes, vocé pode entrar em contato, a
gualquer tempo, com a pesquisadora responsavel (Bianca Marques Santiago, Rua
Silvino Chaves 1061/1401, Manaira, CEP: 58.038-420; Fones:(83) 3216-7251,98827-
9587; email:bianca.santiago@yahoo.com.br) ou com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do Centro de Ciéncias da Saude (Campus |, Cidade Universitaria, Bloco
Arnaldo  Tavares, sala 812,1° andar; Fone: (83) 3216-7791; e-
mail:eticaccsufpb@hotmail.com).

Eu, , fui informado sobre o que o

pesquisador deseja fazer e porque precisa da minha colaboracdo e entendi a
explicacdo. Com isso, concordo em participar do estudo, sabendo que nao vou ganhar
nada e que posso desistir de participar quando quiser. Estou recebendo uma coépia

deste documento, assinado, e irei guarda-lo.

Jodo Pessoa, de de 2023.

Participante Pesquisador responsavel
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ANEXO

UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
DA SAUDE DA UNIVERSIDADE ‘GGl - ™
FEDERAL DA PARAIBA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADCS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquiza: TEMPO DE VIABILIDADE DA SALIVA HUMANA EM MEID EXTERNO PARA FINS DE
EXTRAGAO E PURIFICACAD DO DNA

Pasquizador: Bianca Marques Santiago

Area Tematica: Gendtica Humana:
(Tiata-ge de pesquiza snvolvendo Genstica Humana que nio necessita de andlize
atica por parte da COMEP:):

Varzao: 2

CAAE: 300841204 .0000.5188

Instituigao Proponants: Cantio de Ciéncia da Saldde
Patrocinador Principal: Financiameanto Propio

DADCS DO PARECER

Hamero do Parecar: 4.102.884

Apresentagao do Projato:

Tiata-ge de uma pesquiza sxpearimental am vitie, que contad com a participagio voluntina de 10 alunos do
curgo de cdontologia da UFPE cuja pesquizadora pretends ldentificar o tempo de viabilidade da saliva
humana sm meio extemno para a extiagic do DNA & avalian a presevagio do DNA para a possibilidads de
identificagio humana.

Objstivo da Pesquiza:

Oibjetivoe Primario:

Identificar o tempo da viabilidade da saliva humana em meio extsinc para a sxtragio do DNA & avaliar a
pregsvagio desze DNA para a possibilidade de dentificagio humana.

Avaliagso dos Rizcoz & Baneficios:

Rizeoa:

Oz nizcos pravisivels consistem na possibiidade de constangimento elou desconforto do participants no ato
de mascar & expelir cg sialogogos e saliva para oblengio das amcoatias. Para tanto, os voluntdrnios serdo
gzclarecidos 2obie o& rizcos. benseficioz & impomtincia da pesquiza. bem como sobie todos os
procadimentos de coleta da saliva, a fim de que possam discemin sobre tais riscos e decidin de forma
woluntana sua paticipagio. A possibilidade de contaminagio da squipe de pesquizadores ssna tambsm um
l=zeo que 28id minimizado com a utilizagio da

Enderegn: UNNERSITARID SN

Bairre: CASTELD BRANCD CEP: E8.051-900
LWF: PB Municiplo:  JOAD PESS0A
Telelohe: [BXE21E6-T79 Fax: (B332168-7T1 E-mall: comiisdestica@ocs ufpb.be

Puiggirs 01 88 03
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equipamentosde protegio individual (avental, gorio, mascara, oculos de piotegio, piotetor facial, luvas).
Beneficioa:

Esta pesquisa i1a contribuii para a identificagio da quantidade de tempo que a saliva humana quando fora
do ambiente o1al pode fornecer informagbes genéticas para identificagdao humana oferecendo, assim,
subgsidios paia a da1ea da Odontologia Forense.

Continuaglio do Parecer: 4 102.884

Comentarios e Consideragoes sobre a Peequisa:

Pesquiza relevante @ metodologia bem fundamentada.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os teimos de apiesentagio obiigatona atendem aos requigitos formaie do CEP, uma vez que a
pesquisadoia atendeu as 1ecomendagdes do CEP.

RecomendagGes:

Nio ha recomendagbes.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Sou de paiecer favordvel a execugio desse piojeto de peaquisa, salvo melhor juizo.

Consideragoes Finaie a critério do CEP:

Contifico que o Comité de Etica em Peaquisa do Centio de Ciéncias da Saide da Universidade Federal da
Pataiba -~ CEP/CCS apiovou a execugio do ieferido piojeto de peaquisa. Outiossim, infoimo que a
autotizagdo pata posterior publicagio fica condicionada & submissio do Relatorio Final na Platafoima Brasil,
via Notficagdo, para fine de apieciagio e aprovagio por este egirégio Cominé,

Este parecer foi elaborado baseado noe documentos abaixo relacionados:

™ Tipo Documento Aquivo " Postagem Autor Shuagdo

Infoimagbes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 02/06/2020 Aceito

do Piojeto ROJETO_1544460.pdf 18:31:51

Outios cadastio_Bianca_NUMETROP pdl 02/06/2020 | Bianca Maiques Aceito

18:31:25 | Santiago

Folha de Rosto Folhaiosto_TempoViabilidade SalivaHum{ 23/04/2020 | Bianca Maiques Aceito
ana_PIBIC20202021.pdf 10:12:02 | Santiago

Outios CERTIDAO_DCOS_TempoViabilidadeS | 22/04/2020 | Bianca Maiques Acsito

Enderego: UNIVERSITARIO SN

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 53061-900
UF: PB Municiplo: JOAO PESSOA
Telefone: (83)3216-7791 Fax: (83)3216-7791 E-mall: comiteceetica®ces.ufpb.br

PG (2 08 @
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Continaaglo do Paracar- 4 102.884
Outios alivaHumana pdf 20:13:15 | Santiago Aceito
Outios anuencia_Cooidenacao_PIBIC_RAYLE_| 22/04/2020 |Bianca Maiquss Acsito
20202021 pdf 20:12:49 [Santi
TCLE/Teimos de | TCLE_Rayle_2020_Bianca.pdi 22/04/2020 |Bianca Maiques Acsito
Assentimento / 20:1220 |Santiago
Justificativa de
Auszéncia
Piojeto Dstalhado / | Piojeto_Rayle_BIANCA _versaoFINAL p| 22/04/2020 |Bianca Maiquses Acsito
Brochura df 20:11:57 |Santiago
| Investigador
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagao da CONEP:
Nio
JOAO PESSOA, 22 de Junho de 2020
Assinado por:
Eliane Marquses Duarte de Sousa
(Coordenador(a))
Enderego: UNIVERSITARI SN
Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 53051-900

UF: PB

Telefone: (B3)3216-7791

Fax: (83)3216-7791

E-mall: comiedeetica@ccs.ufpb.be
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