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RESUMO

O tempo que decorre entre 0 momento da morte do individuo e a descoberta
do seu cadaver corresponde ao Intervalo Post Mortem (PMI). A determinagdo deste
intervalo é de extrema relevancia para as Ciéncias Forenses, principalmente nas
areas da Antropologia e Patologia Forenses. Através da observacao e interpretacdo
dos varios fenémenos cadavéricos post mortem, é possivel estimar o PMI de forma
aproximada. No entanto, ndao existe nenhum método que consiga definir com rigor o
momento exato da morte de uma pessoa, 0 que torna o estudo do PMI um desafio
cientifico a ser resolvido.

No decorrer deste estudo foi percetivel a necessidade de haver cada vez
mais alternativas para estimar o PMI, principalmente de metodologias que possam
abranger o célculo de intervalos post mortem mais longos, utilizando materiais
biolégicos menos suscetiveis a rapida deterioracao do seu material genético, como é
0 caso dos pelos/cabelos. A capacidade de degradacdo lenta deste material
biolégico é considerada uma vantagem quando comparada a rapidez da putrefagcao
de 6rgaos e outros tecidos moles, principalmente tratando-se de amostras de
cadaveres com intervalos post mortem mais prolongados e que estiveram expostos
a fatores ambientais por mais tempo. Deste modo, o estudo da quantidade e do
nivel de degradacéo do DNA dos cabelos bem como a avaliagéo da possibilidade de
obtencdo de perfis genéticos completos, através da analise de marcadores
genéticos como os STR, é importante e pode contribuir para a estimativa do PMI.

Uma vez que a quantidade e a degradacdo do DNA da raiz capilar estdo
diretamente relacionadas com os fatores ambientais do local em que os cabelos
permaneceram expostos e com a duracdo desta exposicdo, € importante realizar
estudos em que estes fatores possam ser simulados de forma controlada. Desta
forma, procedeu-se ao estudo de cabelos expostos a &gua do mar. Para a
realizacdo do estudo, recolheu-se um fragmento de couro cabeludo que foi dividido
em 2 fragmentos, um submetido a imersao parcial e outro submetido a imerséao total
em 4gua do mar durante 17 dias. Diariamente foram recolhidos cabelos destes dois
fragmentos. Ao longo do procedimento experimental, foram realizadas analises
laboratoriais e estatisticas para averiguar a existéncia ou auséncia de uma
correlacdo significativa entre a quantidade e o indice de degradacdo do DNA dos
cabelos provenientes do cadaver e o tempo decorrido apos a morte.

O objetivo principal deste trabalho foi investigar, com base na analise da
guantidade e do indice de degradacéo do DNA dos cabelos submersos em agua do
mar, a possibilidade da utilizacdo desta metodologia como alternativa capaz de
estimar o intervalo post mortem, bem como permitir a identificagdo genética do
cadaver.

No final deste projeto foi possivel perceber que a analise do DNA dos
cabelos de cadaveres submersos em agua do mar demonstra ter potencial para ser
utilizada como uma ferramenta alternativa na estimativa do intervalo post mortem e
na identificacdo de individuos, no caso de periodos de tempo apds a morte mais
longos relativamente aos métodos que utilizam érgaos e outros tecidos moles para
analise. Deste modo, este método de andlise parece promissor para pesquisas
futuras na area das Ciéncias Forenses, sendo recomendada uma quantidade maior
de amostragem a fim de melhorar a precisdo do método.

Palavras-chave: Estimativa do Tempo de Morte; Identificacdo do cadaver; Agua do
mar; Ciéncias Forenses.
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ABSTRACT

The time that elapses between the moment of the individual's death and the
discovery of his corpse corresponds to the Post Mortem Interval (PMI). Determining
this range is extremely relevant to Forensic Sciences, especially in the areas of
Forensic Anthropology and Pathology. Through observation and interpretation of the
various post mortem cadaveric phenomena, it is possible to estimate the PMI in an
approximate way. However, there is no method that can accurately define the exact
moment of a person's death, which makes the study of PMI a scientific challenge to
be solved.

During this study, the need for more alternatives to estimate the PMI was
evident, especially of methodologies that could be applied to the calculation of longer
post mortem intervals, using biological materials that are less susceptible to fast
deterioration, i.e. hairs. The slow degradation capacity of this biological material is
considered an advantage when compared to fast decomposition of organs and other
soft tissues, especially in cases of cadaveric samples with longer post-mortem
intervals that were exposed to environmental factors for a longer period of time.
Therefore, the study of the amount and degradation level of hair DNA, as well as the
possibility of obtaining a complete genetic profiles through genetic markers analysis,
such as STR, are important and can contribute to the estimation of PMI.

