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RESUMO

Um exame de DNA pode ser o unico e essencial instrumento para o
esclarecimento de um inquérito policial, pois qualquer material deixado no local da
investigacao, de onde os peritos consigam extrair DNA, pode ser a principal prova
contra o autor do delito. A tecnologia atual permite a realizacdo da genotipagem
de DNA a partir de quantidades pequenas de amostras biol6gicas. Em casos de
crimes, a evidéncia biolégica encontrada, vestigio, pode ser confrontada com
amostra do suspeito e o laudo pode ser utilizado como prova em um processo
judicial. O sucesso da analise depende do estado do material analisado. O grau
de deterioracao, a forma de conservagao e o tempo decorrido podem influenciar o
resultado ou impedir a identificacdo. Em casos de carbonizacdo de corpos,
comuns em acidentes aéreos, automobilisticos e alguns homicidios os 0ssos
carbonizados sdo o material humano de primeira escolha para a analise de DNA
sendo, 0 material genético obtido pela coleta de amostras da regido do corpo
melhor preservada. O estudo do comportamento do material genético humano
ainda é muito controverso no meio cientifico, ja& que existem poucos trabalhados
na area sobre o tempo de exposi¢cdo e o grau da temperatura de degradacéo do
DNA. Neste trabalho foi proposto analisar o comportamento de material genético
humano (DNA Nuclear) obtido de amostra biologica (tecido 6sseo) submetido a
exposicao as temperaturas de 100°C, 200°C, 300°C, 400°C, 500°C e 600°C, por
intervalo de tempo de 10, 20 e 30 minutos. Possibilitando através dos resultados a
confeccao de um protocolo confiavel para extracdo de DNA de o0ssos
carbonizados. O grupo de estudo foi constituido de 50 (cinqlienta) cadaveres nao
identificados. Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o método
investigativo através do DNA possui varias vantagens sobre outros meios de
identificacdo, como por exemplo, sorologia tradicional, antropologia forense,
impressao digital, tomadas radiograficas, entre outros. Quando a estrutura éssea
foi submetida a temperatura de 100°C a 300°C pelo periodo de 30 minutos, foi
possivel proceder-se a identificagdo humana por meio da andlise do exame de
DNA. O nosso estudo avaliou a degradacdo do DNA tomando-se por base a
quantidade de marcadores amplificados. Em um procedimento de analise normal
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do sistema comercial multiloci através da técnica da PCR esperavamos amplificar
até 16 (dezesseis) marcadores genéticos. Obedecendo ao protocolo internacional
preconizado pelo programa CODIS do FBI, para assegurar uma identificacdo
humana, se faz necessaria uma amplificacdo minima de 13 marcadores. Nas
amostras submetidas a temperaturas de 400 °C constatamos a degradacédo de
90,62% do material, ou seja, das 16 amplificacdes esperadas e exigidas pelo
programa CODIS, apenas encontrou-se um marcador, dado insuficiente para uma
identificagdo humana. Assim como, o estudo mostrou em 100% das amostras
submetidas a temperatura acima de 500°C por um periodo acima de 10 minutos
seria suficiente para a degradacao completa do DNA Nuclear, demonstrando a

temperatura maxima que um 0sso do corpo humano pode sofrer.

PALAVRA CHAVE: DNA, degradacao, temperatura.
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ABSTRACT

An examination of DNA may be the unique and essential tool for the
elucidation of a police investigation, since any material left at the site of research,
where experts will extract DNA, may be the main evidence against the offender.
The current technology allows the realization of the genotyping of DNA from small
quantities of biological samples. In cases of crimes, the biological evidence found,
trace, may be faced with sample of the suspect and the award may be used as
evidence in legal proceedings. The success of the analysis depends on the state
of the material analyzed. The degree of deterioration, how to conserve time and
may influence the outcome or to prevent identification. In cases of carbonized
bodies, common in air accidents, homicides and some automobiles burned bones
are the human material of choice for the analysis of DNA is the genetic material
obtained by collecting samples from the body better preserved. The study of the
behavior of human genetic material is still very controversial in the scientific, since
there are few worked in the area about the time of exposure and the degree of
temperature of degradation of DNA. This work was proposed to analyze the
behavior of human genetic material (DNA Nuclear) obtained in biological sample
(bone) subjected to exposure to temperatures of 100°C, 200°C, 300°C, 400°C,
500°C and 600°C, for the time interval of 10, 20 and 30 minutes. Allowing the
results through the creation of a reliable protocol for extraction of DNA from bones
burned. The study group consisted of 50 (fifty) unidentified bodies. Based on the
results, it appears that the method investigated by DNA has several advantages
over other means of identification, such as traditional serology, forensic
anthropology, fingerprint, radiographic taken, among others. When the bone
structure was subjected to a temperature of 100°C to 300°C for a period of 30
minutes could be extended to human identification through DNA analysis of the
examination. Our study evaluated the degradation of DNA based on the amount of
amplified markers. In an analysis of the normal trading system through the
technique of multiloci PCR amplifying expected by 16 (sixteen) genetic markers.

According to international protocol recommended by the FBI's CODIS program, to
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ensure a human identification, amplification is needed a minimum of 13 markers.
Samples subjected to temperatures of 400 ° C found a degradation of 90.62% of
the material, or amplification of the 16 expected and required by the CODIS
program, there was only a marker, as insufficient to identify a human. As the study
showed in 100% of the samples subjected to temperature above 500 ¢ C for a
period longer than 10 minutes would be sufficient to complete the degradation of
nuclear DNA, showing the maximum temperature that a bone in the human body

can suffer.

KEYWORDS: DNA, degradation, temperature
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1. INTRODUCAO

Por ser extremamente longo e quimicamente monétono, o DNA foi,
durante muitos anos, a molécula celular mais dificil de ser estudada. Entretanto
com o desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, na década de 70,
essa situacdo modificou-se completamente. Atualmente, é possivel localizar,
isolar, preparar e estudar qualquer segmento de DNA. Esse método tem

revolucionado profundamente todas as areas bioldgicas.

O estudo do comportamento genético humano (DNA Nuclear) em tecido
0sseo sob a agdo de diversas temperaturas tem consideravel importancia para o
desenvolvimento da ciéncia devido a caréncia de pesquisas sobre o tema, o que
dificulta o trabalho dos peritos quando da necessidade de se identificar corpos
carbonizados.

Tem se observado um crescimento do numero de acidentes coletivos
como quedas de avides, incéndios, acidentes de transito e de trabalho. Tal fato
tem gerado uma grande variedade da natureza dos diversos tipos de mortes,
dificultando sobremaneira a coleta e obtengédo dos vestigios presentes nos locais

de crimes, principalmente nos casos de carbonizagdes.

Em 2005, Bezerra relatou que nas circunstancias de um incéndio
quando a temperatura atinge um grau tdo elevado ao ponto de carbonizar um
individuo, somente seria possivel a sua identificacdo com o uso da analise do

exame de DNA.

Pena (2005) descreveu que a prova pericial no esclarecimento de um
crime, é um importante subsidio para busca da verdade, sendo que a aquisicao e
analise de material humano, feita através do DNA sao conclusivas de identificacao

podendo entédo inocentar ou incriminar uma pessoa.

Bonaccorso (2006) retratou que ha bem pouco tempo a ciéncia da

investigacao na identificagcdo de casos criminais pautava-se apenas nas analises



sorolégicas dos polimorfismos de proteinas e grupos sanglineos e em alguns

marcadores genéticos.

Em 2007, Watson, no seu livro: DNA O segredo da vida, refere que o
exame forense de amostras bioldgicas teve seu inicio por volta do principio do
século XX com a aplicagcdo dos grupos sangutineos ABO em evidéncias
relacionadas a crimes ou a identificacéo de pessoas.

Ainda descreveu que atualmente, os grupos sanglineos eritricitarios,
como os sistemas ABO, Rh (CcDEe) e MNSs, foram substituidos na maioria dos
centros de pesquisa, sendo pouco utilizados, tendo-se em vista que através da
analise do DNA, pode-se impetrar o poder discriminatério, limite este, necessario
para inferir a identificagdo absoluta.

Matte (2007) citou que o exame de DNA revela-se universal, pois em
qualquer local em que se proceda ao exame deve-se obter os mesmos resultados.
Mas ressaltou que tal fato somente é possivel, desde que, 0 método seja realizado

em condicdes técnicas corretas.

Koch (2008) descreveu quatro grandes vantagens da aplicacdo do
exame de DNA. A primeira e principal importancia €, sem sombra de duvida, a
possibilidade de sua aplicacédo sobre toda e qualquer fonte de material biolégico.

Visto isto a uma ampla variedade de liquidos corporais que
encontramos nos exames de evidéncia; todavia um exame sorolégico completo
pode ser realizado somente no sangue e nao em outros tecidos ou liquidos
corporais. Entretanto, com estudos de DNA qualquer quantidade com infima
porcdo de material biolégico, incluindo o sangue, cabelos, ossos, saliva, sémen,
tecido, urina, ou qualquer outro fluido biol6gico, pode ser analisada para associar

um suspeito ao crime.

A segunda e mais amplamente propalada vantagem do exame de DNA

€ seu potencial discriminatério.



A terceira vantagem do DNA é sua resisténcia aos fatores ambientais,
pois este é uma molécula robusta, relativamente resistente aos 4cidos, alcalis e

detergentes, diferentemente dos determinantes protéicos, lipidicos e carboidratos.

Observamos que a informacao da tipagem do DNA foi encontrada na
sequéncia nucleotidica e que independe da conformagdo da molécula.
Conseqguentemente, os exames com DNA, diferentemente dos marcadores
sorolégicos tradicionais, podem ser realizados com maior seguranca em amostras
muito antigas e que estiveram expostas a maiores agressées ambientais, como

por exemplo, a temperatura.

Finalmente, a quarta vantagem do exame de DNA reside na

possibilidade de separa-lo da célula espermatica de qualquer outro DNA celular.

Em vista a estes fatos, o presente estudo buscou determinar o
comportamento do material genético humano (DNA nuclear) em tecido 6sseo sob
a acao de diversas temperaturas e comparar as vantagens e desvantagens de
métodos investigativos com o exame de DNA Nuclear em ossos de corpos
carbonizados presentes na revisdo da literatura. Enfatizou-se ainda discutir os
aspectos éticos e legais pertinentes ao tema.



2. REVISAO DA LITERATURA

Benecke (1997) citou em sua obra que o avanco da ciéncia e
tecnologia a nivel forense teve seu ponto culminante em meados dos anos 80,
quando as técnicas de identificacdao, fundamentadas na analise direta do acido
desoxirribonucléico (DNA) tornaram-se uma das mais poderosas ferramentas para

a identificagdo humana e investigagdes criminais.

Conforme Kling (1999), muito se passou desde a proposta de Bentham,
em 1832, nos Estados Unidos, em empregar a tatuagem como processo de
identificagdo civi. Em tempos mais remotos premidos pela necessidade de
identificar seus semelhantes, empregavam-se os mais barbaros e desumanos

processos de identificacao.

Ainda este autor citou que destituidos de quaisquer recursos cientificos,
tais “tratamentos” consistiam na marcacdo com ferro em brasa em individuos que
houvessem praticado, por exemplo, um delito, ou tratando-se simplesmente de um

escravo em fuga.

Também descreveu que a descoberta dos antigenos eritrocitarios, ja
neste século, tornou-se possivel a idéia de discriminar individuos através de
analises sanglineas, mesmo aqueles que tiveram morte violenta, como por

exemplo, vitimas de acidentes aéreos.

Segundo Duarte et al. (2001) o primeiro método de utilizagdo da analise
do DNA para identificar individuos foi desenvolvido em meados da década de
1980 por Sir Alec Jeffreys, da Universidade de Leicester e, apesar do seu enorme
poder potencial, houve sérias reservas quanto o seu uso real, pois no inicio, havia

muitas duvidas quanto a reprodutibilidade e a confiabilidade dos métodos.

Luftig (2001) mencionou, que em agosto de 1986, na Inglaterra, um
caso criminal envolvendo o estupro e homicidio de duas adolescentes foi
solucionado com a determinacdo da autoria do delito apds toda a populacao

masculina de dois vilarejos do condado de Leicester ter contribuido com a doagéao



de amostras de sangue para confronto com vestigios de sémen coletados do
corpo das vitimas. Estava assim inaugurada uma nova pagina no emprego da

biologia molecular e sua utilizagao na identificagdo humana criminal.

No The New York Times, em setembro de 2001, o autor Atman,
descreveu a importancia do uso do exame de DNA.

Relatou que nos ultimos tempos, esta area da ciéncia, vem crescendo e
ganhando respeito, devido a sua extraordinaria importancia no conjunto dos
interesses da coletividade, pois cada vez mais ela se exercita em razdo das
necessidades de ordem publica e social. Principalmente devido ao grande
aumento do numero de acidentes coletivos, configurando-se em tragédias, como

quedas de avides, incéndios, acidentes de transito e de trabalho.

Também citou que, considerando o grande desenvolvimento social, o
avanco tecnolégico no setor de transportes, a natureza dos diversos tipos de
mortes, o estado de decomposi¢do cadavérica e os vestigios presentes nos locais
de crimes, percebeu-se a grande importancia do estudo do comportamento do
material genético humano sob a acao de diversas temperaturas.

Segundo Jobim (2003), o estudo do DNA possibilitou informacgdes sobre
a individualidade humana, iluminando a ciéncia da investigacao e da identificacao
em casos criminais. Uma mudanca total na tecnologia aconteceu a seguir, pois o
estudo do polimorfismo do DNA substituiu, em curto espaco de tempo, as analises
sorolégicas dos polimorfismos de proteinas e grupos sanglineos, até entao,

usados exclusivamente na area forense.

Para o autor as técnicas de amplificacdo do DNA pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) na ultima década tiveram um enorme progresso.
Foram também desenvolvidos novos métodos de extracdo do DNA do sangue
periférico, tecidos, ossos, cabelos, manchas de sangue, material vaginal, entre
outros. Citou ainda que essa explosao cientifica, de vasto potencial de aplicacao,

necessita de especialistas com formacdao em biologia molecular na analise



forense, pois somente o dominio do conjunto das técnicas permite a perfeita

avaliagdo do DNA em medicina legal.

Desalle (2004) descreveu que a sensibilidade do exame de DNA
constitui uma enorme vantagem sobre outros métodos de identificacdo humana.
Ressaltou que a tipagem do polimorfismo do DNA através da reagédo em cadeia da
polimerase (PCR), pode ser efetuada com o DNA de algumas poucas células, de

longe superando a sensibilidade dos exames tradicionais.

De acordo com Lewis (2004), o estudo do material genético humano
(DNA) é uma érea interdisciplinar por exceléncia, de amplas possibilidades e de
profunda dimensao; como nenhuma outra disciplina cientifica, tendo se tornado de
importancia fundamental para iniumeros aspectos dos interesses humanos e
estando presente na humanidade de diversas maneiras. De fato, as questdes

genéticas parecem emergir diariamente em nossas vidas.

De acordo com os pesquisadores, Mehrdad, (2005), os incéndios em
locais publicos sao apenas um dos varios tipos de desastres coletivos de grande
magnitude que podem ocorrer. Estes desastres podem ser decorrentes de causas
naturais (enchentes ou terremotos), atos intencionais (atentados a bombas), e
causas acidentais (incéndios e queda de aviao).

