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RESUMO

Introducéo: 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 revisdo de escopo, objetivou-se mapear o tempo de viabilidade da saliva
humana em meio externo para fins de extragdo e purificacdo de DNA. Material e Métodos: A revisao 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
restricoes sobre periodo de publicagdo ou idioma. Foram excluidos estudos que exploraram apenas as
metodologias e materiais relacionados a extracdo de DNA , também aqueles que estudaram DNA de
outros componentes que ndo a saliva. Resultados: Identificou-se 283 estudos. Apds triagem inicial, 15
referéncias foram lidas na integra, sendo 6 incluidas na revisdo, em fungdo da confirmacdo da
elegibilidade. Bitucas de cigarro, préteses dentarias, pastilhas de compresséo dentéaria, 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. Conclusdo: O protocolo de coleta e
armazenamento das amostras é um fator que pode influenciar a quantidade e qualidade do material
examinado, todavia, observou-se DNA viavel em analise realizada uma década apés 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 aplicacdo dos conhecimentos da
ciéncia odontolégica a servico da justica®,
uma de suas areas de atuacéo diz respeito
a identificagdo humana, por consequéncia,
auxilia também na resolugéo de crimes.

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

Este Ultimo 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 biol6gica®.

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

Uma vez extraido, o material

genético deve ser amplificado para analise,

entre os métodos estdo: a amplificacédo
isotérmica, multiplex, por transcricdo
reversa, rolling circle, reagdo em cadeia de
polimerase (PCR), entre outros.
Atualmente, a PCR esta entre as técnicas
mais utilizadas, a partir dela regides
restritas do genoma humano séo copiadas,
tornando possivel a obtencdo de
informacdes mesmo quando a fonte de
material  biolégico sdo  quantidades
extremamente pequenas de DNA.

A preservacao 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
0 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 recuperagdo do
DNA. Entretanto, ainda ha
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 extragdo do DNA para
a possibilidade de seu uso com fins de

identificacao.

METODOLOGIA

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

de escopo"”5 e seu relato seguiu as
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recomendacBes propostas pelo Preferred
Reporting Items for Systematic reviews and
Meta-Analyses extension for Scoping
Reviews- (PRISMA- ScR)°. O protocolo da
pesquisa foi registrado no Open Science
Framework
(https://doi.org/10.17605/0OSF.IO/PN9ET).

Pergunta de investigacao
Desenvolveu-se a revisdo com
base na seguinte pergunta norteadora:
“Qual o tempo de viabilidade da saliva
humana para extragdo do DNA com fins de
identificagcdo humana?”. Tal pergunta foi
construida a partir do acrébnimo PCC
(Populacéo/Problema, Conceito, Contexto)
e seu mapeamento permitiu a elaboragéoda

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 revisao:
Web of Science, Scopus, LILACS e
Biblioteca Cochrane. Ndo houve restricdo
quanto ao idioma e periodo de publicacéo,
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. Tambémforam incluidos trabalhos
gue exploravam o tempo de viabilidade do
DNA da saliva em relacdo a identificacédo
humana. Excluiram-se estudos que
explorassem apenas as metodologias e
materiais relacionados a extracdo do DNA.
Além disso, descartaram-se 0os artigos que
usavam DNA de outros componentes que
ndo o salivar. Esta revisdo considerou
todos 0s desenhos de estudo,
independentemente de seu delineamento e

rigor metodoldgico.

Selecdo 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 remocdo das duplicatas. A triagem
inicial pela analise 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
QCRI/WWW.rayyan.ai)7, 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 inclusdo
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foram registrados e relatados nesta
revisao.
Quaisquer divergéncias que
surgiram entre 0s revisores em cada etapa
do processo de selecdo foram resolvidas
por meio de discussdo, em reunides de
consenso, com a presenga de um terceiro
revisor. Os resultados da pesquisa séo
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 extracdo de dados de
autoria prépria que incluiu detalhes
especificos alinhados aos objetivos desta
revisdo, tais como: autoria, ano e local de
estudo, titulo, local de coleta da saliva,
tempo entre coleta de DNA e andlise,
método de extracdo e amplificacdo do
DNA, condi¢cdo de acondicionamento da
amostra e resultados obtidos.

Analise e apresentacao 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 o0s

resultados obtidos por cada artigo.