Since the amount and degradation of hair root DNA are directly related to the
environmental factors of the place where the hairs were exposed and with the time of
this exposure, it is important to perform studies in which these factors can be
simulated in a controlled manner. Therefore, the study was proceeded in hairs that
were exposed to seawater. To perform the study, a scalp fragment was collected and
divided into 2 fragments, one submitted to partial immersion and the other submitted
to total immersion in seawater during 17 days. Hairs from these two fragments were
collected daily. During the experimental procedure, laboratory and statistical
analyzes were performed to investigate the existence or absence of a significant
correlation between the amount and degradation level of the cadaver hairs' DNA and
the time elapsed after death.

The main objective of this work, based on the analysis of the amount and
degradation level of hair DNA submerged in seawater, was to investigate the
possibility of using this methodology as an alternative method capable of estimating
the post mortem interval, as well as allowing the cadaver genetic identification.

In the end of this project, it was possible to comprehend the potential of DNA
analysis of cadavers’ hair submerged in seawater to be used as an alternative tool in
the post mortem interval estimation and in the identification of individuals, in case of
longer periods of time when compared to methods that use organs and other soft
tissues for analysis. Therefore, this method of analysis seems promising for future
research in the area of Forensic Science. However, it is recommended a larger
amount of sampling in order to improve the accuracy of the method.

Keywords: Estimation of time since death; Identification of the corpse; Seawater;
Forensic Sciences.
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I. INTRODUCAO

1.1ESTIMATIVA DO INTERVALO POST MORTEM

A definicdo de morte equivale a interrupcdo total e permanente das funcdes
vitais de um ser vivo. O tempo que decorre entre 0 momento da morte do individuo e
a descoberta do seu cadaver corresponde ao Intervalo Post Mortem (PMI). A sua
determinacdo é importante no ambito da identificacdo das causas e circunstancias
de morte, que é realizada pela Antropologia e Patologia Forenses. O estudo do PMI
€ particularmente importante na investigacdo criminal em casos de morte violenta
como suicidio, homicidio ou acidente e em situac6es de causa indeterminada com

suspeita de interferéncia externa [1-4].

A morte é um processo continuo que evolui de forma variavel em funcao do
tempo decorrido e das condicbes ambientais onde o corpo estd depositado.
Teoricamente, através da observacdo e interpretacdo dos varios fendémenos
cadaveéricos post mortem, € possivel estimar de forma aproximada (em horas, dias,
meses ou anos) ha quanto tempo a morte de um individuo ocorreu [2]. A analise
destas alteracGes para a estimativa do PMI pode ser feita através de métodos

classicos ou recorrendo a métodos mais atuais.

No entanto, ndo existe nenhum método que consiga determinar com rigor o
momento exato da morte de um individuo. Assim, o estudo do PMI é atualmente um
desafio cientifico de elevado interesse para as ciéncias forenses, sendo relevante a
procura de novos meéetodos que ajudem a estabelecé-lo. Deste modo, gracas ao
desenvolvimento e & utilizacdo de métodos e de tecnologias mais recentes na area
forense, que auxiliam o estudo do PMI, a estimativa do tempo de morte deve ser

considerada, cada vez mais, tema de investigacgao.

1.1.1 METODOS CLASSICOS

As alteragbes que ocorrem ap0s a morte, mais comumente conhecidas por
“fendmenos post mortem”, podem ser analisadas através de métodos classicos

descritos na literatura. Estas mudancas podem demonstrar sinais de morte precoce



ou tardia, além de evidenciar transformacdes destrutivas ou conservadoras dos
tecidos do corpo [2]. O estudo minucioso destas alteragbes envolve a aplicacdo de
conhecimentos e metodologias de diversas areas da ciéncia, principalmente as

ligadas as disciplinas forenses.

Ao recorrer a métodos classicos, a estimativa do PMI é feita a partir da analise
macroscopica e/ou mecéanica dos processos de decomposi¢cdo do cadaver, tais
como o aparecimento dos livores cadavéricos, do arrefecimento corporal, da rigidez
cadavérica e da flacidez cadavérica. Podem ainda ser feitos estudos da variagéo
das concentragfes de eletrélitos no humor vitreo e nos liquidos sinovial e
cefalorraquidiano, além da andlise de alteracbes na atividade enzimatica e na
quantidade dos seus substratos em diversas matrizes corporais. Estudos
entomoldgicos (colonizacao do cadaver por insetos), microbiol6gicos (caracterizacao
de microrganismos em fun¢éo do tempo post mortem) ou ainda estudos de boténica

forense também séo utilizados para contribuir com a estimativa deste intervalo [2,5].

Embora sejam capazes de ajudar na estimativa do tempo de morte, o0s
fendmenos descritos acima sdo suscetiveis de avaliagdo subjetiva, o que contribui
para a obtencdo de eventuais diferencas nos resultados das avaliacbes destas
alteracBes cadavéricas. Além disso, os fenbmenos post mortem séo instaveis, uma
vez que podem ser influenciados por mdltiplos fatores internos e externos ao
cadaver [5-6]. Estas variacdes afetam a velocidade, a intensidade e o periodo de
duracdo dos processos de decomposicdo do cadaver, tornando a identificacdo das
alteracBes post mortem imprecisas e nao uniformes e contribuindo para o aumento
de incertezas na determinacdo do PMI. Desta forma, € necessaria a realiza¢do de
mais estudos que permitam estabelecer o PMI de forma mais precisa e que conduza

a menos erros associados ao estudo.