Andelinovic et al. (2005) citaram que Independente da causa que levou
a ocorréncia de um grande numero de vitimas graves ou fatais, a identificacéo das
vitimas € uma agdo necessaria € que deve ser realizada o mais brevemente
possivel, ndo somente pelo fator humano (o direito das familias receberem e
enterrarem os corpos das vitimas), mas também por questdes civeis (emissado de
certiddo de 6bito, pensdes e seguros de vida) e criminais (quando ha um culpado
pelo ato, este deve ser responsabilizado e as familias das vitimas indenizadas).

Descreveram ainda que esta identificacdo de vitimas pode ser realizada
com o auxilio de técnicas como a antropologia forense, a impresséao digital, a

odontologia forense, a radiologia e 0 exame de DNA.



Segundo Tsokos et al. (2005), qualquer que seja a técnica utilizada, a
preservacao do local e das vitimas € fundamental, pois, no momento em que se
vasculham os destrogos, pode ocorrer a fragmentacdo dos corpos e também a
contaminacao das amostras, o que dificultara a obtencao de resultados rapidos.
Desta forma, para que essa organizacao dos destrocos seja efetiva, € necesséria

a formacéao de uma equipe forense multidisciplinar.

Alonso et al. (2005) relataram que a coleta de amostras para o exame
de DNA deve ser realizada logo apds a identificacdo possivel pelos médicos-
legistas, odonto-legistas e papiloscopistas, mesmo quando esta identificacdo for
positiva, pois pode ser necessario um futuro confronto genético para elucidagao

de duvidas com relagao a identidade do individuo e troca de corpos.

Para Edson et al. (2005), a escolha do tipo de amostra a ser coletada

depende da conservacao da amostra.

Ainda este autor, citou que os dentes e 0ssos sdo 0s materiais que se
preservam por mais tempo, mesmo quando submetidos a diferentes fatores de

degradacao.

Também descreveu que a limpeza do material pode ser um fator
importante antes da extracdo do DNA para diminuir o risco de contaminagdo com
perfis genéticos de outras vitimas. Paralelamente a coleta de amostras dos corpos
e fragmentos, deve ser realizada a coleta de material de referéncia dos supostos
cadaveres. Existem duas possibilidades: o uso de referéncias diretas, como
escovas de dentes, bidpsias anteriores e amostras de sangue de laboratérios de
analises clinicas, ou referéncia de familiares proximos como sangue ou swab oral

da mae, pai, filhos ou irmaos.

Remualdo (2005) citou na sua tese de doutorado, a importancia deste
estudo, pois de acordo com o seu levantamento bibliografico, ainda existe uma
caréncia de pesquisas sobre o tema, o que dificulta o trabalho dos peritos quando

da necessidade de identificagdo de uma pessoa, seja ela vitima de um



assassinato ou de um acidente que resulte em carbonizagcdo. E esta incerteza
diante da possibilidade de existéncia de material genético em corpos carbonizados

pode gerar contestacdes judiciais.

Referéncia ainda, que no ponto de vista das aplicacbes praticas na
atividade pericial forense, os exames de DNA Nuclear sdo empregados, dentre
outras, na identificacdo de cadaveres carbonizados.

Bezerra (2005) relatou que em um grau tdo avancado de carbonizacao
somente é possivel identificar com o uso da anélise de DNA.

De acordo com Pena (2005), a determinacédo de identidade genética
pelo DNA pode ser usada para demonstrar a culpabilidade dos criminosos,
exonerar os inocentes, identificar corpos e restos humanos em desastres aéreos e
campos de batalha, determinar paternidade com confiabilidade praticamente
absoluta, elucidar trocas de bebés em bercarios e detectar substituicdes e erros
de rotulacdo em laboratérios de patologia clinica.

Tsuchiya (2005) descreveu que o exame de DNA foi apontado como a
maior revolugdo cientifica na esfera forense desde o uso e reconhecimento das

impressodes digitais como uma caracteristica pessoal.

Descreveu também que as técnicas de identificagcdo fundamentadas na
analise direta do acido desoxirribonucléico ostentam pelo menos duas vantagens
sobre os métodos convencionais de identificacdo: a estabilidade quimica do DNA,
mesmo apds longo periodo de tempo, e a sua ocorréncia em todas as células
nucleadas do organismo humano, o que permite condenar ou absolver um
suspeito com uma unica gota de sangue ou através de um unico fio de cabelo

encontrado na cena do crime.

Malaghini et al. (2006) abordaram que com o conhecimento atual, ao
menos duas grandes vantagens devem ser citadas sobre a tipagem molecular: o

DNA possui uma alta estabilidade quimica mesmo apds um longo periodo de



tempo e esta presente em todas as células nucleadas do organismo humano, o

que facilita a obtencédo do mesmo.

Segundo Smarra (2006), a existéncia legal de uma pessoa é definida
pelo nascimento com vida e seu devido registro civil, bem como a pessoa deixa de

existir legalmente com o devido assento de 6bito no Cartorio de Registro Civil.

Ainda citou que, para ser emitida a Declaracdo de Obito constitui-se em
uma exigéncia legal a perfeita identificacdo da pessoa. Sao aceitas pela Justica a
identificacdo de pessoas através da dactiloscopia ou pelo reconhecimento direto,
0 que é rotineiramente realizado no Instituto Médico Legal — IML.

Todavia, em se tratando de cadaveres em condicbes especiais tais como
carbonizados, nao é possivel o emprego destas metodologias; assim, o cadaver
ou a ossada é encaminhado pela Autoridade Policial ou pelas Equipes de Pericias
Médico-Legais, ao Nucleo de Antropologia para o exame de identificacdo médico-

legal.

Referenciou que a identificacdo médico-legal realizada pelo Nucleo de
Antropologia do IML consiste no exame do cadaver em busca de sinais
particulares, no exame das arcadas dentarias e na limpeza dos restos mortais
para que se possa examinar a ossada e confrontar com registros prévios das
caracteristicas individualizadoras da pessoa que se procura, inclusive com o

exame de vinculo genético (DNA).

Ainda esta autora, descreveu a necessidade do material biolégico
adequado estar disponivel nos restos mortais, 0 que nem sempre ocorre,
resultando exames inconclusivos na maioria das vezes. Estas dificuldades na
tentativa de identificacdo acarretam a demora na emissdo da certidao de Obito,
quando nao inviabiliza a emissao administrativa, sendo necessario providenciar o
assento de 6bito por via judicial, 0 que causa aos familiares transtornos de ordem
legal, econbmica, social e emocional, tais como: impossibilidade do ato



inumatorio, gerando ansiedade e sofrimento moral, problemas com a sucessao,

origens de pendéncias financeiras, etc.

Matte (2007) relatou que a imagem institucional da Policia Técnico-
Cientifica, da Policia Judiciaria e até do Judiciario ficam prejudicadas, pois a
prépria persecucdo penal requer a individualizacao da vitima de homicidio, sem a
qual nao prospera o inquérito ou o processo criminal, resultando na sensacao de

morosidade nos processos de apuracao e/ou julgamentos.

O autor ainda descreveu que o exame de DNA, cuja metodologia
somente foi implementada a partir de 02 de junho de 1999, com a Resolugao n®
194 da Secretaria de Estado da Seguranga Publica, vem trazendo muitas
vantagens. Pois a tecnologia atual permite que se realize a genotipagem de DNA
a partir de quantidades muito pequenas de amostras biol6gicas, com
consideraveis ganhos de tempo e de exatidao.

Também citou que esse exame constitui-se no Unico e essencial
instrumento para o esclarecimento de um inquérito policial, pois qualquer material
deixado no local da investigacdo, de onde os peritos consigam extrair DNA, pode
ser a principal prova contra o autor do delito, bem como na identificacéo legal

vitima.

Koch et al. (2008) descreveram que em agosto de 2004 ocorreu um

incéndio no supermercado Ycua Bolanos em Assuncao, no Paraguai.

No momento do incéndio estavam presentes cerca de mil pessoas entre
funcionarios e clientes. Destas, mais de 400 morreram. Estabeleceu um caos em
meio a tragédia, onde centenas de pessoas buscavam informacdes a respeito das

vitimas e reclamavam pelos corpos de seus familiares.

Relataram ainda que o Ministério Publico do Paraguai montou um
esquema de organizacdo envolvendo representantes de inumeras entidades,
possibilitando que a entrega dos corpos fosse agilizada. Num primeiro momento,

os familiares fizeram o reconhecimento visual das vitimas e também através da
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identificacdo de objetos pessoais, seguindo para identificacdo humana pelo
método de DNA.

Referenciaram a notoria aplicacdo e utilizacao das técnicas do exame
de DNA, pois apresenta esta molécula um altissimo poder discriminatério,
revelando uma das mais poderosas ferramentas para a identificacdo humana e

investigagdes criminais.

De acordo com o relato dos autores, dois dias apds o desastre, chegou
ao local um grupo pericial formado por um consorcio internacional de colaboragao,
onde estavam presentes peritos médicolegistas e odonto-legistas do Rio Grande
do Sul, peritos médico-legistas de Brasilia, peritos e papiloscopistas da Policia
Federal, peritos da Espanha e papiloscopistas do Chile. Este grupo ficou
responsavel pela identificagdo dos 86 corpos que nao haviam sido reconhecidos
pelos familiares.

Descreveram que os corpos foram armazenados em dois caminhdes
frigorificos e transportados a um ginasio onde foram separados de acordo com o
sexo, idade e possibilidade de reconhecimento. Ao mesmo tempo em que era
realizada a identificacdo por meio dos métodos antropométricos, arcada dentaria,
radiografias e lesdes cirargicas, os papiloscopistas realizavam a coleta e
comparagdo de impressao digital. Mais da metade dos corpos foi identificado
durante este processo. O restante apresentava um grau tdo avancado de
carbonizacao que somente seria possivel identificar com o uso da analise de DNA.

2.1- O DNA NOS DIAS ATUAIS

Segundo Jobim (2003) no ano de 1978, Alec Jeffreys, pela primeira
vez, usou a gendmica, ciéncia ainda emergente na época, para pesquisar as
alteracées no DNA humano e descobriu abundantes variacdes em determinadas
regibes do DNA. A origem das variagdes na sequéncia do genoma humano

11



comecou entdo a ser revelada. Hoje sabemos que estas alteracbes podem chegar

a aproximadamente 10 milhdes.

Ainda este autor citou que Jeffreys em 1984 conseguiu demonstrar que
uma analise de perfis genéticos de DNA poderia identificar uma pessoa, com grau
de certeza quase absoluto.

Verissimo et al. (2004) consideram que o desenvolvimento da biologia
molecular e da genética nas ultimas décadas permitiu o estabelecimento de um
amplo conjunto de técnicas aplicadas a investigacao bioldgica. Dentre esses
grandes avancos tecnoldgicos destaca-se a possibilidade de amplificacdo de DNA
utilizando-se a reagédo em cadeia da polimerase (PCR).

Pena (2005) descreveu que a tecnologia moderna invadiu tao
rapidamente nossa vida que até esquecemos quando foi criada. Ha mais de vinte
anos Alec Jeffreys, professor da Royal Society Wolfson na Universidade de
Leicester, Inglaterra, enfatizou a importancia do DNA como referéncia para a

identificagao de individuos (DNA fingerprinting).

Remualdo (2005) citou que a identificagéo pelo DNA e a possibilidade
da caracterizacao de perfis genéticos a partir da analise de materiais biol6gicos
apostos nos mais variados tipos de suporte afetou a vida de milhares de pessoas
no planeta e tem sido utilizada rotineiramente na Medicina Legal para estabelecer
relagdo entre suspeitos e vitimas, entre vitimas e vestigios, entre suspeitos e
vestigios; caracterizar relacdo de parentesco; identificar vitima em desastres e
catastrofes e principalmente para possibilitar a identificacdo de corpos em
decomposicao, de restos corporais e de ossadas que dao entrada nos Servigos

Médico-Legais.
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2.2 - ANALISE DE DNA EM 0SSO HUMANO: ESTUDO QUALITATIVO

De acordo com a pesquisadora Arruda, (2000), no Museu do Homem
do Sambaqui, em Santa Catarina, algumas ossadas indigenas com milhares de
anos, encontradas em meio a restos de fogueiras, conchas e animais, podem

esconder segredos gravados em seu DNA.

Porém, esta autora, descreveu em seu estudo que o estado de
conservacao dos esqueletos torna-se bastante afetado pelo ambiente, o que
dificulta muito mais o trabalhar de extracao, amplificacao e analise do DNA.

Tal fato foi o que levou a pesquisadora a fazer seu mestrado na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da USP.

Na pesquisa, ela descobriu que o método com melhores resultados
para a andlise das ossadas catarinenses é o de extracao organica, que faz uso de
alguns solventes organicos especificos, como fenol, cloroformio e &lcool

isoamilico para isolar e purificar o acido nucléico.

A autora conseguiu extrair e amplificar algumas amostras por PCR, ou
seja, método in vitro capaz de sintetizar milhdes de coépias idénticas de DNA a
partir de uma sequéncia de DNA conhecida.

Relatou ainda, "Alguém que se depare com as mesmas condi¢cdes que
eu, e que queira extrair DNA de ossos antigos vai saber que o melhor método
para obtencao de produtos de PCR mais visiveis para essa situacao foi o método

organico".

Também citou que foram testados nove métodos diferentes de extragéo
de DNA em pecas de 190 esqueletos, preferencialmente o fémur, por este possuir
bastante substancia esponjosa e compacta, da qual o material analisado foi
retirado.
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Segundo esta autora, a principal dificuldade de se fazer o estudo
nessas ossadas é a degradacao sofrida pela molécula de DNA causada pelo

ambiente litordneo e pela presenca de substancias contaminantes.

Descreveu ainda que os sambaquis - aglomerado formados por restos
de alimentos de origem animal, fogueiras, esqueletos humanos, artefatos,
moluscos e ceramicas, deixados por povos primitivos que utilizavam as praias
para se alimentar, dormir e até mesmo enterrar seus mortos - ficaram expostos a
maré, e a agua prejudicou profundamente a estrutura da molécula de DNA,

causando modificacdes quimicas irreversiveis.

Também constatou, além dos danos hidroliticos, os o0ssos sofreram
também com a presenca de substdncias contaminantes no solo, como o acido
humico, capaz de inibir a agdo da enzima TagDNA polimerase, responsavel por
catalizar o processo da amplificacao por PCR .

Ressaltou ainda, ao extrair o DNA de qualquer tipo de tecido, o
importante é avaliar todas as caracteristicas do ambiente onde se encontra o

material a ser pesquisado.

Citou que: "No meu caso o ambiente foi fatidico, ja que ele pode
favorecer a preservacao da molécula de DNA ou degradéa-la por completo".

2.3 - PROCESSO DE CREMACAOQ: TEMPERATURA X TEMPO

De acordo com as normas da Lei n? 6.015, o processo de cremacao
inicia-se a temperatura de 400°C e finaliza-se a 1 200°C. Os gases da combustao,
antes de serem expelidos pela chaminé, sdo submetidos a temperatura superior a
1200°C, sendo permanentemente controladas e medidas as suas caracteristicas.
O forno pode trabalhar a uma cadéncia de uma cremagao cada 75 minutos. Apds
a cremacao, as cinzas sao reduzidas a pé por centrifugacao e introduzidas numa
pequena urna prépria. As cinzas resultantes da cremacao apresentam uma cor

clara, tém peso aproximado de 2 Kg e volume de cerca de 2 litros.
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2.4 - LIMITACOES QUANTO AO USO DO DNA

Bonaccorso (2004) descreveu a situagao quando gémeos idénticos sao
suspeitos de crime em que o autor deixou vestigios, o DNA em nada poderia
colaborar para a elucidagao do delito, uma vez que nao consegue distingui-los por

serem geneticamente idénticos.