RESULTADOS

A busca 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 remocao

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 revisfes de literatura (Rayyan).

No Rayyan, as 191 referéncias
foram analisadas, por meio dos seus
titulos e resumos, por 2 colaboradores
gue estavam com a configuracao "blind on"
ativada. Apls essa fase, um terceiro
colaborador, com o "blind on" desativado,
fez a andlise 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).

Caracterizacdo 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
amplificacdo de DNA utilizada em todos os
estudos, entretanto, os protocolos de
execucao variaram de acordo com os Kkits
comerciais de escolha, entre eles:
tecnologia MagAttrack e protocolos que
utilizavam dodecil sulfato de sddio (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).
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analisados (n=15)

Artigos completes
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indusdio

L,

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

estudos primérios incluidos narevisao.

DISCUSSAO

Em investigacbes 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 desnaturacdo
no armazenamento.

Com relacdo a coleta de DNA em
préteses dentérias 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 protese dentaria, mesmo apos 1

més, adiciona grande utilidade deste
método na ciéncia forense™®.

O uso de cartdes Flinders
Technology Associate (FTA), quando a
amostra de saliva €& adequadamente
transferida para estes e, em seguida,
armazenados corretamente seguindo as
instru¢bes do fabricante, favorece a
recuperacdo de quantidades suficientes de
DNA para identificagdo 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. Distribuigcdo e caracterizacdo dos estudos selecionados para incluséo narevisdo de escopo, a qual

responde a seguinte pergunta norteadora:

Tempo
Local de entre Condic6es de
. Local do coleta = Amplificacéo acondiciona-
Autoria (Ano) coletada Extracdo do DNA Resultados
estudo saliva de do DNA mento da
DNA e amostra
anélise
A coberturaexterna do cigarro foi colocada em um
tubo de 1,5ml com 1ml de solugdo Chelex + PCR g
agitacdo no vortex por 30s + incubagdo por 30 __usando -
1 més,3 min a 56°C + agitacdo + fervura por 8min + AmpliType ™ Bolsas de papel :x?rr;aigzecﬁ’:s:;?vie;nrﬁco?tiz IgeNQ arro oferece o
Hochmeister et Estados Bitucas de meses o 7 | aditagdo + solugdo Chelex foi transferida para outro | HLA-DQ em temperaturae | o°° 02 €4 2 Caracter‘i’zar en%ticameme o
al. (1991 Unidos cigarro tubo pelo método piggyback, por meio de Alpha Forensic umidade P : = 9 .
[¢] meses centrifugacio + o sobrenadante contendo o DNA foi DSA Amplificati bient material onde antes ndo era possivel com a
gag ) A Amplitication ambiente tipagem demarcadores sorolégicos convencionais
transferido para o microconcentrador Centricon e Typing Kit
100 + centrifugagdo + uso de 2ml de solugéo
tampé&o +armazenamento a 4 °C.
1 dia, 1 | As pecas deresinas manchadas com saliva foram
Pecas de | semana, 2 incubadas em solugdo tampao contendo 1% de . . .
t;resinat semanas, 1 | dodecil sulfato de s6dio (SDS) e digerido com Expostas em uma spgr)tef?)ensteie ru(i:;rs\a clijgadt?lflAp ! gf’:\Cleigf:tif’iJg:%?
Inoque, M. etal Japéo réteses’ e meés ’ 2 0.lmg/ml deproteinase K a 55°C durante anoite. PCR sala em essoal. Tais proteses deixada't)s em tem erat%ra
(2000) P p coroas mesés 200 Ap6s a incubagdo a solugdo digerida pela temperatura gmbienfe or g roximadamente 200 diasp odem
dentari di '727 proteinase K foi transferida para outro tubo e o ambiente. ser utilizadpas apra extracio de material en%tico
entarias las e DNA foi extraido com fenol/cloroférmio precipitado P ¢ 9 ’
dias com etanol e resuspenso em solucéo tampéo.
. . Préteses foram colocadas em solugdo tampéo e o Em temperatura A saliva é uma excelente fonte de DNA para
Chaul(wzaonl,é.) etal. India gerﬂtgf;z 1 Slerl:gga, DNA foi isolado usando o kit Qiagen DNeasy” Am lID:(IngR® ambiente no meio | estudos forenses mesmo apds 1 més da cavidade
Blood & Tissue. p externo. oral e em temperatura ambiente.
Armazenado em
temperatura
PCR com ambiente dentro o o FTA i d d
Corradini B., et Alemanha Cartbes de 11 anos ReadyAmpGenomic DNA PowerQuant de bolsas re?:u ‘;?a(’;: robusta 520 co?lfigegla ges D;'J\?\Aa erﬁ
al. (2019) FTA Purification System (Promega) nos cartdes de FTA System multibarreiras perag B . <
(Promega) com dessecante amostras de saliva até 11 anos ap6s coleta.
e protegido pela
luz ultravioleta.
Descreveu- se um método baseado em PCR de
Ovchinnikov, 1LV. Estados Cavidade P.CRS d_uas rodadas, pombman_do PCRs m~ult|plex %
etal. (2016) Unidos Oral 10 anos - Multiplex e - simplex. Tal método aplicado a cartdes FTA
' simplex apo6s 10 anos de transporte e preservagdo, sem
protecéo.
As pastilhas de impressdo dentarias podem ser
) Pastilh ) Temperatur Gteis para coleta de DNA e identificacdo de
Kim, M. et al. Estados coer}:t y ez SC:;O 1 ano Tecnologia MagAttrack na estagdo de trabalho PCR a mebi epnet eateu e?‘n criangas.
(2012) Unidos de[:\téria BioRobot M48 (Qiagen, Valencia, Calif, USA). sacolas seladas Apo6s 12 meses, a pastilha ainda era usada para