1.1.2 METODOS ATUAIS

As pesquisas atuais para estimativa do PMI analisam as altera¢gdes post mortem
com recurso a tecnologias e metodologias recentes aplicadas a investigacao
forense. Alguns dos aspetos positivos destes métodos sdo caracterizados pela
estimativa mais rigorosa do PMI, pela existéncia de uma correlacdo estatisticamente
significativa com o tempo de morte e pela rapidez da andlise. Os estudos recentes

recorrem a analise de diversos materiais bioldgicos, tais como humor vitreo, sangue,



saliva, liquido sinovial e tecido cerebral [7-9]. Em oposi¢cdo aos métodos classicos,
estes estudos sdo feitos através da analise do material genético presente nas
amostras, seja atravées da andlise dos niveis de metilacdo do 4&cido
desoxirribonucleico (DNA) [10], seja pela analise da degradacdo de acidos
nucleicos [11-12].

> ANALISE DOS ACIDOS NUCLEICOS

A andlise dos &cidos nucleicos (DNA e RNA) é uma ferramenta atual de grande
utilidade para as Ciéncias Forenses. Este tipo de analise € amplamente utilizado em
investigacdes de filiacdo, identificacdo de individuos e de vestigios biolégicos,

determinagéo da causa da morte e na estimativa do PMI [13-15].

A degradacédo post mortem do acido ribonucleico (RNA) ocorre de forma réapida e
esta relacionada com o tempo decorrido ap6s a morte, o que faz com que esta
molécula seja um bom parametro de pesquisa para estimar intervalos post mortem
curtos. Por ser uma molécula de cadeia simples, 0 RNA é considerado mais instavel
e vulneravel, sendo afetado mais rapidamente por fatores fisicos e quimicos,
intrinsecos e extrinsecos ao cadaver. No entanto, a sua analise necessita de um
elevado nimero de etapas de processamento, 0 que a torna mais dispendiosa,
demorada e complexa e o risco de ocorrerem contaminacbes durante o
processamento laboratorial é grande. Estas caracteristicas tornam a utilizacdo da

analise do RNA menos favoravel para a estimativa do intervalo post mortem [5,14].

Por sua vez, a analise do 4cido desoxirribonucleico (DNA), quando utilizada para
estimar o PMI, é considerada mais robusta do que a do RNA. O DNA degrada-se
mais lentamente do que o RNA por ser uma molécula de cadeia dupla, o que lhe
confere maior resisténcia e estabilidade as diversas condigbes do meio ambiente,
tornando-o Gtil para estimativas de intervalos post mortem mais longos. Embora seja
mais resistente, o DNA ainda apresenta sensibilidade a fatores intrinsecos e
extrinsecos ao cadaver, pelo que sera (til na estimativa do PMI através da analise
da sua degradacgédo [13,15,17]. Estudos demonstraram que existe uma correlacéo
linear, gradual e significativa entre o aumento da degradacdo do DNA proveniente
de tecidos moles e o tempo decorrido apés a morte, revelando o potencial da
utilizacdo deste método na estimativa do PMI [16-17,22-25]. Verificou-se também

gue o material genético dos tecidos cerebrais possui maior potencial na estimativa
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deste intervalo do que os outros 6rgdos, visto que o seu material genético parece
estar menos vulneravel a degradacéo [16,22-23,25].

Apesar dos resultados promissores, a analise do DNA proveniente de érgaos e
de outros tecidos moles para estimativa do PMI é limitada. Por serem materiais
biolégicos mais suscetiveis a degradacéo, apenas permitem estimar intervalos post
mortem de curta duracéo (até 72 horas apds a morte). Esta limitacdo faz com que
seja impossivel a sua utilizacdo quando se pretende estudar cadaveres com um
tempo de morte mais prolongado, visto que no periodo da analise as amostras ja
estariam inutilizadas. Apesar da maior resisténcia do DNA proveniente do tecido
cerebral ao processo de putrefacdo, este érgao nao pode ser utilizado como método
para estimar o PMI em casos de afogamento, de traumatismo craniano e de
ferimentos na cabeca resultantes de disparo por arma de fogo, uma vez que a sua

degradacéo se inicia mais rapidamente nestas situagdes [16,26].

Ao analisar os estudos sobre a estimativa do PMI, é percetivel a necessidade de
haver cada vez mais alternativas para estimar este intervalo, principalmente de
metodologias que possam abranger o calculo de intervalos post mortem mais
longos, utilizando materiais bioldégicos menos suscetiveis a rapida deterioracdo do

seu material genético, como € o caso dos pelos/cabelos.