Segundo esta autora, neste caso a datiloscopia convencional seria Util,
se dentre os vestigios deixados, existissem impressoes digitais.

Ainda referenciou as condicdes de preservacao do material biolégico de
um cadaver carbonizado ou que tenha ficado por muito tempo submerso no mar,
muitas vezes nao permitem, através da andlise do DNA, que se alcancem dados
com significancia estatistica para que se possa afirmar sua identidade, ao passo

gue neste sentido seria mais significativo o exame de sua arcada dentéria.

Também citou outro ponto importante a ser abordado sobre as
limitagbes do DNA, principalmente na area criminal, o que diz respeito a
peculiaridades da analise.

Descreveu que muitas vezes, qualquer vestigio de roupas coloridas,
que possa ser encontrado nas evidéncias biologicas, acaba inibindo a reacédo de
PCR.

No entanto, esta autora, conclui que apesar de certas limitacdes da
analise de DNA, deve-se acima de tudo enfatizar sua importancia como prova
extremamente poderosa, se realizada segundo as recomendacdes técnicas

exigidas.
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2.5 - ASPECTOS ETICOS E LEGAIS

Atualmente as pericias previstas do Odonto-legista, estdo disciplinadas
no que dispéem as seguintes leis:

Lei 5081/66
ART.6 - Compete ao cirurgido-dentista:

| - praticar todos os atos pertinentes a QOdontologia,
decorrentes de conhecimentos adquiridos em curso regular

ou em cursos de pos-graduacgao;

IV - proceder a pericia odontolegal em foro civil, criminal,
trabalhista e em sede administrativa;

IX - utilizar, no exercicio da fung&o de perito-odontdlogo, em

casos de necropsia,

Resolucéo 63/2005 — CONSELHO FEDERAL DE ODONTOLOGIA

Cap. Il — Atividades privativas do Cirurgido-Dentista

Art 4.1- Praticar todos os atos pertinentes privativas a Odontologia
decorrentes de conhecimentos adquiridos em curso regular ou em cursos de pos-

graduacao;

Art 4. IV — Proceder a pericia odontolegal em foro civil, criminal,
trabalhista e em sede administrativa;

Art 4. IX — Utilizar, no exercicio da fungcao de perito-odontolégico, em

casos de necropsia;

SECAO VIl - Odontologia Legal
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Art..63. Odontologia Legal é a especialidade que tem como objetivo a
pesquisa de fenbmenos psiquicos, fisicos, quimicos e biolégicos que podem
atingir ou ter atingido o homem, vivo, morto ou ossada, e mesmo fragmentos ou

vestigios, resultando lesées parciais ou totais reversiveis ou irreversiveis.

Paragrafo unico. A atuacdo da Odontologia Legal restringe-se a
analise, pericia e avaliacao de eventos relacionados com a area de competéncia
do cirurgido-dentista, podendo, se as circunstancias o exigirem, estender-se a
outras areas, se disso depender a busca da verdade, no estrito interesse da
justica e da administrac&o.

Art..64. As areas de competéncia para atuacdo do especialista em
Odontologia Legal incluem:
a) identificagdo humana;
b) pericia em foro civil, criminal e trabalhista;
c) pericia em darea administrativa;
d) pericia, avaliagao e planejamento em infortunistica;
e) tanatologia forense;
f) elaboracéo de:
1) autos, laudos e pareceres;
2) relatorios e atestados;
g) traumatologia odonto-legal;
h) balistica forense;

i) pericia logistica no vivo, no morto, integro ou em suas partes em fragmentos;
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J) pericia em vestigios correlatos, inclusive de manchas ou liquidos oriundos da
cavidade bucal ou nela presentes;

) exames por imagem para fins periciais;
m) deontologia odontologica;
n) orientacdo odonto-legal para o exercicio profissional; e,
0) exames por imagens para fins odonto-legais.
Resolugcao CFO - 20/2001

Art. 1 - Esta Resolucdo estatui as normas que definem a funcdo e
regulamenta as atividades dos peritos/auditores, concernentes a ética profissional
odontoldgica.

Art. 2 — Considera-se perito o profissional que auxilia a decisdo judicial
e administrativa, por solicitagdo da autoridade judiciaria ou por designacdo do
conselho, fornecendo laudo-técnico detalhado, realizado através de pericia, com a
verificacdo de exames clinicos, radiograficos, digitalizados, fotografias, modelos
de arcos dentais, exames complementares e outros que auxiliardo na descricdo
de laudos-técnico, com absoluta imparcialidade, indicando sempre a fonte de

informacdo que o amparou.

Art. 3 — S3o atribuicées especificas do perito, devidamente nomeado,
executar o laudo-técnico com absoluta isencdo e imparcialidade, responder os
quesitos formulados de forma objetiva, abster-se de emitir opinibes pessoais,
reportar-se sempre a fundamentos cientificos e citando a sua fonte.

Resolucao CFO - 42/2003
Cap. lll - Dos deveres fundamentais

Art. 4 IV — Manter atualizados os conhecimentos profissionais, técnico-

cientificos e culturais, necessarios ao pleno desempenho do exercicio profissional;
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Art 4 XIl — Assumir responsabilidade pelos atos praticados;

IV — Das auditorias e pericias odontolégicas

Art. 6 - Constitui infracdo ética: I- deixar de atuar com absoluta isengcéao
quando designado para servir como perito ou auditor, assim como ultrapassar os

limites de suas atribuicbes e de sua competéncia;

XV - Da pesquisa cientifica

Art. 39 — Constitui infragdo ética: IV — infringir a legislacdo que regula a

utilizagdo do cadaver para estudo;

Cddigo Penal Brasileiro

Art. 342 - Falsa pericia é crime previsto no Codigo Penal Brasileiro,

com pena de reclusdo de 1 a 3 anos e aplicacdo de multa.

2.5.1 - DE ACORDO COM A LITERATURA

Abreu (1922) descreveu que a Odontologia Legal ndo foge dos vastos
dominios da Medicina Legal. A Odontologia Legal oferece campo largo as
aplicacbes médico-legais, dentre as quais sobreleva pela sua importancia e pela
sua maior freqiiéncia, ao que concerne ao problema de identificacdo, sendo esse
0 assunto de maior interesse e de aplicacdo mais rigorosa dentro dos limites

tracados a Odontologia.

Na sua obra “Medicina Legal Aplicada a Arte Dentéaria”, afirma que é
preciso, indispensavel que o perito tenha educacédo especializada, que lhe da,

nesse particular, vantagem incomparavel sobre o mais abalizado clinico.
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Leite (1962) considerou que a Odontologia Legal tem como objetivo
principal servir a Justica. Consta principalmente de conhecimentos odontoldgicos

e juridicos.
Para Basauri, citado por Fernandez (1967),

“E necessaria uma profunda e vasta campanha de
divulgacédo entre os meios estudantis e profissionais, para
leva-los ao convencimento de que a aplicacao desta ciéncia
depende da preparagcdo de CD’s especializados, que
desenvolverdo suas atividades de carater indispensavel, em

toda sociedade perfeitamente constituida”.

Para Keiser-Nielsen (1968) apontou que €& necessario promover a
Odontologia Legal como um assunto de estudo para a graduacdo e a poés-
graduacdo nas universidades, para encorajar os Cirurgides-dentistas a se
tornarem treinados como peritos neste campo e cooperarem desta forma com a

Justica.

Cameron & Sims (1974) descreveram que a Odontologia Legal pode ser
grosseiramente dividida em trés campos maiores de atividade, denominados: civil,
criminal e pesquisa. A area civii compreende a impericia, negligéncia,
identificacdo de restos humanos, onde a morte ndo seja devida a avaliacao
suspeita, identificacdo de pessoas vivas em desastres maiores ou em massa. Na
area criminal, destacam-se as identificagdes de pessoas a partir de seus dentes e
marcas de mordida. A pesquisa aborda o treinamento académico e a poés-

graduacao.

Daruge et al. (1975) destacaram que a Odontologia Legal pode ser
considerada em duas partes distintas: na primeira parte, o conjunto de normas
que regulam a conduta do CD no exercicio da profissdo, abrangendo o estudo de
toda a legislacao odontol6gica, da deontologia ou ética, dos Conselhos Federais
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ou Regionais e suas normas complementares e da Previdéncia Social; a segunda

parte compreende a aplicacao dos conhecimentos odontolégicos ao Direito.

Estes autores descreveram que o seu conteldo abrange os estudos
sobre todas as pericias odontolégicas, isto é, identificacao, infortunistica, enfim,
todo conhecimento adquirido no campo odontolégico ou fora dele que possa ser
aplicado no esclarecimento das questdes judiciais. A odontologia Legal tem como

conteudo, conhecimentos odontolégicos e conhecimentos juridicos.

Destacaram também as inuUmeras denominacdes atribuidas a esta
disciplina e na tentativa de expressar um significado com mais objetividade,
surgiram as denominagdes: “Odontologia Forense”, “Odontologia Pericial”,

“Odontologia Judiciaria”, “Odontologia Politica”, “Odontologia Aplicada & Medicina
Legal”, “Jurisprudéncia Odontoldgica”.

Ressaltaram ainda, que a maioria dos autores brasileiros e sul-
americanos dao preferéncia a denominagdo Odontologia Legal por ter ela um
significado mais amplo, abrangendo assim os conhecimentos sobre deontologia e
de todos os problemas legais da Odontologia.

De acordo com Bang (1982) a Odontologia Legal inclui: exames de
individuos vivos, requeridos para estabelecer a identificacdo individual no evento
de fraude; estimativa da idade; determinagcédo do sexo; compara¢des de marcas de
mordidas em caso de abuso infantil ou de outras acdes criminais. Exames em
individuos mortos: fornecem identificacao individual de corpos carbonizados; de
individuos afogados em decomposicao; vitimas de desastres em massa e restos
de corpos misturados.

Basauri et al. (1990) apontaram que a Odontologia Legal inclui, mas
nao se limita a identificacdo de restos humanos, andlise de marcas de mordida,
abuso infantil, lesdes corporais, impericias, negligencia, além disso a disciplina

esta relacionada a pesquisa em muitas das suas areas de competéncia.
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Descreveram ainda que a odontologia Legal ndo se limita a uma area
especifica da ciéncia odontolégica, mais especificamente, ela tem como finalidade
sintetizar os principios, conhecimentos, e areas de atuagdo da Odontologia
(Histologia, Patologia Oral, Materiais Dentarios, Jurisprudéncia Odontoldgica,
Anatomia Dental, Morfologia, a guarda do prontuario odontolégico e a Radiologia
Oral), com os principios, conhecimentos e areas de atuagdo nao encontradas
dentro do curriculo odontolégico usual (Criminalistica, Fotografia, Jurisprudéncia
Forense, Radiologia, Antropologia, entre outras).

Segundo Lima (1992) o campo de atuacdo da Odontologia Legal € tao
vasto, quando aos casos e problemas por ela apresentados. Estd area é
desafiadora e intrigante. Considera que requer dedicacdo, uma experiéncia inicial
em Odontologia, imaginacdo temperada com senso comum e vontade de
aprender, frequentemente, por esforco préprio. Contudo, o Odonto-legista vai
crescendo em satisfacdo e inteligéncia, conforme entra em contato com outros

peritos, juristas e profissionais de outras areas.
SERPA (1994/1995) esclareceu que:

“Ficam nitidas duas vertentes de atuacdo na
Odontologia Legal: na area pericial e na area deontolégica.
Ressaltou que a Odontologia Legal € um mundo fascinante,
porque o especialista é preparado para desvendar mistérios,
fazer descobertas dificeis, assumindo um papel e
investigagado cientifica realmente estimulante, oferecendo a
Justica uma contribuicdo significativa e contundente no
esclarecimento de crimes. Esta abertura patrocinada pela
Filosofia e pelas no¢des de Direito favorecem a busca do

mais correto e do mais justo”.

Galvao (1996) descreveu que atualmente a Odontologia Legal ou

Forense desempenha papel importantissimo nas pericias forenses. Podendo,
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hoje, até afirmar que o Instituto Médico-Legal que néo dispde do Servigo ou Secao
Odonto-Legal é, de certa forma, um IML capenga, claudicante.

De acordo com Silva (1997) definiu a Odontologia legal sendo a

aplicacao dos conhecimentos de ciéncia odontoldgica a servico da Justica.

Grant (1998) apontou a Odontologia Legal como a especialidade que,
em termos concretos, auxilia (como ramo da Medicina Legal) na identificacdo de
cadaveres e as possiveis causas da morte. Ressalta, ainda, que a Odontologia
Legal € o codigo estabelecido pelas autoridades de cada pais para o
desenvolvimento de pratica odontolégica.

Goncgalves et al. (1999) esclareceram que, embora todo Cirurgido-
dentista possui os conhecimentos e habilidade fundamentais em Odontologia
Legal, os especialistas nesta area requerem conhecimentos e habilidades
especificas e, para funcionar efetivamente, estes devem estar familiarizados com
0s conceitos sobre Antropologia, Fotografia, Radiologia, Sorologia, Patologia,
Analise de marca de mordida, Jurisprudéncia e outras técnicas forenses, como
por exemplo o exame de DNA. Consideram o campo de atuagdo da Odontologia

Legal muito amplo, abrangendo os problemas relacionados a justica.

Conforme Vanrell (2002) a Odontologia Legal tem trés areas precipuas
de atuacédo, a saber: a) exame diagndstico e terapéutico, bem como a avaliacdo
dos danos de maxila, mandibula, dentes e tecidos moles da boca; b) a
identificacdo de individuos achados em investigacdes criminais e/ou em desastres
em massa; c) a identificacdo, exame e avaliacdo de mordeduras que aparecem,
com frequiéncia, em agressdes sexuais, maus-tratos infantis e em situacbes de
defesa pessoal. Considerou a Odontologia Legal como a disciplina que oferece a
Justica os conhecimentos da Odontologia e suas diversas especialidades.

Para Fixott (2003) a Odontologia Legal foi descrita sendo a ciéncia que
correlaciona principios odontolégicos e juridicos sob a inspiracdo de esclarecer
dados de interesse da Justica. Esta normalmente associada aos casos de
identificacdo humana e aos processos de responsabilidade profissional, mas a
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sua area nao se restringe a essas atribuicées, de uma forma em geral ela ainda
colabora com o esclarecimento da cidadania, pois contribui com o esclarecimento

da verdade para a populacao.