captura de material
identificacéo.

e correspondéncia de
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Observou-se também que mesmo
apo6s um ano de diferenca entre coleta e
andlise da amostra, a saliva coletada de
marcas de mordidas em pastilha de
compressdodentaria ainda guarda material
genético. Além de ndo serem encontrados
inibidores que pudessem interferir no perfil
do DNA®,

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 apos 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 obtencdo do DNA e a
analise. Entretanto, ndo foi possivel
determinar qual o tempo limite em que a
saliva deixava de ser um fator auxiliador
na busca genética pela auséncia de
estudos com maior tempo de duracdo da
pesquisa.

No quesito dos protocolos e
técnicas de obtencdo do DNA o uso de kits
comerciais sdo os mais recomendados,
uma vez que vém com as proporgoes e
reagentes quimicos ideais para as reacdes
necessarias na obtencdo do material
genético, garantindo melhor quantidade e
qualidade dos genes a serem extraidos.
Tal fato € comprovado pelos resultados do
estudo de Garbieri et al. (2017)14 o qual

avaliou 5 protocolos diferentes e concluiu
que os protocolos comerciais mantinham
maior pureza do DNA, diferentemente dos
nao 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
amplificacdo por PCR e genotipagem,
independentemente das condicdes
ambientais e do tempo de espera,
indicando assim que a saliva € 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, o DNA
esteve viavel 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,
ap6és 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 € 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 bioldgico do coletor'®. Os
estudos aqui incluidos apresentaram
controle para minimizar o risco de
contaminag&o®’.

Por fim, a variedade de protocolos
de coleta e armazenamento de material
biolégico, comentados nesta revisao,
demonstra que nao ha uma diretriz padrao
para analise de DNA a partir da saliva.
Refor¢a-se que o fluido salivar é sim fonte
viavel para extragdo de material genético,
mas que a forma de armazenamento da

amostra coletada se sobressai ao quesito

deixava de ser um fator auxiliador na
busca genética por ndo 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 identificacdo

humana.

tempo. AGRADECIMENTO
A presente equipe de pesquisa
CONCLUSAO agradece a UFPB pelo estimulo e

Com relacdo ao tempo de concessdo de bolsas de iniciacido

viabilidade da saliva para fins de cientifica especialmente no ambito da

identificacdo humana, o maior tempo Odontologia Legal (Edital
relatado nos estudos foi de 11 anos em 01/2020/PROPESQ Selecao de
cartdes de FTA. N&ao foi possivel definir Projetos de Iniciacdo Cientifica
gual o limite madximo em que a saliva 2020/2021).

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.

KEYWORDS
Forensic dentistry; Saliva. DNA. Forensic genetics.
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