> ANALISE DOS FATORES AMBIENTAIS

Alguns fatores ambientais, tais como a temperatura, a exposicdo a luz solar, a
humidade e o pH, vao atuar na decomposi¢céo do cadaver e na degradagéo do seu
material genético. Uma vez que interferem nos processos que ocorrem apos a
morte, o seu estudo pode ser importante para a estimativa do PMI [1,15]. Apesar da
relevancia do seu estudo, atualmente ndo existe henhum método standard para
relacionar a influéncia destes fatores na degradagdo do cadaver e do seu material

genético com o intervalo post mortem.

A temperatura é capaz de interferir na decomposicdo do cadaver e do seu
material genético, uma vez que influencia os diversos processos bioldgicos,
metabdlicos e bioquimicos, sendo o seu estudo Util na estimativa do PMI [1,16,27-
28]. No entanto, fatores externos como o vento e 0s raios solares podem interferir
com a temperatura do corpo e do ambiente, principalmente em espacos abertos e

desprotegidos [28,36]. Sendo assim, na maioria das vezes, ndo é possivel obter a
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informacéo de todas as variacbes de temperatura que ocorreram no local em que o
cadaver esteve exposto [28]. Estes fatores interferem na recolha dos dados a serem
analisados e, consequentemente, na exatiddo dos resultados obtidos para a
estimativa do PMI.

A humidade é um fator muito importante porque atua na autélise celular e na
fragmentacdo do DNA. Desta forma, o estudo deste fator pode ser util para estimar o
tempo decorrido apés a morte. Estudos demonstraram que, quando comparados
com climas quentes e secos, os climas quentes e humidos sdo os que mais

interferem no processo putrefativo [27-29].

O pH do solo pode interferir na decomposicéo dos tecidos bioldgicos e contribuir
para a degradacdo do seu material genético, sendo o seu estudo também Uutil para a
estimativa do PMI [28,36]. No entanto, os valores do pH do solo podem sofrer
alteracbes quando chove, dificultando a sua medicdo. A ocorréncia de chuva
favorece o crescimento de microrganismos que podem influenciar os processos de

degradacgédo do cadaver, dificultando a estimativa do PMI [26,28].

E percetivel que o meio em que se encontra o cadaver, seja ele aquatico ou
terrestre, ira influenciar os processos de degradacdo post mortem. A agua, salgada
ou doce, possui caracteristicas de pH, temperatura, salinidade e densidade que vao
atuar de forma diferente no cadaver. A vantagem € que as caracteristicas deste
meio tém tendéncia a se manterem mais ou menos constantes, sendo mais faceis

de serem estudadas.

Considerando a influéncia das condigcbes ambientais na decomposicdo do
cadaver e do seu material genético, sdo necessarias mais pesquisas acerca deste
assunto, que possam contribuir para estimativas mais corretas do PMI. No entanto,
para a realizagdo destes estudos, seria necessario simular as diversas condigdes
ambientais de forma mais controlada para que seja possivel recolher dados mais
rigorosos que possam ser utilizados na estimativa do PMI. A analise controlada da
evolugdo dos processos de degradacdo do cadaver em agua do mar, cujas
caracteristicas de pH, salinidade, densidade e temperatura se mantém mais ou

menos constantes, pode ser um bom comeco para este tipo de estudos.



1.2ANALISE DOS CABELOS

Os pelos/cabelos sdo amostras frequentemente utilizadas em analises forenses.
Visto que um elevado numero de cabelos cai por dia de um mesmo individuo, estas
amostras sdo muitas vezes encontradas em locais de crime, bem como no corpo e
no vestuario da vitima e/ou do acusado, o que as torna Uteis para a investigacdo
criminal [18,30-31,35].

Devido a sua estrutura queratinizada, os cabelos sdo capazes de resistir a
diferentes condi¢cdes ambientais por longos periodos de tempo [19-20]. No entanto,
0s cabelos apresentam sinais de envelhecimento e degradacdo que podem estar
relacionados com o tempo decorrido apoés a morte [19]. No ambito das ciéncias
forenses, a capacidade de degradacao lenta deste material biolégico é considerada
uma vantagem quando comparada a rapidez da putrefacdo dos tecidos moles,
principalmente tratando-se de amostras de cadaveres com intervalos post mortem
mais prolongados e que estiveram expostos as diversas condi¢ces ambientais. Esta
vantagem € caracterizada por um intervalo de tempo maior em que os cabelos
permanecem viaveis possibilitando a andlise do DNA, o que torna importante o

estudo deste material biol6gico como forma de contribuir para estimar o PMI [19,21].

1.2.1 ESTRUTURA DOS CABELOS

Os pelos/cabelos sao estruturas que se originam de pequenas invaginacfes da
pele, denominadas por foliculos pilosos (Figura 1) [18]. Os cabelos podem ser
divididos em duas estruturas principais, a raiz e a haste. A raiz, por¢do proximal do
cabelo, esta localizada no foliculo piloso no interior da pele e € composta pelo bolbo
capilar e pela papila dérmica [20]. O bolbo capilar é a zona de proliferacdo do
foliculo piloso e contém a matriz germinativa, por sua vez a papila dérmica é
responsavel por nutrir o bolbo, visto que esta situada em uma zona ricamente
vascularizada [35]. A haste é a porcdo queratinizada e ndo viva que emerge da

epiderme, estendendo-se do final da raiz até a extremidade distal do cabelo [20,35].
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Figura 2 Identificacdo das estruturas do cabelo no interior da pele.