252 - ASPECTOS ETICOS E LEGAIS DO ESTABELECIMENTO
LABORATORIAL

Os exames de DNA sao realizados em laboratérios publicos ou

privados, estando previstos das seguintes leis:
ANVISA

De acordo com a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) os
procedimentos técnicos em laboratérios analiticos deveram seguir as devidas
normas: todas as etapas da cadeia de custddia das amostras biolégicas devem
ser documentadas de modo apropriado, a fim de evitar contaminacdes e a
adequacao das condicdes de trabalho a ISO/IEC 17.025. Em adi¢cdo, Os
procedimentos para estabelecer padroes de qualidade, como a calibragcdo de
equipamentos e a presenca de um segundo analista devem ser implementados no
pais para que as andlises se equivalham em termos de seguranca e credibilidade
aquelas realizadas em laboratorios de referéncia no exterior. Em adigédo, por
fazerem uso de técnicas de engenharia genética, as tipagens genéticas devem
obedecer as normas estabelecidas na Lei de Biosseguranca N° 8.974/95, que

seguem abaixo.
Caddigo de Processo Penal

A confiabilidade e a seguranga dos testes de identificacdo por DNA,
quando da utilizacdo da Engenharia Genética, podem ser equacionados pela Lei
de Biosseguranca (N°8.974/95):

"Art. 12 - Esta lei estabelece normas de seguranca e mecanismos de

fiscalizagdo no uso das técnicas de engenharia genética na construgéo, cultivo,
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manipulacdo, circulacdo, comercializacdo, consumo, liberacdo e descarte de
Organismo Geneticamente Modificado (OGM), visando proteger a vida e a saude

do Homem, dos animais e das plantas, bem como o meio ambiente.”

O decreto de regulamentacao (N° 1.752/95), normatiza as atividades da

Comissao Técnica Nacional de Biosseguranga - CTNBiIo:

"Regulamenta a Lei n® 8.974, de 05 de janeiro de 1995, dispbe sobre a
vinculagdo, competéncia e composicdo da Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca - CTNBio, e da outras providéncias."

Aspecto relevante desta legislacdo é que a mesma protege a saude
dos Homens, animais, vegetais e do meio ambiente sem hierarquizar a protegéao.
Em suma, a Lei de Biosseguranca regulamenta todos os procedimentos
laboratoriais que envolvam qualquer tipo de DNA, seja humano, animal, vegetal,

transgénico e até mesmo quimeroplastico.

Qualquer instituicdo domiciliada no Pais e que utilize técnicas de
Engenharia Genética deve possuir o Certificado de Qualidade em Biosseguranca -
CQB por forca da lei N°8.974/95:

"Art. 2°§ 3°- As organizacbes publicas e privadas, nacionais,
estrangeiras ou internacionais, financiadoras ou patrocinadoras de atividades ou
de projetos referidos neste artigo, deverao certificar-se da idoneidade técnico-
cientifica e da plena adesé&o dos entes financiados, patrocinados, conveniados ou
contratados as normas e mecanismos de salvaguarda previstos nesta Lei, para o
que deverao exigir a apresentacdo do Certificado de Qualidade em Biosseguranca
de que trata o art.6% inciso XIX, sob pena de se tornarem co-responsaveis pelos

eventuais efeitos advindos de seu descumprimento.”

O decreto de regulamentacdo N° 1.752/95 também da competéncia a
CTNBio para estabelecer o Cédigo de Etica de Manipulagdo Genética:

"Art. 2¢ Compete a CTNBiIo:
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IV - propor o Cédigo de Etica de Manipulacbes Genéticas;"

Nao bastasse o referido decreto, a sociedade ainda dispbe da
Resolugao N° 196/96, do Conselho Nacional de Saude, ligado ao Ministério da
Saude, que estabelece os procedimentos éticos das pesquisas envolvendo seres
humanos, e o faz de maneira participativa, pois prevé a criacao de Comissdes de
Etica em Pesquisa, com participacdo de leigos e de membros ndo pertencentes a

instituicdo proponente da pesquisa.
"VII - Comité de Etica em Pesquisa — CEP”

Toda pesquisa envolvendo seres humanos deverda ser submetida a
apreciacdo de um Comité de Etica em Pesquisa.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria Resolucao RDC n®
306, de 07 de dezembro de 2004

Il - Gerenciamento dos residuos de servigos de salide

O gerenciamento dos RSS (residuos de servicos de saude) constitui-se
em um conjunto de procedimentos de gestéo, planejados e implementados a partir
de bases cientificas e técnicas, normativas e legais, com o objetivo de minimizar a
producédo de residuos e proporcionar aos residuos gerados, um encaminhamento
seguro, de forma eficiente, visando a protecao dos trabalhadores, a preservacao da
saude publica, dos recursos naturais e do meio ambiente.

O programa a ser elaborado deve ser compativel com as normas locais
relativas a coleta, transporte e disposicao final dos residuos gerados nos servicos
de saude, estabelecidas pelos 6rgaos locais responsaveis por estas etapas.

1 - MANEJO: O manejo dos RSS é entendido como a agao de gerenciar
0s residuos em seus aspectos intra e extra estabelecimento, desde a geracao até a
disposicao final, incluindo as seguintes etapas:
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1.1 - SEGREGACAO - Consiste na separacdo dos residuos no
momento e local de sua geragdo, de acordo com as caracteristicas fisicas,
quimicas, biolégicas, o seu estado fisico e os riscos envolvidos.

1.2 - ACONDICIONAMENTO - Consiste no ato de embalar os residuos
segregados, em sacos ou recipientes que evitem vazamentos e resistam as acdes
de punctura e ruptura.

VI - 5.4.6 - As sobras de amostras de laboratério contendo sangue ou
liquidos corporeos, podem ser descartadas diretamente no sistema de coleta de
esgotos, desde que atendam respectivamente as diretrizes estabelecidas pelos

orgaos ambientais, gestores de recursos hidricos e de saneamento competentes.

A ANVISA classificou em grupo de risco, para exames de DNA segue a
seguinte nomenclatura:

GRUPO A1 - Culturas e estoques de microrganismos; residuos de
fabricacdo de produtos bioldgicos, exceto os hemoderivados; descarte de vacinas
de microrganismos vivos ou atenuados; meios de cultura e instrumentais utilizados
para transferéncia, inoculagdo ou mistura de culturas; residuos de laboratdrios de

manipulagdo geneética.
Define que:

VIl - 19 - Todos os profissionais que trabalham no servico, mesmo o0s
que atuam temporariamente ou ndo estejam diretamente envolvidos nas
atividades de gerenciamento de residuos, devem conhecer o sistema adotado
para o gerenciamento de RSS, a pratica de segregacao de residuos, reconhecer
0s simbolos, expressées, padrées de cores adotados, conhecer a localizagdo dos

abrigos de residuos, entre outros fatores indispensaveis a completa integracao ao
PGRSS
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Do Exame de Corpo de Delito e das Pericias em Geral do Cédigo de
Processo Penal

Il, Art. 166 - Havendo duvida sobre a identidade do cadaver exumado,
proceder-se-a ao reconhecimento pelo Instituto de Identificagc&o.

Art. 170 - Nas pericias de laboratorio, os peritos guardardo material
suficiente para a eventualidade de nova pericia. Sempre que conveniente, 0s
laudos seréo ilustrados com provas fotograficas, ou microfotograficas, desenhos

ou esquemas.

Art. 173 - No caso de incéndio, os peritos verificardao a causa e o lugar em
que houver comecgado, o perigo que dele tiver resultado para a vida ou para o
patriménio alheio, a extensdo do dano e o seu valor e as demais circunstancias

que interessarem a elucidagao do fato.
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3- PROPOSICAO

Apéds estudar a grande importancia da utilizacdo do exame de DNA

como método investigativo, este trabalho teve como objetivos:

a) Analisar o comportamento de material genético humano (DNA
Nuclear) obtido de amostra biolégica (tecido ésseo) submetido a exposicao as
temperaturas de 100 (cem), 200 (duzentos), 300 (trezentos), 400 (quatrocentos),
500 (quinhentos) e 600 (seiscentos) graus Celsius por intervalos de tempo de 10
(dez), 20 (vinte) e 30 (trinta) minutos, comparando os dados obtidos com amostras
de tecido 6sseo in natura. Desse modo, pretendeu-se analisar a temperatura
maxima que um corpo humano pode suportar por um determinado periodo de

tempo, sendo possivel a extragao e amplificacdo do DNA;

b) Comparar as vantagens e desvantagens de métodos investigativos
com o exame de DNA Nuclear em ossos de corpos carbonizados, presentes na

revisao da literatura;

c) Discutir os aspectos éticos e legais pertinentes ao tema.
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4. MATERIAL E METODOS

Para assegurar a qualidade, integridade e seguranga nos exames
envolvendo a utilizacdo de DNA, o Laboratério de DNA Criminal do E.S
estabeleceu um padrao de procedimentos de coletas e das analises, através de
um manual, que sera descrito logo abaixo. As etapas envolvem varias fases que

podem ser assim enumeradas:
a. Coleta dos materiais;
b. Extracdo do DNA;
c. Quantificacdo do DNA;
d. Amplificacdo do DNA;
e. Analise comparativa do DNA das amostras;
f. Calculos Estatisticos;

g. Elaboragéo do Relatorio das analises realizadas.

A- Coleta dos materiais

PROTOCOLO DE SELECAO E REMOCAQ DO MATERIAL OSSEQO

1-) Foram incluidos na pesquisa os cadaveres nao identificados e que
estiveram selecionados para serem sepultados pelo Departamento, em
cumprimento a rotina administrativa que estabelece que, decorridos 30 (trinta) dias
apods a data de entrada, compete ao Estado o sepultamento dos corpos, apés
tomadas as medidas preventivas legais, ou seja, elaboragdo do laudo de exame
cadavérico pos necrépsia, fotografias, coleta de impressdes digitais quando

possivel, registro de dados antropolégicos e coleta de amostra biolégica (sangue
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ou tecidos) para futuro exame de perfil genético de DNA, se necessario (ANEXO
01, 02 e 03);

2-) O grupo de estudo foi constituido de 50 (cinqlenta) corpos nao
identificados que derem entrada no Departamento Médico Legal de Vitéria — ES,
no periodo de agosto a setembro de 2008;

3-) A coleta foi realizada independentemente de sexo, biédtipo,

caracteristica racial, estatura e cor da pele;

4-) O processo de coleta somente foi iniciado apds a autorizagdo e
cumprimento de todos os requerimentos necessarios para o andamento deste
projeto, 0 mesmo foi submetido & Comissao de Etica em Pesquisa da EMESCAM
(Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericordia de Vitoria) (ANEXO
04). Ou seja, nos meses de outubro e novembro de 2008;

5-) O manuseio do material foi feito por pessoal habilitado e treinado
para a funcéo.;

6-) O DNA obtido de cada cadaver da pesquisa foi armazenado em
refrigerador a - 82 C negativos no Laboratério criminal de DNA do Espirito Santo,
preservado por 05 (cinco) anos e nao sera utilizado para outra finalidade sem
nova autorizacao do CEP e das institui¢des envolvidas na pesquisa;

7-) Em todos os procedimentos foi dada atencao especial a geragéao de
residuos e este projeto obedeceu as normas da ANVISA e teve como meta a
minimizacao da geracao de residuos;

8-) Apds a liberacdo dos cadaveres pelo Departamento Médico Legal
de Vitdria, iniciamos o processo de remocdo das amostras de tecido ésseo,
considerando os procedimentos normalmente adotados pelo Departamento por
ocasiao das necropsias, a saber, a abertura e a exposi¢cdao do térax mediante a
retirada do plastrdao condro-esternal, escolhemos como material bioldgico, o
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fragmento de Arco Costal com a extensdo aproximada de 4,0 (quatro)

centimetros;

Fig 01. Parte da rotina de Necropsia adotada pelo Departamento Médico Legal — Abertura toraxica.

9-) Cada amostra de tecido 6sseo foi fracionada em 04 (quatro)

fragmentos menores com 1,0 cm cada;

» Um fragmento foi processado in natura (esta amostra compds o

grupo-controle).

Os demais fragmentos, em numero de trés foram submetidos
isoladamente a temperaturas distintas de 100°C, 200°C e 300°C em estufa
industrial da marca Pallemax, modelo E-182, com sistema de conveccao natural
do ar, sistema de aquecimento localizado em seus pavimentos. Esta estufa possui

um controlador de temperatura extremamente apurado.

O primeiro estudo foi constituido de 50 (cinqlenta) amostra controle e
36 (trinta e seis) fragmentos de ossos. Desses fragmentos foram submetidos 108
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amostras a temperaturas de 100°C, 108 amostras submetidas a temperaturas de
200°C e 108 amostras submetidas a temperaturas de 300°C.

No segundo estudo foram analisadas mais seis amostras, sendo duas
amostras submetidas a temperaturas de 400°C, duas amostras submetidas a
temperaturas de 500°C e mais duas amostras submetidas a temperaturas de
600°C e com periodo de tempo de 10, 20 e 30 minutos.

O projeto previa a exposicdo das amostras a temperaturas e tempos
variaveis, que se entendeu necessario. Destaca-se que houve uma pequena
alteracdo nas amostras com exposicao de temperatura de 100°C, 200°C e 300°C
nos tempos de 10, 20 e 30 minutos. Nao encontrando alteracdes de coloragao,
textura e consisténcia. Ao corte simulado com lamina de bisturi e serra manual
nao observou alteracéo de resisténcia quanto a exposicao aos tempos de 10 e 20

minutos.

Portanto, inclui-se na pesquisa um segundo grupo de seis amostras nas
temperaturas de 400°C, 500°C e 600°C, com a finalidade de estabelecer em qual
temperatura e tempo de exposicdo ao calor provocaria a degradacao do material
genético humano (DNA Nuclear). Para tal experimento usamos a estufa da marca
Jung, modelo TC 162045, com sistema de programador N1100, apresentando
varios ciclos de aquecimento (controle de tempo e temperatura), com distribuidor
uniforme de calor e geracao de relatério ou graficos por software, utilizando uma
faixa de trabalho de até 650 °C.

E importante salientar também que o calor gerado pela estufa, é um
calor transmitido ao tecido ésseo por meio de convecgao (transmissdo de calor
por efeito de camadas aquecidas, sem passagem de energia de um corpo para
outro, mas por movimento de particulas, levando consigo a energia de uma
posicao para outra). Esta observacao devera ser feita, ja que um dos objetivos do
projeto seria avaliar a utilizacdo da tecnologia do DNA em o0ssos expostos a altas
temperaturas. Em geral, quando um corpo & exposto a altas temperaturas e

posteriormente necessitamos submeter amostras bioldgicas dele decorrentes
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visando uma identificacdo, a exposicao é ao fogo direto (calor direto ou chama)

através do meio de transmiss&o por conducao.

10-) Para a coleta do fragmento do Arco Costal utilizamos material
cirurgico estéril, fornecido pelo Hospital Infantil de Vitoria;

11-) Apdés a remocao das amostras, estas foram imediatamente
submetidas a um processo de limpeza fisico-quimico, sem alteragdo do material

genético;

12-) Todas as amostras coletadas foram acondicionadas em recipiente
plastico esterilizados com a devida identificacdo e encaminhadas para
armazenamento em camara fria, a - 8°C, do Laboratério de DNA Criminal da
Policia Civil do ES, onde permaneceram até o processamento que compreendeu
as etapas de extracao, amplificagao e leitura de fragmentos.