No que diz respeito & morfologia interna do cabelo, a haste € dividida em 3
camadas, designadas por cuticula, cértex e medula (Figura 2). Esta divisao
estrutural é importante nos casos em que se deseja realizar a analise microscépica
dos danos causados no cabelo e do grau da leséo ocorrida. A cuticula, camada mais
externa do cabelo, é constituida por células ndo nucleadas e posicionadas em
escamas que se encontram distribuidas ao longo de toda a haste, sendo a principal
linha de defesa dos danos extrinsecos causados pelo meio ambiente [19,21,30]. O
cértex, responsavel pela resisténcia capilar, estd localizado entre a cuticula e a
medula e possui um didmetro maior relativamente as outras camadas [19,21]. Esta
camada é composta por melanina e por células queratinizadas, que se unem a
cuticula e proporcionam resisténcia ao cabelo. Por sua vez, a medula é a porcao
mais interna do cabelo, permanecendo mais protegida dos danos extrinsecos, uma
vez que esta resguardada pela cuticula e pelo cértex. Ao final do seu
desenvolvimento, as células da medula formam espacos inter e intracelulares
contendo ar, responsaveis pelo isolamento do cabelo. Também foi observada a
presenca de lipidos nesta regido, porém a utilidade destas estruturas e da medula
ainda é desconhecida [19,51-52].
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Figura 3 Morfologia da haste do cabelo, observado com uma amplificagdo de 10

vezes ao microscopio otico.

A morfologia dos cabelos e os danos causados na sua estrutura podem ser
observados utilizando o microscopio 6tico. E possivel diferenciar as caracteristicas
de degradacdo ante mortem das caracteristicas de degradacdo post mortem dos
cabelos [19-20]. A andlise das caracteristicas post mortem, como 0 crescimento de
fungos e as alteracdes estruturais devido ao processo de deterioracdo, podem ser
utilizadas para ajudar na estimativa do PMI, pois possuem uma relacado
estatisticamente significativa com o tempo decorrido apds a morte [19-21]. E o caso
das alteracdes observadas na raiz dos cabelos, como a aparéncia de escova, a faixa
escura perpendicular e a ponta queratinizada afiada, que indicam intervalos post
mortem maiores que 90 dias. Os cabelos com aparéncia ante mortem normal e com
faixa amarelada na raiz representam intervalos post mortem inferiores a 90 dias [20-
21]. Apesar das vantagens descritas, ndo se consegue determinar o PMI com rigor
somente através da observagdo ao microscopio das alteracbes capilares post
mortem. Por este motivo, € necessaria a realizagdo de estudos moleculares nas
amostras de cabelo, utilizando as informacdes imagiolégicas para complementar o

estudo.

1.2.2 FASES DE CRESCIMENTO DOS CABELOS

O processo de formagéo dos cabelos é caracterizado por trés etapas distintas de
desenvolvimento, denominadas anagénese, catagénese e telogénese (Figura 3).

Estas fases de crescimento e a estrutura dos cabelos estdo profundamente



relacionadas com a quantidade de DNA presente nas amostras. O DNA existente
nos cabelos localiza-se no bolbo capilar, apresentando uma maior quantidade
endogena de DNA nesta regido do cabelo devido a existéncia de irrigacédo

sanguinea providenciada pelos vasos situados na papila dérmica [18-19].

A)

Figura 3 Fotografias de seis amostras diferentes de cabelos analisados neste
trabalho, representativas das fases de crescimento. A observacéo foi feita com uma
amplificacdo de 10 vezes ao microscopio 6tico. A) Cabelos em fase de anagénese.

B) Cabelos em fase de catagénese. C) Cabelos em fase de telogénese.

> ANAGENESE E CATAGENESE

7

A primeira fase de crescimento é chamada anagénese e inicia-se no bolbo
capilar, local onde se encontram as células responsaveis pela formacédo e pelo
desenvolvimento dos novos cabelos (Figura 3A). Esta fase inicial representa cerca
de 80 a 95% dos cabelos que estdo fixados no couro cabeludo. Os cabelos

permanecem em anagénese (crescimento ativo) por cerca de 3 a 6 anos e, em
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seguida, transitam para as duas Ultimas fases até o momento em que se
desprendem do couro cabeludo, dando inicio a um novo ciclo com a formacéo de
novos cabelos no foliculo. Conforme ocorre o crescimento ativo do cabelo, as
células da haste passam por processos de queratinizacdo e de apoptose para a
constituicdo das camadas desta estrutura, ocorrendo uma diminuicdo drastica da
guantidade de DNA nuclear presente, dificultando a analise deste material genético
a partir desta estrutura [20,30,34].

Posteriormente, inicia-se a fase de regressédo do crescimento capilar, designada
por catagénese, com duracdo de aproximadamente 3 a 4 semanas (Figura 3B) [30].
Este periodo é definido pelo término da rececdo de nutrientes do cabelo, pela
diminuicdo do tamanho do foliculo piloso e pela reducdo do crescimento capilar.
Nesta fase, a raiz do cabelo comeca a desprender-se do foliculo piloso,

permanecendo parcialmente fixada até que se inicie a proxima etapa [20,30].

Deste modo, os cabelos em fase de anagénese apresentam a sua raiz intacta na
fase mitética, com alta taxa de multiplicacdo e diferenciacdo celular, sendo a
guantidade de DNA nuclear presente elevada [31-32,35]. Na fase de catagénese, a
guantidade de DNA nuclear presente na raiz é também considerada elevada, visto
gque ainda nao foi atingida a ultima fase de crescimento do cabelo. Uma vez que
cerca de 80 a 97% dos cabelos fixados no couro cabeludo estdo na etapa de
anagénese ou de catagénese, os cabelos que forem arrancados véo ter, a partida,
guantidades de DNA nuclear suficientes para a obtencdo de perfis genéticos
completos [20,32-34]. Para além do DNA presente na raiz, ao serem arrancados 0s
cabelos podem conter fragmentos agregados do tecido epitelial envolvente, que sao
também fonte de DNA nuclear [33-34].

> TELOGENESE

Por ultimo, num periodo que dura cerca de 3 a 4 meses, desenvolve-se 0 estagio
de repouso, intitulado telogénese (Figura 3C). Esta etapa é assinalada pelo
desaparecimento do bolbo capilar e pelo término definitivo do crescimento do
cabelo, que se desprende totalmente do foliculo piloso e cai ao longo do dia devido
ao crescimento de um novo cabelo no mesmo foliculo, que “empurra” o antigo.

Desta forma, inicia-se um novo ciclo capilar [20,30]. Cerca de 95% dos cabelos que
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se desprendem do couro cabeludo estdo nesta etapa de crescimento, sendo,
portanto, os mais comumente encontrados em cenas de crime [30-31,33].

Visto que os cabelos em telogénese, muitas das vezes, nao possuem o bolbo
capilar e dispdem de pouca quantidade de DNA nuclear, sendo o DNA presente
altamente degradado, a utilizacdo da haste do cabelo para a andlise deste tipo de
material genético € mais dificil [30,33-34]. Embora a haste capilar ndo seja
considerada uma fonte vidvel de DNA nuclear, é possivel a obtencdo do DNA
mitocondrial, que pode ser utilizado na andlise genética. No entanto, este tipo de
DNA possui algumas desvantagens quando comparado com o DNA nuclear, tais
como a hereditariedade exclusiva por via materna e a ocorréncia de haplétipos
comuns numa mesma populagdo, diminuindo o poder discriminativo desta molécula
e dificultando o processo de identificacdo de individuos [30-32,37]. Para além disso,
a haste do cabelo possui um maior grau de exposicdo a fatores externos,

influenciando a qualidade do DNA disponivel para analise [30].

Desta forma, o estudo do DNA nuclear da raiz é mais vantajoso, sendo a analise
do DNA mitocondrial feita quando ndo € possivel obter resultados com a andlise do
DNA nuclear. O DNA nuclear dispde de um elevado poder discriminativo, sendo
utilizado para a distincdo entre individuos através da analise de marcadores
genéticos altamente polimorficos. Esta caracteristica também favorece a preferéncia
para a escolha do DNA como fonte de pesquisa. Atualmente, os Short Tandem

Repeats (STR) sdo os marcadores genéticos mais utilizados.

1.2.3 ANALISE DA QUANTIDADE E DA DEGRADACAO DO DNA DOS
CABELOS E A ESTIMATIVA DO PMI

Conforme referido anteriormente, o cabelo é um material bioldégico estavel e
resistente as alteragbes ambientais, porém ndo é indestrutivel e encontra-se
suscetivel a degradacdo. Estudos demonstraram que a degradacdo do DNA da raiz
capilar esta diretamente relacionada com os fatores ambientais do local em que os

cabelos permaneceram expostos e com a duragéo desta exposi¢ao [19-20,38-40].

Ao analisar a degradagdo do DNA nuclear das raizes de cabelos submersos em
agua de nascente, Frippiat et al. [40] demonstrou que a deterioracdo do DNA

nuclear das células capilares tem inicio apds 72 horas de submerséo. A partir deste
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momento, foi observada uma diminuicdo significativa na quantidade e um aumento
significativo na degradacdo do DNA nuclear das raizes dos cabelos até que, ao fim
de 10 dias de estudo, a destruicdo celular e a degradagdo do DNA nuclear eram
guase completas.