OBS: Na presente pesquisa ndo houve riscos previsiveis para 0s
participantes, tendo em vista que se trata de exames em cadaveres nao
identificados. Além disso, ndo havera publicagdo da imagem de qualquer dos
cadaveres incluidos no estudo. Desse modo, ndo havera qualquer tipo de
procedimento que implique em risco, de qualquer natureza, aos participantes. Os
critérios de seguranca relativos a esta pesquisa estdo em conformidade com as
normas atuais contidas na Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

PROTOCOLO DE COLETA E ANALISE DE DNA DO LABORATORIO CRIMINAL DO
ESPIRITO SANTO

1-) Um dos primeiros cuidados providenciados pelo Laboratério Criminal
foi a genotipagem e sequenciamento de DNA da equipe técnica e dos
pesquisadores, com a finalidade de disponibilizar uma aliquota do seu préprio
material genético, afim de confrontar com os resultados, descartando todas as
possibilidades de contaminacao e reproducao do seu préprio material genético;
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2-) O Laboratério de DNA do Espirito Santo disponibiliza areas de
trabalho separadas, com a area para manejo de evidéncias e armazenamento de
materiais. Contém na sua estrutura fisica 13 salas: recepcao, coleta de material,
sala informatizada para estudos, sala contendo uma camara fria, sala para coleta
de vestigios, sala para extracao de DNA, sala de preparo de solugées, depdsito de
vidraria, sala de PCR, sala de destilacdo e deionizacdo, sala de amostra
processada, sala de amplificacdo, sala de cémera escura, e sala de
seqlenciamento. Desta forma, o laboratério de DNA Criminal foi desenhado

respeitando as normas de segurancga e minimizando os riscos de contaminacao;

3-) O acesso e uso das areas de analises foram controladas de modo

apropriado aos fins a que foram destinados;

4-) O Laboratério manteve um sistema documentado de controle das
amostras para que fossem asseguradas a sua integridade, conforme recomenda a

Rede Nacional de Genética Forense (resolucao 194);

5-) Para os exames das amostras os marcadores moleculares utilizados

seguiram os trezes marcadores definidos pelo CODIS e a amelogenina;

6-) Estes marcadores foram disponibilizados em Kits comerciais
multiplex para identificagdo humana, tendo como padréo a analise de 16 regides.
O Kit comercial multiplex utilizado foi o Identifiler, produzido pelo laboratério
Applied Biosystems;

7-) Com relagdo aos remanescentes bioldgicos salientamos que a
quantidade de material biolégico a ser processada é minima, sendo que,
transcorridos os procedimentos de andlise, a saber, extracdo, amplificacao e

leitura de fragmentos, todo o material coletado foi processado;

8-) Deve-se destacar que as amostras bioldgicas coletadas foram
utilizadas obedecendo-se integralmente os objetivos definidos nesta pesquisa, e
nao foram amplificadas areas ou regides codificantes de proteinas ou que

permitam, de alguma forma, a predicdo sobre serem os doadores portadores de
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material genémico relacionado a qualquer tipo de doenca;

9-) Para compor o segundo grupo-controle (grupo de segurancga) foi
utilizado o fragmento de 1 cm dos 50 (cinqlienta) cadaveres em estudo, este
fragmento foi processado in natura. O protocolo para extracdo de DNA foi
baseado no método descrito por Walsh (1991), esta técnica € empregada
rotineiramente nos laboratorios para extragdo de DNA (Nuclear) utilizando a resina
Chelex 100® (BioRad);

10-) A amplificacao foi realizada para marcadores genéticos em sistema
multiloci', através da técnica da PCR (reacdo em cadeia da polimerase).
Posteriormente foi executada a leitura dos fragmentos amplificados em

sequenciador genético com eletroforese capilar;

11-) A degradacao do DNA foi avaliada tomando-se por base o numero
de marcadores amplificados. Em um procedimento normal de anélise espera-se
amplificar 15 (quinze) marcadores, correspondentes a 15 (quinze) regides
cromossomiais, € mais 01 (um) marcador que determina a presenca na amostra

dos cromossomos X e Y (amelogenina), totalizando 16 regides;

Os Locis estudados foram:

LOCI LOCI LOCI
D8S1179 HumTHO1 HumvWA
D21S11 D13S317 HumTPOX
D7S820 D16S539 D18S51
CSF1PO D2S1338 D5S818

' Kit comercial multiplex para identificagdo humana, 16 regides, Identifiler, Applied Biosystems.
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D3S1358 D19S433 FIBRA/FGA
AMELOGENINA
12-) A degradacdo do material genético (DNA) foi avaliada

comparando-se os resultados encontrados, o nimero de marcadores amplificados

e a intensidade de fluorescéncia dos picos obtidos;

13-) Os alelos encontrados em todas as amostras (uma amostra
controle, e seis amostras submetidas ao calor) foram validados de acordo com
normas recomendadas pelos fabricantes dos reagentes utilizados.

5- RESULTADOS

Na primeira fase da pesquisa coletou-se 50 amostras controle (Tabela
1), verificou-se que os numeros de marcadores amplificados e extraidos foram em
100% (50) das amostras coletadas. Verifica-se que € extremamente possivel
proceder-se a identificagdo humana por meio da anéalise do exame de DNA em
tecido 6sseo, pois em todas as amostras processadas obtivemos marcadores
amplificados.

Tabela 1: Relacao dos resultados obtidos da andlise das amostras de controle

Numero de Sucesso na Numero de Sucesso na
marcadores | amplificacao marcadores amplificacao

amplificados e extracao amplificados e extracao

POSITIVO POSITIVO
++++++++4++ A +++++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
4+ A +++++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++++ A +++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++++++ A +++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++ A +++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++++ A +++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++ A ++++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++++ A +++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++++4++ A 4+ A

POSITIVO POSITIVO
4+ A +++++++++4++ A
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POSITIVO POSITIVO
+++++++++++ A +++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++ A +++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++++ A ++++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++++ A +++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++++ A ++++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
+H+++++++++ A +++++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
4+ A +++++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
+H+++++++++ A 4+ A

POSITIVO POSITIVO
+H+++++++++ A +++++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
+H+++++++++ A +++++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
4+ A +++++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
+H+++++++++ A +++++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++++ A +++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++++++ A ++++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++++ A ++++++++++++ A

+ Resultado positivo (a cada sinal + demonstra o nimero de marcadores amplificados)

A Resultado positivo para amplificagdo do marcador AMELOGENINA (marcador que determina a
presenga na amostra dos cromossomos X e Y, no qual refere-se ao sexo do individuo)

RESULTADO DA AMOSTRA CONTROLE

O resultado da amplificacdo do marcador chamado AMELOGENINA,
que determina a presencga na amostra dos cromossomos X e Y, refere-se ao sexo
do individuo. Verificou-se que em 100% (50) das amostras de controle analisadas

obteve-se a presencga deste marcador (Grafico 1).

Quantidade do marcador da Amelogenina em 50 amostras

[0 Amelogenina

100%

Gréfico 1: Quantidade do marcador amelogenina presentes nas amostras controle.

Com relagdo ao numero de marcadores analisados (D8S1179,
HumTHO1, HumvWA, D21S11, D13S317, HumTPOX, D7S820, D16S539,
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D18S51, CSF1PO, D2S1338, D5S818, D3S1358, D19S433 e FIBRA/FGA) em 50
amostras de controle encontrou-se a quantidade de 10 marcadores acima citado
em 10% (5) das amostras, 11 marcadores em 52% (26) e 12 marcadores em 38%
(19) (Gréfico 2).

Grafico 2: Quantidade de marcadores encontrados em 50 amostras de controle

RESULTADO DO TEMPO DE EXPOSICAO AO CALOR X TEMPERATURA

Com relagdo a degradacdo do DNA no tecido 6sseo sob a acao das
temperaturas de 100°C, 200°C e 300°C, no periodo de 10 minutos, verificou-se
que, em comparacao com os resultados das amostras de controle, 100% (36) das
amostras submetidas a temperatura de 100°C e 200°C obteve-se a extracao e
amplificacdo do DNA. Na temperatura de 300°C verificou-se que, 91,6% (33)
tiveram suas amostras amplificadas com uma quantidade menor de marcadores
(Grafico 3). Observa-se que a quantidade de marcadores nao diminuiu

significativamente na dependéncia da exposi¢do a temperaturas mais elevadas.

100% 100% 91,6%

100

l 100°C

QN



Gréfico 3 - Resultado obtido na primeira fase da pesquisa, foram analisadas 36
amostras nas temperaturas de 100°C, 200°C e 300°C.

Com relagéo a degradacao do DNA no tecido 6sseo sob a acao das
temperaturas de 100°C, 200°C e 300°C, no periodo de 20 minutos, verificou-se
que, 100% (36) das amostras submetidas ao calor de 100°C e 200 °C obteve-se a
extracdo e amplificacdo do DNA. Ou seja, embora o tempo de exposicao dobra-se
de 10 minutos para 20 minutos encontramos resultados idénticos comparados
com os encontrados nas amostras de controle. Portanto, descartando este periodo
de tempo como fator modificante. Com a exposicao de 300°C amplificamos 88,8%
(32) (Grafico 4). Com o experimento, verifica-se que, o tempo de exposicao ao
calor na temperatura de 300°C ainda demonstra ser um fator de pequena

relevancia, pois consegue-se amplificar uma quantidade muito expressiva.
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100% 100% 88.8%

100 m 100°C
801 m 200°C
601 m 300°C
40

20-

Tempo de exposi¢ao ao
calor 20 MINUTOS

Gréfico 4 - Resultado obtido na primeira fase da pesquisa, foram analisadas 36
amostras nas temperaturas de 100°C, 200°C e 300°C

Com relagdo a degradacdo do DNA no tecido ésseo sob a acdo das
temperaturas de 100°C, 200°C e 300°C, no periodo de 30 minutos, verificou-se
que, 100% (36) das amostras submetidas ao calor de 100°C e 200 °C obteve-se a
extracdo e amplificacdo do DNA. Ou seja, embora o tempo de exposicdo mudasse
de 10 para 30 minutos encontramos resultados idénticos, comparados com o0s
encontrados nas amostras de controle. Desta forma, descartando-o totalmente um

periodo de 30 minutos de exposicdo ao calor como um fator modificante para a
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extracdo do DNA. Com a exposicao de 300°C amplificamos 86,1% (31) (Grafico
5). Portanto, verifica-se que, o tempo de exposicao ao calor na temperatura de
300°C ainda demonstra ser um fator de pequena relevancia. Resultado
extremamente significativo, pois esclarece alguns mitos, como por exemplo, a
mitologia que um material bioldégico exposto a temperaturas elevadas nao serve
para exame de DNA.

100%

100% 86,1%

1007 B 100°C
80'; @ 200°C
60

m 300°C
md
20-

Tempo de exposigao ao
calor 30 MINUTOS

Gréfico 5 - Resultado obtido na primeira fase da pesquisa, foram analisadas 36
amostras nas temperaturas de 100°C, 200°C e 300°C

RESULTADO DA QUANTIDADE DE NUMERO DE MARCADORES
AMPLIFICADOS X TEMPERATURA

Nesta fase da pesquisa processou 36 amostras na temperatura de
100°C (Tabela 2). Verificou-se que os numeros de marcadores amplificados e
extraidos foram em 100% (86) das amostras coletadas. Certifica-se que é
extremamente possivel proceder-se a identificagdo humana por meio da analise

do exame de DNA em tecido 6sseo sob a acédo de 100°C.
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Tabela 2: Relacédo dos resultados obtidos da analise das amostras submetidas a

temperatura de 100°C.

Numero de | Sucesso na Numero de | Sucesso na

marcadores | amplificacao marcadores | amplificacao
amplificados | e extracao amplificados | e extracao

POSITIVO POSITIVO
+++++++4++ A +H+++++4+4++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++4+4++ A +H+++++4+4++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++++A +H+++++4+4++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++4+4++ A ++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++4+4++ A +H+++++4+4++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++ A ++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++ A ++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++ A ++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++ A ++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++ A ++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++ A ++++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++4+4++ A +H+++++4+4++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++4+4++ A +H+++++4+4++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++4+4++ A +H+++++4+4++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++4++ A +H+++++4+4++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++4+4++ A +H+++++4+4++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++4+4++ A ++++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++4+4++ A +H+++++4+4++ A

+ Resultado positivo (a cada sinal + demonstra o nimero de marcadores amplificados)

A Resultado positivo para amplificacdo do marcador AMELOGENINA (marcador que determina a
presenga na amostra dos cromossomos X e Y, no qual refere-se ao sexo do individuo)

Verificou-se 36 amostras na temperatura de 200°C (Tabela 3), sendo
gue os numeros de marcadores amplificados e extraidos foram em 100% (36) das

amostras coletadas. Nota-se que embora um o0sso submetido a temperatura de
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200°C, ainda é possivel proceder-se um exame de DNA para identificacao

humana.

Tabela 3: Relacado dos resultados obtidos da analise das amostras submetidas a

temperatura de 200°C.

Amostras | Numero de | Sucesso na | Amosiras | Namero de | Sucesso na
exposta a | marcadores | amplificacao | exposta a | marcadores | amplificacao
200°C amplificados | e extracao 200°C amplificados | e extracao

1 POSITIVO 19 POSITIVO
+++++++++ A +++++++++ A

2 POSITIVO 20 POSITIVO
++++++++++ A ++++++++ A

3 POSITIVO 21 POSITIVO
+++++++++++A +++++++4++ A

4 POSITIVO 22 POSITIVO
+++++++4+4++ A +++++++4++ A

5 POSITIVO 23 POSITIVO
+++++++4++ A ++++++4++ A

6 POSITIVO 24 POSITIVO
+++++++4+4++ A +++++++4++ A

7 POSITIVO 25 POSITIVO
+++++++4+4++ A +++++++4++ A

8 POSITIVO 26 POSITIVO
+++++++4+4++ A ++++++4++ A

9 POSITIVO 27 POSITIVO
++++++++++ A ++++++++++ A

10 POSITIVO 28 POSITIVO
+++++++++ A +++++++++ A

11 POSITIVO 29 POSITIVO
+++++++++ A ++++++++ A

12 POSITIVO 30 POSITIVO
+++++++++ A +++++++++ A

13 POSITIVO 31 POSITIVO
++++++++ A ++++++++ A

14 POSITIVO 32 POSITIVO
+++++++++ A ++++++++++ A

15 POSITIVO 33 POSITIVO
+++++++++ A +++++++++ A

16 POSITIVO 34 POSITIVO
+++++++4++ A +++++++4++ A

17 POSITIVO 35 POSITIVO
++++++4++ A +++++++4++ A

18 POSITIVO 36 POSITIVO
++++++4++ A +++++++4++ A

+ Resultado positivo (a cada sinal + demonstra o nimero de marcadores amplificados)

A Resultado positivo para amplificacdo do marcador AMELOGENINA (marcador que determina a
presenga na amostra dos cromossomos X e Y, no qual refere-se ao sexo do individuo)

Analisou-se 36 amostras submetidas a temperatura de 300°C (Tabela

4), sendo que 88,8% (32) das amostras analisadas obtiveram-se uma quantidade
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de marcadores amplificados com sucesso. Ou seja, todo material biolégico
exposto a temperatura elevadas, como por exemplo, locais quentes e secos, calor
do sol, calor no subsolo e até cadaveres carbonizados, poderdo submeter-se ao
exame de DNA, pois o perito que trabalha com genética forense podera coletar
resultados positivos para uma identificagdo humana.

Tabela 4: Relacédo dos resultados obtidos da analise das amostras submetidas a

temperatura de 300°C.