Pela analise feita por Frippiat et al. [40], foi possivel ainda perceber que, apesar
de ocorrer a degradacdo do DNA nuclear dos cabelos ao fim de 3 dias apés a
imerséo, esta deterioragdo é considerada lenta quando comparada com a rapidez da
putrefacdo dos 6rgdos e outros tecidos moles e, consequentemente, com a rapida
degradacdo do seu material genético. A correlacdo demonstrada por Frippiat et al.
[40] entre a degradacédo e diminuicdo da quantidade do DNA dos cabelos ao longo
do tempo de imersdo em agua da nascente, mostra a importancia deste tipo de
estudos para a estimativa do PMI para periodos mais longos do que os alcancados

através da anélise dos tecidos moles.

Apesar das vantagens da andlise do DNA nuclear presente nas raizes dos
cabelos, a maioria dos estudos que utilizam este material biolégico como meio para
estimar o PMI, tém como principal foco a sua morfologia, avaliando as alteracdes
macro e microscopicas provocadas pelo ambiente ao qual estiveram expostos.
Deste modo, é evidente a escassez de trabalhos que relacionem a degradacdo do
DNA presente nas raizes dos cabelos com a estimativa do intervalo post mortem,

evidenciando a necessidade de realizar mais estudos a respeito deste assunto.

> UTILIZACAO DO RT-PCR E DE KITS COMERCIAIS

E possivel que as amostras biolégicas encontradas em cenas de crime,
principalmente quando expostas aos diversos fatores ambientais, apresentem uma
baixa quantidade e um alto nivel de degradacgéo do seu DNA [45]. Por este motivo, &
importante a utilizacdo de metodologias que possam superar estas dificuldades,
permitindo andlises que fornecam resultados cada vez mais informativos e que
tenham a capacidade de utilizar a pouca quantidade de amostra disponivel da
melhor forma possivel. O Real-Time PCR é um método com alta sensibilidade e
precisdo que, quando associado a kits comerciais apropriados, € capaz de
amplificar, quantificar e indicar o indice de degradacdo do DNA proveniente das

amostras analisadas [46-47].
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Atualmente existem diversos kits comerciais disponiveis para a utilizacdo com a
tecnologia de RT-PCR que fornecem informacBes sobre a quantidade de DNA
humano, a quantidade de DNA masculino e o indice de degradac@o do DNA. Estes
kits permitem a amplificacdo de alelos especificos, cuja localizacdo no genoma
humano e a quantidade de pares de base diferem de acordo com o kit utilizado [45].
Em associagdo com o RT-PCR, estes kits comerciais s&o muito utilizados para a
andlise dos STR, uma vez que a quantidade de DNA das amostras € essencial para
a obtencdo de perfis genéticos completos [46-47]. Desta forma, através da
informacgédo da quantidade de DNA disponivel, é possivel identificar a quantidade de
amostra que devera ser utilizada para a amplificacéo, a fim de obter perfis genéticos
informativos. Além disso, a informacéo fornecida sobre a degradacdo do DNA das
amostras permite identificar, antes da realizacao da amplificacdo, se sera possivel
obter um perfil STR, auxiliando na diminuicdo de custo e na avaliacdo da qualidade

dos perfis que seriam obtidos [45-46].

> ANALISE DE POLIMORFISMOS SHORT TANDEM REPEATS

Os Short Tandem Repeats (STR) sdo sequéncias repetitivas de padrbes
nucleotidicos que estédo localizadas no genoma humano. Os STR apresentam um
elevado grau de variabilidade entre individuos, sendo atualmente muito utilizados na
identificacdo individual [41-44]. A analise destes marcadores é feita por reacdo em
cadeia de polimerase (PCR), sendo uma técnica simples e de rapida execucéo.
Atualmente, a sensibilidade deste tipo de andlise € elevada, existindo varios kits
comerciais desenvolvidos para o efeito, permitindo a andlise do DNA nuclear em

amostras exiguas e com algum grau de degradacéao [42-44].

A resisténcia do DNA dos cabelos a possiveis danos causados pelo ambiente €,
novamente, uma das vantagens da utilizacéo deste material biolégico na analise dos
STR. Esta caracteristica aumenta a probabilidade de se obter perfis genéticos mais
informativos devido ao menor grau de degradacdo do DNA a ser analisado [19-21].
A utilizac@o de estruturas como o bolbo capilar e o tecido epitelial aderente as raizes
dos cabelos pode permitir a obtencdo de perfis genéticos completos e de boa
gualidade [31,33-34]. As fases de crescimento em que 0s cabelos se encontram
também véao influenciar a possibilidade de obtencdo de perfis genéticos, uma vez

gque estdo diretamente relacionadas com a quantidade e a qualidade do DNA
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presente. Desta forma, principalmente quando expostos aos diferentes fatores
ambientais, a probabilidade de obtencao de perfis genéticos completos a partir de
cabelos que se encontram nas fases ativas de crescimento (anagénese e
catagénese) € maior do que a partir de cabelos que se encontram na fase de
telogénese [31-32,35].