Numero de | Sucesso na Numero de | Sucesso na

marcadores | amplificacao marcadores | amplificacao
amplificados | e extracao amplificados | e extracao

POSITIVO POSITIVO
++++++4++ A ++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++4+4++ A ++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++++A +++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++++ A +++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++++ A ++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++++++ A +++++++++ A
rrrrrtrrs A POSITIVO -AMPL p NEGATIVO

POSITIVO POSITIVO
+++++++++ A ++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++4+4++ A +H+++++4+4++ A
brtbis A POSITIVO -AMPL A NEGATIVO
-AMPL A NEGATIVO rrtbitts A POSITIVO
-AMPL A NEGATIVO ++++++++4++ A POSITIVO

POSITIVO POSITIVO
++++++4++ A ++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++4++ A ++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++4++ A +++++++4++ A

POSITIVO POSITIVO
+++++++ A +++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++ A ++++++++ A

POSITIVO POSITIVO
++++++++ A ++++++++ A

+ Resultado positivo (a cada sinal + demonstra o nimero de marcadores amplificados)

A Resultado positivo para amplificagdo do marcador AMELOGENINA (marcador que determina a
presenca na amostra dos cromossomos X e Y;

- AMPL Resultado negativo (quantidade de marcadores muito baixo, fora da quantidade minima

exigida)
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Na segunda fase da pesquisa, analisou-se seis amostras nas
temperaturas de 400°C, 500°C e 600°C, sendo duas amostras para cada

temperatura (tabela 5, 6 e 7).

Verificou-se que, com 400°C de temperatura direta ao 0sso, 0 sucesso
da amplificacdo fica quase impossivel. Constatou que 90,62% (15) dos
marcadores nao foram amplificados. Notou-se a amplificacdo de apenas um
marcador das duas amostras analisadas. E nenhuma amplificacdo do marcador

da amelogenina.

Tabela 5: Relacado dos resultados obtidos da analise das amostras submetidas a
temperatura de 400°C.

Amostras Numero de | Sucesso na amplificacao e extracao
marcadores

expostaa 400°C | o lificados

1 NEGATIVO (APENAS UM
+(01) MARCADOR)
- (00)

2 NEGATIVO
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Verificou-se que, com temperatura de 500°C e 600°C de exposicao
direta ao 0sso, o sucesso da amplificacao é impossivel. Notou-se que 100% (04)
das amostras analisadas foram impossiveis a amplificacdo de qualquer marcador.
Portanto, uma temperatura acima de 500°C por um periodo acima de 10 minutos
seria suficiente para a degradacdo completa do DNA Nuclear, demonstrando a

temperatura maxima que um 0sso do corpo humano pode sofrer.

Tabela 6: Relacado dos resultados obtidos da analise das amostras submetidas a

temperatura de 500°C.

Amostras Numero de Sucesso na amplificacao e
marcadores extracao

exposta a S00°C | o blificados

1 NEGATIVO

2 NEGATIVO

Tabela 7: Relacado dos resultados obtidos da analise das amostras submetidas a

temperatura de 600°C.

Amostras Numero de Sucesso na amplificacao e
marcadores extracao

exposta a 600°C | b lificados

1 NEGATIVO
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2 NEGATIVO

Com relagdo a degradacdo do DNA no tecido ésseo sob a acdo das
temperaturas de 100°C, 200°C, 300°C, 400°C, 500°C e 600°C, no periodo de 10 a
30 minutos Observou-se que, a estrutura 6ssea sendo submetida a temperatura
de 100°C a 300°C pelo periodo de 30 minutos, ainda é possivel proceder-se a
identificagdo humana por meio da analise do exame de DNA. Nas amostras
submetidas a temperaturas de 400 °C constatou-se a degradacao de 90,62% do
material, ou seja, das 16 amplificacbes esperada apenas encontramos 01
marcador, insuficiente para o programa CODIS do FBI, estabelecer a identificagéo
humana. Em um procedimento de analise normal, a andlise preconizada pelo
programa CODIS exige no minimo a amplificacdo de 13 (treze) marcadores
genéticos. Para as amostras submetidas a temperatura acima de 500°C por um
periodo superior de 10 minutos nota-se que, 100% (04) das amostras tiveram a
sua degradacédo completa do DNA Nuclear, demonstrando a temperatura maxima
que um o0sso do corpo humano pode sofrer. (Grafico 6)
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Grafico 6 — Resultado do tempo de exposicdo ao calor e acdo de diversas

temperaturas sob 0 0sso humano
6. DISCUSSAO

O estudo do comportamento do material genético humano (DNA nuclear)
ainda & muito discutido no meio cientifico, ja que existem poucos trabalhados na
area. A determinacdo do tempo de exposicdo e o grau da temperatura de
degradacao do DNA ainda sdo bastante controversos.

Considerou-se a importancia desse projeto para o desenvolvimento da ciéncia,
principalmente devido ao grande aumento do numero de acidentes coletivos,
configurando-se em tragédias, como quedas de avides, incéndios, acidentes de
transito e de trabalho, conseqientemente dificultando o trabalho dos peritos
quando da necessidade de se identificar uma pessoa, que tenha resultado em

carbonizacao.

De acordo com Benecke, em 1997, e descrito por Pena (2005) o avanco da
ciéncia e tecnologia em nivel forense teve seu ponto culminante em meados dos
anos 80, quando as técnicas de identificacdo, fundamentadas na analise direta do
acido desoxirribonucléico (DNA), tornaram-se uma das mais poderosas

ferramentas para a identificacdo humana e investigagées criminais.

A determinacéao de identidade genética pelo DNA pode ser usada para demonstrar
a culpabilidade dos criminosos, exonerar os inocentes, identificar corpos e restos
humanos em desastres aéreos e campos de batalha, determinar paternidade com
confiabilidade praticamente absoluta, elucidar trocas de bebés em bercéarios e
detectar substituicoes e erros de rotulagdo em laboratérios de patologia clinica.

Ha bem pouco tempo a ciéncia da investigacdo na identificacdo de
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casos criminais pautava-se apenas nas analises sorolégicas dos polimorfismos de

proteinas e grupos sanglineos e em alguns marcadores genéticos.

O exame forense de amostras biologicas teve seu inicio por volta do
principio do século XX com a aplicacdo dos grupos sangiineos ABO em
evidéncias relacionadas a crimes ou a identificacdo de pessoas. Hoje, os grupos
sanglineos eritricitarios, como os sistemas ABO, Rh (CcDEe) e MNSs, foram
substituidos na maioria dos centros, sendo pouco utilizados, pois através da
analise do DNA, podemos impetrar o poder discriminatorio, limite este,

necessario para inferir a identificagéo absoluta.

Salientamos que o processo de recombinacao génica tem como
proporcionar um alto grau de variabilidade entre 0os organismos vivos, ou seja,
cada individuo da espécie humana possui um perfil genético Unico.

Em um excelente trabalho, sobre a ANALISE FORENSE DE DNA,
Norma Bonaccorso, Mestranda em Medicina Forense na FDUSP, abordou as

limitacoes do alcance da analise do DNA.

Descreveu em seu trabalho que, nos casos de gémeos idénticos serem
suspeitos de um crime em que o autor deixou vestigios, o DNA em nada poderia
colaborar para a elucidac¢ao do delito, uma vez que ndo consegue distingui-los por

serem geneticamente idénticos.

Considerou que a datiloscopia seria muito mais apropriada em tal
identificacdo, caso entre os vestigios, existissem impressdes digitais. Ainda cita
que as condicbes de preservacdo do material bioldgico de um cadaver
carbonizado ou de um corpo que tenha ficado por muito tempo submerso no mar,
muitas vezes nao permitem, através da analise de DNA, que se alcancem dados
com significAncia estatistica para que se possa afirmar sobre sua identidade, ao
passo que o exame de sua arcada dentéria pode ser muito mais significativo neste

sentido.
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Apesar de todas as ponderacdes observadas acerca das limitacées da
analise de DNA, devemos, acima de tudo, ressaltar sua importancia como prova
extremamente poderosa, se realizada segundo as recomendacdes técnicas.
Realmente, o exame de DNA nao identifica 100% um individuo, como nos casos
de gémeos idénticos, mas sim fornece a probabilidade estatisticamente

comprovada de sua inclusdo ou excluséo.

Com excecao dos gémeos idénticos, pode chegar a uma semelhanca
estatistica de 99,99%. Isso significa que a probabilidade de uma dada combinacao
de alelos ocorrerem ao acaso € menor do que 0,01%. Portanto, a chance de
existir outro individuo com a mesma informacao genética nas regiées analisadas é
imensamente remota. A variabilidade humana em termos de DNA € enorme. Dois
genomas humanos escolhidos ao acaso diferem, aproximadamente, em uma de
cada 500 bases do DNA (nucleotideos). Como o genoma humano tem cerca de
3.109 bases, isto implica em 6 milhdes de diferencas entre duas pessoas.

Portanto, a segunda e mais amplamente propalada vantagem do
exame de DNA é seu potencial discriminatério. Em alguns casos, os estudos de
DNA podem revelar a identificacdo positiva, comparativamente aos exames
envolvendo o grupo sanguineo ABO.

Em uma condicdo extremamente particular, quando gémeos idénticos
sao suspeitos de um crime em que o autor deixou vestigios, o exame de DNA
identifica claramente se a autoria foi de “um dos gémeos”. Logo, ndo existe a
comprovacao relativa a “qual dos gémeos”.

Evidentemente, esta € uma informacao importantissima que, associada
a outros dados da investigacdo criminal, via de regra, identifica claramente o
autor. Ou seja, o uso do DNA Forense na investigacao criminal, em determinada
situacdes ndo pode por si sé provar a culpabilidade do criminoso, ou a inocéncia
do mesmo, mas estabelece uma ligagdo clara entre esta pessoa e a cena do

crime.
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Verifica-se que o exame de DNA, é sem sombra de duvida, um exame
com inumeras caracteristicas superiores aos supracitados, tais como, a

possibilidade de sua aplicacao sobre toda e qualquer fonte de material bioldgico.

Observa-se uma ampla variedade de liquidos corporais é encontrada
nos exames de evidéncia; todavia um exame sorolégico completo pode ser
realizado somente no sangue e ndo em outros tecidos ou liquidos corporais. Ou
seja, com estudos do DNA qualquer quantidade traco de iniumero material
biolégico, incluindo o sangue, cabelos, ossos, saliva, sémen, tecido, urina, ou
qualquer outro fluido biolégico, pode ser analisada para associar um suspeito ao

crime.

A sensibilidade do exame de DNA constitui a terceira grande vantagem
deste método. A tipagem do polimorfismo do DNA através da reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), pode ser efetuada com o DNA de algumas poucas células,
de longe superando a sensibilidade dos exames tradicionais.

Malaghini et al. (2006) descreveu que com o conhecimento atual, ao
menos duas grandes vantagens devem ser citadas a respeito da tipagem
molecular: o DNA possui uma alta estabilidade quimica mesmo apds um longo
periodo de tempo e esta presente em todas as células nucleadas do organismo
humano, o que facilita a obtengdo do mesmo.

Conseqlentemente, os exames com DNA, diferentemente dos
realizados através dos marcadores soroldgicos tradicionais, podem ser realizados
com maior seguranga em amostras muito antigas e que estiveram expostas a

maiores agressdes ambientais, como por exemplo, a temperatura.

Verifica-se que a quarta vantagem do DNA é sua resisténcia aos

fatores ambientais.

O DNA é uma molécula robusta, relativamente resistente aos acidos,
alcalis e detergentes, diferentemente dos determinantes protéicos, lipidicos e

carboidratos.
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As proteinas podem ser desnaturadas de forma relativamente mais facil
e sua estrutura terciaria conformacional, que é importante na tipagem, é
facilmente desnaturavel. A informacdo da tipagem do DNA, por sua vez, é
encontrada na seqiéncia nucleotidica, que independe da conformacédo da

molécula.

Conseqlentemente, os exames com DNA, diferentemente dos
marcadores soroldgicos tradicionais, podem ser realizados com maior seguranga
em amostras muito antigas e que estiveram expostas a maiores agressdes

ambientais, como por exemplo, a temperatura.

Arruda et al em 2001, citou que a identificacdo humana pelo DNA
Forense ja é aceita em processos judiciais em todo mundo, sendo possivel
inclusive a identificacdo de pessoas mortas a dezenas ou centenas de anos,
utilizando DNA obtidos de 0ssos.

Infelizmente, o uso da identificacdo humana pela arcada dentaria, ainda
tem suas limitagdes. Conforme descreveu Cameron & Sims (1974) e Vanrell
(2002), na década de 1940, durante a 22 Guerra Mundial, navios brasileiros que
transportavam soldados foram torpedeados. Os autores concluiram que 0os meios
legais, a época, ndo conseguiram identificar algumas vitimas adultas através do
exame dentario, pois tal identificacdo depende da existéncia de documentacao

odontolégica fornecida por Cirurgido-dentista.

Desse modo, com a falta de tais documentos para fins comparativos, a
identificacdo dentaria teve pouquissima significancia.

No entanto, observamos que o estudo do DNA e as suas aplicacbes a

cada dia vém tomando propor¢des gigantescas, evoluindo a cada ano.

Por outro lado, o exame de DNA, cuja metodologia somente foi
implementada a partir de 02 de junho de 1999, com a Resolugcdo n® 194 da
Secretaria de Estado da Seguranca Publica de Sao Paulo, vem trazendo muitas

vantagens. Desta forma a tecnologia atual permite que se realize a genotipagem

53



de DNA a partir de quantidades muito pequenas de amostras biolégicas, com
consideraveis ganhos de tempo e de exatidao.

Portanto, esse exame constitui-se em importante instrumento para o
esclarecimento de um inquérito policial, pois qualquer material deixado no local da
investigacao, de onde os peritos consigam extrair DNA, pode ser a principal prova
contra o autor do delito. Tal se aplica também na identificacdo legal corpos
carbonizados.

Em 2005, Bezerra relatou que nas circunstancias de um grau tao
avancado de carbonizacdo, somente seria possivel identificar os corpos com o

uso da analise de DNA.

Deve-se ressaltar também a importancia da prova pericial no
esclarecimento de crimes por ser um importante subsidio para busca da verdade,
sendo que a aquisicdo e analise de material humano, feita através de DNA, sédo
conclusivas na identificagcdo, inocentando ou incriminando uma determinada

pessoa.

Portanto, € desta aquisicdo e analise de provas que a ciéncia forense
entra para a histéria.

Um dos principios basicos do método cientifico é a reprodutibilidade.
Desta forma, tal método revela-se universal, pois em qualquer local, desde que, o
método seja realizado em condicdes técnicas corretas, deve-se obter os mesmos
resultados. Desta forma, o DNA passa a ser um importante aliado da justica, pois

fornece respostas com aceitaveis niveis de precisao.

E importante salientar que a preservagdo do local e das vitimas é
fundamental, pois, no momento em que se vasculham os destrogos, pode ocorrer
a fragmentacdo dos corpos e também a contaminacdo das amostras, o que
dificultara a obtencdo de resultados rapidos. Desta forma, para que essa
organizacao dos destrocos seja efetiva, € necessaria a formacao de uma equipe
forense multidisciplinar (Melani, 1999).
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Esta identificacdo de vitimas pode ser realizada com o auxilio de
técnicas como a antropologia forense, a impressao digital, a odontologia forense,
a radiologia e o exame de DNA (Andelinovic et al, 2005).

Com muita astucia em 2005 Alonso et al; propdem que a coleta de
amostras para o exame de DNA deve ser realizada logo ap6s a identificacao
possivel pelos médicos-legistas, odonto-legistas e papiloscopistas, mesmo
quando esta identificagdo for positiva, pois pode ser necessario um futuro
confronto genético para elucidagdo de duvidas com relacdo a identidade do
individuo e troca de corpos. Em seu trabalho descreve as grandes vantagens do
emprego dos exames de DNA.

Jobim (2006) descreveu que o sucesso da analise depende do estado
do material analisado. O grau de deterioracdo, a forma de conservacao e o tempo
decorrido podem influenciar o resultado ou impedir a identificagéo.

Em casos de carbonizacdo de corpos, comuns em acidentes aéreos,
automobilisticos e alguns homicidios os o0ssos carbonizados sdao o material
humano de primeira escolha por serem passiveis de investigagdo para a analise
de DNA sendo, o material genético obtido pela coleta de amostras da regidao do
corpo melhor preservada. De acordo com as condicoes do material é possivel
obter o DNA nuclear e fazer a andlise de marcadores de microssatélites, podendo

ser utilizados para identificagdo individual.

Portanto, devido ao baixo nuimero e a exiglidade dos trabalhos
cientificos que abordam as rotinas e normas de um laboratério de DNA forense
voltado a elucidagédo de delitos e identificacao de pessoa, notou-se a importancia
desse estudo. Analisando o comportamento de material genético humano (DNA
Nuclear) obtido de amostra biol6gica (tecido 6sseo) submetido a exposicao de

diversas temperaturas.

55



7. CONCLUSAO

Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos, é licito

concluir que:

a) A estrutura 6ssea sendo submetida a temperatura de 100°C a 300°C
pelo periodo de 30 minutos, ainda permite a identificagdo humana por meio da
analise do exame de DNA. Nas amostras submetidas a temperaturas de 400 °C
constatou-se a degradacao de 90,62% do material, ou seja, das 16 amplificacdes
esperada apenas encontrou-se um marcador, dado insuficiente para uma

identificagdo humana. Em 100% das amostras submetidas a temperatura acima
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de 500°C por um periodo acima de 10 minutos seria suficiente para a degradacao
completa do DNA Nuclear, demonstrando a temperatura maxima que um 0sso do

corpo humano pode sofrer;

b) O método investigativo através do DNA possui varias vantagens
sobre outros meios de identificacdo humana, dentre as quais destaca-se a
possibilidade de sua aplicacao sobre toda e qualquer fonte de material biol6gico
(tecido muscular, ossos, cabelos, manchas de sangue, material vaginal, entre
outros), apresentar uma alta estabilidade quimica, mesmo apds um longo periodo
de tempo, sua genotipagem de DNA é realizada a partir de quantidades muito
pequenas de amostras bioldgicas, sendo possivel a identificagdo humana em
pessoas mortas a centenas de anos, utilizando o DNA obtido de ossos. Mesmo
expostos a maiores agressdes ambientais, como por exemplo, a temperatura,

ainda a possivel o exame de DNA;

c) O Cirurgidao-Dentista tem o direito estabelecido em Lei 5.081/66,
Resolugao 63/2005, CFO — 42/2003, ANVISA RDC n® 306, de 07 de dezembro de
2004 e pelo Processo Penal de fazer pericias. Porém, para executa-la necessita
capacitacao técnica e discernimento ético e moral, pois se assim nao proceder
respondera por falsa pericia, devendo reparar os lesados e a sociedade como um
todo.
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De acordo com a norma da UNICAMP/FOP baseadas na norma do International
Committee of Medical Journal Editors — Grupo de Vancouver. Abreviatura dos periodicos em
conformidade com o Medline.

APENDICE - 01

PROTOCOLO INTERNACIONAL PADRONIZADO PARA EXTRACAO DE DNA
EM MATERIAL OSSEO HUMANO

Para compor o grupo-controle (grupo de seguranca) foi utilizado o osso
dos 50 (cinglienta) cadaveres em estudo, este fragmento de osso foi processado
in natura. O protocolo para extragdo de DNA foi baseado no método descrito por
Walsh (1991), esta técnica € empregada rotineiramente nos laboratorios para
extracdo de DNA (Nuclear) utilizando a resina Chelex 100® (BioRad);

I-Preparo da Amostra

1.Cortamos um segmento de 0sso, onde a espessura do 0SSO seja
maior;

2.Limpamos todas as superficies externas do osso com auxilio de um
lixa;

3.0 fragmento obtido é guardado em um recipiente estéril e congelado
até o momento da moagem (trituracdo do 0sso).

Il - Obtencéo do Pulverizado de Osso
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1. Moemos em Moinho Criogénico, do modelo KS 775, previamente

limpo, para isto, utilizamos o hipoclorito e expomos na luz UV com permanéncia

minima de 1 hora;

2. Pesamos 0,3 gramas de osso pulverizado com uma balanca

Bioprecisa, da marca Eletronik Balance, modelo FA2104N,

3. Colocamos o0 0sso pulverizado em um microtubo de 1,5 ml.

1.
2.

[l — Extracéo

Preparamos um tubo controle negativo;

Adicionamos 600ul de TEO? + 10ul de Proteinase K ao pulverizado

de osso e também ao tubo controle negativo;

3.

Agitamos suavemente e deixamos incubando por overnight (no

minimo 12 horas);

4.

no vortex;

© N o O

9.

Apés retirar as amostras do banho, agitamos as amostras um pouco

Damos pulso de centrifugacgao;

Adicionamos em cada tubo 600ul de clorofane;
Vortexamos até a formacao de uma emulsao leitosa;
Centrifugamos por 5 minutos a 14.000 rpm;
Retiramos sobrenadante;

10. Colocamos em um novo tubo;

11. Ap6s centrifugagcdo observamos as 03 fases distintas, onde o DNA

encontra-se na fase superior;

12. Retiramos essa parte cuidadosamente para o novo tubo respectivo,

tendo o cuidado de nao pipetar a fase protéica, pois esta causa inibicao da reacao

de PCR. O precipitado é rejeitado;

> TEO = Tampio de Extracio de Osso
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13. Colocamos (sobre o liquido e lentamente) 600ul de ETOH a 100% a
frio (o qual foi previamente colocado num copo esterilizado e no gelo) em cada
amostra e no controle negativo;

14. Invertemos suavemente e uma sé vez cada tubo;

15. Colocamos as amostras por 30 minutos a —20°C para precipitacao
de DNA;

16. Centrifugamos inicialmente por 15 minutos a 14000 rpm para poder
observar se ha formacao de pellet;

17. Decantamos cuidadosamente o etanol;

18.Secamos o pellet a temperatura ambiente até evaporar todo o
etanol (minimo 12 horas, colocar os tubos deitados com a tampa aberta, dentro de
um armario fechado e voltados para o lado posterior);

19. Ressuspendemos as amostras com 10, 25 ou 50 ul de H>O
deionizada e autoclavada, conforme o tamanho do pellet ou 0 que espera obter de
DNA a depender da amostra (ou maior volume a depender do tamanho dos pellets
para amostras seguras. Para 0sso, dentina, haste de pélos etc ressuspender com
25ul);

20. Agitamos e damos um pulso de centrifugacao;

21. Colocamos no banho a 56°C por 30 minutos;

22. Transferimos lotes de no minimo 5 amostras até o maximo volume

de 450 pl que corresponde a capacidade do microcon.

AMPLIFICACAO DE STRs AUTOSSOMICO

Kit comercial utilizado: Identifiler

1. Organizamos a camara de fluxo laminar colocando papel, pipetas,
ponteiras, becker com saco plastico, tubos de 1,5 ml ou de 0,5 ul, tubos 0,2 pl
marcados com identificagcdo da amostra e agua estéril.

2. Ligamos a UV e deixamos por 10 minutos.
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3. Retiramos as amostras do freezer e esperamos descongelar.

4. Agitamos e centrifugamos as amostras.

5. Cinco minutos antes de terminar a esterilizagdo, retiramos a Taq
Gold e as reagdes de PCR da geladeira (Reaction Mix e Primer Set).

6. Agitamos os tubos.

7. Desligamos a UV.

8. Distribuimos 6,6 ul de agua estéril em cada tubo.

9. Pegamos as reacdes de PCR e a Taq Gold.

10.Preparamos MASTER MIX:

n x 2,5 ul de REACTION MIX
n x 0,4 ul de TAQ GOLD
n x 2,5 ul de PRIMER SET

11. Agitamos no vortex e centrifugamos.
12. Distribuimos 5,4 ul da MASTER MIX
13. Adicionamos 1 pl da extracdo de DNA ( Chelex).

Volume final =13 ul

O uso de reagdes MULTIPLEX empregando corantes fluorescentes
associado a deteccao automatizada para determinacdo de alelos STR pela
técnica da PCR fornece ndo sé informacado qualitativa dos alelos presentes na
amostra (tipagem), mas também informacao quantitativa referente as intensidades

relativas das bandas. Como conseqiiéncia, isto possibilita aferir a quantidade de
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DNA amplificado. Com frequiéncia, € possivel separar as contribuicées principais e
secundarias em misturas simples e determinar a presenca de "STUTTER
BANDS", bandas extras geradas pelo deslizamento da enzima TAQ
POLIMERASE e que apresentam uma unidade de repeticdo a menos que a
verdadeira. Vale ressaltar que tal artefato de técnica € comum nas reacdes
MULTIPLEX utilizadas neste caso

ANEXO - 01
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ANEXO 03

GOVERNO DO ESTADO DO ESPIRITO SANTO
SECRETARIA DE ESTADO DA SEGURANCA PUBLICA
POLICIA CIVIL ]

SUPERINTENDENCIA DE POLICIA TECNICO-CIENTIFICA
DEPARTAMENTO MEDICO LEGAL

SECAO DE NECROPSIAS

DECLARACAO

Atendendo solicitagdo da aluna do Curso de Mestrado da FOP-UNICAMP
Patricia Bitencourt da Rocha, Declaro para os devidos fins, que sera possivel a
coleta de materiais biolbégicos em cadaveres ndo identificados que derem
entrada- o Departamento Médico Legal, conforme consta em vosso
documento, ressaltando-se que nao podera haver prejuizos ao funcionamento
do Orgéo e, ficando também condicionado a apresentagdo da Autorizagéo do
Comité de Etica da EMESCAM. o

Vitéria, 03 de marco de 2008.
e
Dr. Romildo Rabbi

Médico Legista
Chefe da Segéo de Necropsias do DML
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1- AHISTORIA DO DNA

Em 1859, Gregor Mendel, tinha terminado uma série de experiéncias
com ervilhas. Suas observacoes estavam relacionadas com o descobrimento da
“nuclein”. Mendel podia mostrar que determinados tracos nas ervilhas, tais como
sua forma ou cor, foram herdados em blocos diferentes. Estes blocos sao o que

hoje nés chamamos de genes.

Embora a hipotese de que os genes sdo feitos de proteinas fosse
amplamente aceita na primeira metade do século, aqueles que a apoiavam
estavam cientes de que nao tinham uma evidéncia experimental sélida para sua
opinido. Em 1865, Gregor Mendel, consegue publicar o seu trabalho sobre
experimentos com ervilhas em que propde as leis da hereditariedade e supde que

as caracteristicas hereditarias sdo transmitidas em unidades

Em 1868, quase um século antes que o prémio Nobel foi concedido a
Watson, Crick e Wilkins, um jovem médico suico chamado Friedrich Miescher,
isolou algo que ninguém tinha visto antes no nucleo das células. Ele chamou o
composto de “nuclein”, hoje chamado de &cido nucléico.

A necessidade de uma identificacdo experimental do material genético
cresceu bastante durante o final da década de 1930, quando gradualmente
tornou-se aparente que o DNA, em vez de ser uma simples molécula inadequada
como material genético, era na verdade um longo polimero e, como as proteinas,

poderiam existir em um numero quase infinito de formas variaveis.

Se tanto a proteina quanto o DNA satisfaziam a necessidade
fundamental ao material genético, e ambos estdo presentes nos cromossomos,
entdo de que eram feitos os genes? Dois experimentos cruciais finalmente
levaram a elucidacao de que o material genético era o DNA e ndo a proteina. O

primeiro destes experimentos foi a identificacdo da natureza quimica do principio
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transformante, uma substancia que pode alterar a bactéria Streptococcus
pneumoniae, de uma forma para a outra, descoberto por Frederick Giriffith.

Porém, o préprio Griffith ndo tentou identificar o que seria o principio
transformante, este trabalho foi feito por Oswald Avery e seus colaboradores, no

Rockefeller Institute de Nova lorque.

Em 1882, o alemao Walter Flemming descobre corpos com formato de

bastao dentro do nucleo das células, que denomina "cromossomas”.

Na época de 1900, um grupo de pesquisadores, formado por um
holandés Hugo de Vries, um alemao Carl Correns e o austriaco Erich Tschermak
von Seysenegg chegam de forma independente aos resultados de Mendel sobre

as leis da hereditariedade.

Dois anos depois, em 1902, um norte-americano chamado Walter
Sutton e um alemdo Theodor Boveri dado inicio a teoria cromossomica da

hereditariedade.

Nao muito longe disso, em 1909, o dinamarqués Wilhelm Johannsen
introduz o termo "gene" para descrever a unidade mendeliana da hereditariedade.
Utiliza os termos "genoétipo" e "fendtipo" para diferenciar as caracteristicas

genéticas de um individuo de sua aparéncia externa.

Em 1915, o norte-americano Thomas Hunt Morgan e outros publicam o
livro "O Mecanismo da Hereditariedade Mendeliana", no qual relatam
experimentos com droséfilas e mostram que os genes estao linearmente dispostos

NOS CromosSsomaos.

Em meados de 1940, os membros da comunidade cientifica estavam
cientes que o DNA era a mais provavel “molécula da vida”. Eles sabiam também
que no DNA participavam quantidades diferentes das quatro bases, adenina,
timina, guanina e citosina (geralmente abreviado A, T, G e C), descoberto por
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Erwin Chargaff, mas ninguém tinha idéia de como poderia ser a estrutura da

molécula.

A fim de decifrar a estrutura do DNA, duas partes distintas de
informacao necessitavam ser unidas. Para resolver a questao, Watson e Crick
usaram a modelagem baseados em todo o tipo de informacéao disponivel a época.
Certamente, o0 modelo tinha que obedecer as leis da quimica, o que significava
que, se um polinucleotideo fosse espiralado ou pregueado, os diversos atomos
nao poderiam ser colocados muito préximos uns aos outros, e quaisquer novas
ligagbes quimicas que fossem postuladas precisariam existir entre atomos com

distancias apropriadas entre si.

Watson e Crick usaram modelos da vara-esfera para testar suas idéias
na possivel estrutura do DNA. Outros cientistas usaram métodos experimentais.
Entre eles estavam Rosalind Franklin e Maurice Wilkins, que usavam a difracédo de
raio X para compreender a estrutura fisica da molécula do DNA .

Ao irradiar com o raio-X qualquer tipo de cristal, os raios invisiveis
saltam fora da amostra. Os raios criam entdo modelos complexos na pelicula
fotografica. Olhando os modelos, é possivel decifrar indicios importantes sobre as
estruturas que compdem o cristal, algumas moléculas biolégicas, tais como o

DNA, formam cristais se tratados adequadamente.

Figura 1 - Foto da difragdo do raio-X da molécula de DNA. Franklin descobriu que, variando a umidade da
preparagao, era possivel obter uma figura de difragéo que indicava a existéncia de uma estrutura helicoidal alongada (B), ao contrério

dos resultados obtidos com a forma desidratada, mais curta e compacta (A).
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Em 1944 o cientista americano Oswald Avery finalmente provou que o
principio transformante era o DNA, ele publicou o seu trabalho no auge da
Segunda Guerra Mundial e apenas 4 dias antes do Dia D. Ao ler o trabalho hoje
em dia, ndo temos duvida sobre a confiabilidade dos resultados ou a validade das
conclusdes. O trabalho, entretanto, ndo convenceu a comunidade cientifica de que
os genes eram feitos de DNA. Muitos bidlogos, especialmente na Europa,
somente viram o trabalho varios anos apés sua publicacao, e outros que estavam
cientes do trabalho ainda continuaram céticos. Talvez, como ocorreu com Mendel,
os cientistas daquele tempo nao estivessem preparados para esta idéia totalmente
nova. Era necessdaria uma segunda identificacdo experimental independente do

material genético.

A sentenca “Esta estrutura tem novas caracteristicas que sao de
consideravel interesse biolégico” pode ser uma das declaracées mais famosas da
ciéncia. Apareceu em abril de 1953, no artigo cientifico onde James Watson e
Francis Crick apresentaram a estrutura de dupla hélice do DNA, a molécula que
carrega a informacéao genética de uma geracao a outra.

Foi a famosa “fotografia 51” de Franklin que revelou finalmente a
estrutura helicoidal do DNA para Watson e Crick em 1953. Este retrato do DNA
que tinha sido cristalizado sob circunstancias umidas mostra um X no meio da

molécula. O modelo indicava uma estrutura helicoidal.

O cientista Linus Pauling estava ansioso para resolver o mistério da
forma do DNA. Em 1954 ele ganhou o prémio Nobel de Quimica por seu trabalho
em ligagbes quimicas e a estrutura das moléculas e dos cristais. No inicio de 1953
tinha publicado um artigo onde prop6s uma estrutura triplo-helicoidal para o DNA.
Watson e Crick tinham trabalhado também previamente em um modelo triplo-
helicoidal, em 1951. Mas sua teoria estava errada. Seu erro foi baseado em
recordagdes de uma conversa com Rosalind Franklin, onde ela relatou que tinha
estabelecido o indice de agua do DNA usando métodos cristalograficos do raio X.
Mas Watson ndo fez anotagées. Recordou os nimeros incorretamente.
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Nove anos mais tarde, em 1962, eles ganharam o prémio Nobel de
medicina com Maurice Wilkins, por resolver um dos mais importantes de todos os
enigmas bioldgicos. Meio século mais tarde, novas implicagdes importantes desta
contribuicdo a ciéncia estdo ainda esclarecendo-se. O trabalho de muitos
cientistas preparou o caminho para a exploragdo do DNA.

O mistério de emparelhamento de bases tinha sido resolvido em parte
pelo bioquimico Erwin Chargaff alguns anos antes. Em 1949 mostrou que
organismos com quantidades diferentes de DNA, apresentavam uma relacéo de
proporcionalidade entre a adenina e a timina. O mesmo acontecia para o par de
citosina e guanina. Por exemplo, o DNA humano contém aproximadamente 30%
de adenina e 30% de timina; 20% de guanina e 20% de citosina (Figura 2).

Aclcar

Figura 2- Emparelhamento de bases.

No dia 25 de abril de 1953, a revista Nature publica um artigo cientifico
escrito por Watson e Crick. Descrito: “Nao escapou de nossa observacao que o
pareamento especifico que temos postulado sugere um possivel mecanismo de
cépia para o material genético”. Esta era certamente uma descoberta no estudo
de como o material genético passa da geracao a geracdo. Uma vez que o modelo
foi estabelecido, sua mera estrutura sugeriu que o DNA era certamente o portador
do codigo genético e assim a molécula chave da hereditariedade, do
desenvolvimento da biologia e da evolugcdo. O pareamento especifico de bases
permite a cépia perfeita da molécula, sendo essencial para a hereditariedade.
Durante a divisao da célula, a molécula do DNA pode dividir-se em duas partes.
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Uma molécula nova é formada de cada metade, devido ao pareamento que
produz duas copias idénticas.

Este conhecimento de como o material genético € armazenado e
copiado causou uma maneira nova de olhar e de manipular 0os processos
biolégicos, chamado “biologia molecular’. Com a ajuda das enzimas de restricdo
(moléculas que cortam o DNA em tamanhos particulares) partes de DNA podem

ser cortadas ou introduzidas em lugares diferentes.

Na ciéncia basica, novas técnicas foram desenvolvidas para
compreender melhor o papel de todos os diferentes genes dos seres humanos e
animais. Os cientistas puderam também introduzir fragmentos novos do DNA nas
células onde faltam partes particulares de genes ou de genes inteiros. Com este
DNA novo, a célula torna-se capaz de produzir produtos do gene que nao poderia
fazer antes. A esperanca € que, no futuro, as doencas que surgem devido a falta
de uma proteina particular poderiam ser tratadas por este tipo de terapia génica.

Muitas pessoas tém discutido se Rosalind Franklin ndo mereceria ter
sido agraciada com o prémio Nobel, visto que seus dados experimentais
forneceram uma parte muito importante da evidéncia para definir a estrutura do
DNA.

Rosalind Franklin morreu em 1958. Como regra geral, somente as
pessoas vivas sao indicadas para o prémio Nobel. Mas ela poderia ter sido
nomeada enquanto ainda estava viva. Os arquivos do Nobel, que contém entre
outras coisas 0os nomeados ao prémio, sdo seguramente guardados. Somente
depois que um prémio particular tenha sido concedido, os arquivos a respeito dos

nomeados sao liberados.

Neste mesmo ano, em 1958, os norte-americanos Matthew Meselson e
Franklin Stahl confirmam a hip6tese feita por Watson e Crick de que o DNA

replica-se de maneira semiconservativa.
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Somente em 1972, o norte-americano Paul Berg obteve moléculas de
DNA recombinante, unindo DNA de diferentes espécies e inserindo esse DNA
hibrido em uma célula hospedeira.

Trés anos mais tarde, em 1975, um grupos de pesquisa desenvolveram
métodos de seqlenciamento de DNA.

Em 1976, foi criada a primeira companhia de engenharia genética, a
Genentech.

Depois de inUmeros experimentos, em 1980, a Suprema Corte dos EUA
decide que formas de vida alteradas podem ser patenteadas.

No ano de 1982, o primeiro animal (camundongo) transgénico € obtido
nos EUA.

Trés anos, em 1983, depois que a suprema Corte dos EUA decide que
formas de vida alteradas podem ser patenteadas, a Companhias nos EUA
conseguem obter patentes para plantas geneticamente modificadas. E mapeado
nos EUA o primeiro gene relacionado a uma doenga, um marcador da doenca de

Huntington encontrado no cromossoma 4.

Em 1985, um Inglés chamado Alec Jeffreys consegue descrever a
técnica de identificacdo que ficou conhecida como "impresséao digital" por DNA.

Os NIH dos EUA aprovam directrizes gerais para a realizacdo de

experimentos com terapia genética em seres humanos.

Nem um ano depois, no inicio de 1986, sdo testadas em campo pela
primeira vez, nos EUA e na Franca as plantas de tabaco geneticamente
modificadas para se tornarem resistentes a herbicida.

No ano de 1988, nos EUA, Philip Leder e Timothy Stewart obtém

primeira patente para um animal geneticamente modificado, um camundongo.
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Em 1989, foi criado nos EUA pelo Instituto Nacional para Pesquisa do
Genoma Humano (NHGRI), chefiado por James Watson, a determinacdo da

sequéncia do DNA que compde os cromossomas humanos.

No inicio do ano de 1994, foi liberada o primeiro alimento, o tamate,

geneticamente modificado cuja venda € aprovada pela FDA.

Em 1995 , é obtida a primeira sequéncia completa de DNA de um

organismo de vida livre, a bactéria Hemophilus influenzae.

Um marco para a histéria genética, foi em 1997, com o nascimento da
ovelha Dolly, o primeiro mamifero clonado a partir de uma célula de um animal

adulto pelo Instituto Roslin (Escocia). Mapa genético completo do camundongo.

Em 2000, pesquisadores do consércio publico Projeto Genoma
Humano e da empresa privada norte-americana Celera anunciam o rascunho do
genoma humano. No Brasil, pesquisadores paulistas anunciam o sequienciamento
do genoma da bactéria Xylella fastidiosa, a causadora da doenga do amarelinho

em citricos. O artigo foi destacado na capa da revista "Nature".

No dia 12 de Fevereiro de 2001, é anunciada a publicacdo da analise

da sequéncia do genoma humano.

Em 2003, foi realizado a conclusao parcial da analise da sequéncia do

genoma humano (PGH).

2- A MOLECULA DE DNA

A estrutura da molécula de DNA foi descrita conjuntamente pelo
americano James Watson e pelo britanico Francis Crick em 7 de marco de 1953, e
esta pesquisa lhes valeu o Prémio Nobel de Fisiologia, em 1962, juntamente com

Maurice Wilkins.
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Koolman (1996) define o DNA sendo um polimero de nucleotideos
unidos entre si por ligacées por pontes de hidrogénio, nas células estao dispostos
em dupla fita sendo que cada fita esta orientada em sentido contrario a outra, por
este motivo é dito anti-paralelo, os nucleotideos sdo compostos por acgucar
(pentose), radicais fosfatos e bases nitrogenadas. As bases nitrogenadas sao:
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Figura 03: Complementariedade das bases

Griffiths et al (2001) descreveram que os nucleotideos de uma fita da
molécula de DNA pode interagir com os nucleotides da fita complementar através
de pontes de hidrogénio entre suas bases nitrogenadas, sendo que a Adenina se
liga por meio de duas pontes de hidrogénio a Timina, e a Citosina se liga através

de trés pontes com a Guanina.
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A replicacdo do DNA é semi-conservativa porque na formagdo de uma
nova cadeia nucleotidica tem-se como referéncia uma cadeia nucleotidica molde

(ou mae) do DNA que esta sendo replicado.

Watson (2007) definiu o acido desoxirribonucleico (DNA) como sendo
uma molécula organica que contém a ‘“informagdo" que coordena o
desenvolvimento e funcionamento de todos os organismos vivos. O DNA é
responsavel pela transmissdo das caracteristicas hereditarias de cada espécie de

Ser vivo.

3- PCR

Kleinfeld (2001) O processo de PCR foi descrito por Kary Mullis no final
da década de 1980, tendo-lhe sido posteriormente, em 1993, atribuido o Prémio
Nobel da Quimica pelo seu trabalho. Em 1989, a Hoffman La Roche & Perkin-
Elmer Corporation patenteou este processo. O método PCR é usado
habitualmente nos laboratérios de investigacdo médica e biolégica para uma
variedade de tarefas, como a deteccdo de doencas hereditarias, que é a
identificacdo de "impressbes digitais" genéticas, a construcdo de arvores
filogenéticas (arvores de relagdo entre espécies), a clonagem de genes, testes de

paternidade, exames para deteccao de agentes patogénicos e etc.

4- EXTRACAO COM CHELEX 100® (BIORAD)

A resina Chelex 100® como método de extracdao de DNA quela ions
que sao catalisadores na quebra do DNA, ligando a outras substancias; como por

exemplo, produtos derivados do sangue.

Esta resina contém estruturas esféricas que precisa ser colocada na

solucao das amostras a serem analisadas.

85



Trata-se de uma resina que promove a lise das hemacias, no entanto, a
sua utilizacdo € conta indicada para extrair material de polpa dentaria, pois
necessita do rompimento das membranas dos leucdcitos, 0 que é promovida pela
Proteinase K.

PROCESSO DE IDENTIFICAGAO HUMANA EM CORPOS CARBONIZADOS
ASSOCIADOS COM A DINAMICA DO FOGO

Purves em 1975, no Canada, na cidade de Ontéario, ja realizava
incéndios experimentais, com o objetivo de analisar a acao do calor e como este

fenbmeno age sobre o corpo humano.

Embora, na época, ainda a ciéncia Forense estava fadada a ser
confundida com “papa-defuntos” e houvesse pouca aplicacao cientifica, juridica e
social na area de Identificagcdo Humana em corpos carbonizados, Purves estudava
fenbmenos ocorridos num incéndio para determinar o comportamento de

elementos construtivos ao fogo.

Em sua experiéncia produziu um incéndio em uma residéncia de dois
pavimentos. Verificou-se o tempo de 42 minutos para chegar-se a maxima
temperatura; 1.274°C no andar térreo, sendo que no mesmo momento a
temperatura do segundo andar ndo superou os 232°C. Quando o teto desabou, a
temperatura do 2° andar elevou-se a 1.004°C, porém caiu a 870°C trés minutos

depois.

Em outra pesquisa, Purves (1975) procurando reproduzir situagdes que
cercam um incéndio, 1 litro de gasolina foi derramado em um dos cabos do farol
de um carro, desenvolveu-se rapida e intensa chama, observando-se uma

temperatura de 822°C em seu interior.
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Descreveu ainda que estas diversas circunstancias, o modo de
incidéncia e as variacdes de temperaturas apresentam efeitos correspondentes no

corpo humano.

Assim é que alteracdes corpéreas ocorridas em desastres podem estar
relacionadas com a exposicdo, ainda que por instantes, a altas temperaturas,

como nos desastres naturais, como por exemplo, raios e erup¢des vulcanicas.

Melani (1999) descreve que os incéndios sao fenbmenos que
dependem de um grande numero de parametros, o que os torna essencialmente

aleatorios.

Este autor ainda cita que devido a grande diversidade de fatores que
podem influenciar na curva de incéndios reais, convencionou-se a adocao de
curvas de incéndio padronizadas para servir como modelo para analises
experimentais, utilizadas em estudos onde nao haja parametros precisos relativos

as temperaturas envolvidas.

O novo termo a dinamica do fogo - do inglés fire dynamics - tem sido
escolhido para descrever os assuntos relacionados com o comportamento do fogo

em incéndios interiores.

No entanto, € comum encontrarmos também expressées como: quimica

do fogo, ciéncia do fogo, entre outros.
Segundo Drysdale, citado por Melani (1999),

“Como um processo, 0 fogo pode assumir muitas formas,
que envolvem reagcbes quimicas entre substancias
combustiveis e o oxigénio do ar. O fogo, quando aproveitado
corretamente, fornece grandes beneficios que podem suprir
nossas necessidades industriais e domésticas, mas, quando
descontrolado, pode causar danos materiais e sofrimento

humano”.
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A partir da década passada, diversos estudos e pesquisas cientificas
internacionais, criaram uma compreensao mais ampla dos véarios fenémenos
associados com a dindmica do fogo, especialmente, na parte relacionada com o

comportamento dos incéndios em ambientes interiores.

Estes estudos permitiram aos cientistas uma maior consciéncia de
como o fogo produz gases inflamaveis dentro das estruturas envolvidas e a

dindmica dos incéndios.

De forma geral, podemos dizer que o pesquisador do século XXl, a
partir de agora, conquistou um melhor dimensionamento no processo de
identificagdo humana em corpos carbonizados, permitindo muitas vezes dentro de
um grau de confiabilidade cientifica conhecido, afirmar a identificagdo de vitimas
submetidas a acao do fogo.
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