Deste modo, a fim de aumentar a informacdo sobre a obtencdo de perfis
genéticos que possam ser utilizados na area forense, € importante efetuar estudos
que possam contribuir para a determinacdo da viabilidade do DNA nuclear

proveniente de amostras que foram sujeitas a degradacao.

O objetivo principal deste trabalho foi investigar, com base na analise da
guantidade e do indice de degradacdo do DNA dos cabelos submersos em agua do
mar, a possibilidade da utilizacdo desta metodologia como alternativa capaz de
estimar o intervalo post mortem, bem como permitir a identificacdo genética do

cadaver.

15



MATERIAIS E
METODOS



II. MATERIAIS E METODOS

2.1 DESCRICAO DO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O presente estudo foi feito na Delegacdo do Norte do Instituto Nacional de
Medicina Legal e Ciéncias Forenses (INMLCF-DN). Para a realizacdo do
procedimento experimental, foi utilizado um cadaver com cabelo e com o tempo de
morte estabelecido e curto. A informacédo do tempo decorrido entre a morte e o inicio
do projeto é importante para a analise dos resultados obtidos no fim da experiéncia.
As informacg6es do cadaver disponibilizado pelo INMLCF-DN estdo na Tabela 1. A
recolha do material biol6gico a ser utilizado foi realizada na Unidade Funcional de
Patologia Forense (UFPF) do Servico de Clinica e Patologia Forenses (SCPF-N) do
INMLCF-DN.

Tabela 3 Informag8es do cadaver disponibilizado para a experiéncia.

Género Masculino

DEYER I ETA e  08/11/1935

Data da morte 11/02/2021
Horario da morte 19:41h

Data da recolha do
couro cabeludo

23/02/2021

Apds o posicionamento do cadaver em decubito ventral, com o auxilio de um
bisturi devidamente limpo e descontaminado, foi recolhido um fragmento de couro
cabeludo, proveniente da porcdo parietal do cranio do cadaver, com 4 cm de

comprimento, 3 cm de largura e 0,4 cm de espessura (Figura 4).
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Figura 4 Fragmento de couro cabeludo recolhido do cadaver.

Com o objetivo de simular uma situacdo de afogamento em agua do mar, em
gue a cabeca do cadaver pode estar total ou parcialmente submersa, o fragmento
de couro cabeludo foi cortado ao meio. Em seguida, utilizando um suporte flutuante
constituido por dois fragmentos de esferovite, unidos por uma linha, fixaram-se
ambos os fragmentos de couro cabeludo, um na por¢ao inferior e o outro na area
lateral do suporte (Figura 5).

Fragmento 1 Fragmento 2
Figura 5 Fragmentos 1 e 2 de couro cabeludo fixados, respetivamente, nas por¢coes

inferior e lateral do suporte de esferovite.

A experiéncia teve inicio no dia 23 de fevereiro de 2021 e término no dia 11
de margco do mesmo ano, com duragdo de 17 dias consecutivos. O primeiro dia da

experiéncia, ou seja, o dia em que os fragmentos de couro cabeludo foram
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posicionados na agua, equivale ao 12° dia ap6s a morte do individuo. Por sua vez, o
Gltimo dia do estudo equivale ao 28° dia apds a morte.

Desta forma, no dia 23 de fevereiro, o suporte de esferovite contendo os
fragmentos de couro cabeludo foi posicionado num recipiente de plastico com agua
do mar. A disposicdo dos fragmentos de couro cabeludo no suporte flutuante
permitiu que o fragmento ndamero 1 ficasse totalmente submerso na 4gua, mas sem
estar comprimido contra as paredes do recipiente, e que o fragmento nimero 2
permanecesse parcialmente submerso na agua do mar (Figura 6). A imobilizacao
do suporte de esferovite, a manutencdo do nivel de agua na zona lateral do
fragmento 2 de couro cabeludo e a entrada de ar no interior do reservatdrio foram

possiveis através da utilizacdo de uma tampa plastica com furos em sua superficie.

Figura 6 Fragmento niamero 1 de couro cabeludo totalmente submerso e fragmento

numero 2 de couro cabeludo parcialmente submerso em agua do mar.

Com o auxilio de uma pinca devidamente limpa e descontaminada, foram
recolhidas ao todo, sempre no mesmo horario, noventa e nove amostras de cabelo,
identificadas por C1 a C99. Os primeiros trés cabelos (C1 a C3) foram colhidos no
dia 23 de fevereiro diretamente da cabeca do cadaver com o intuito de identificar as
condi¢des do cabelo e do seu material genético antes da submersao dos fragmentos
de couro cabeludo em agua do mar. Por sua vez, os cabelos C4 a C99 foram
recolhidos a partir dos dois fragmentos ja submersos, sendo realizada a colheita
diaria de trés cabelos de cada fragmento até o ultimo dia do estudo. Desta forma, a
colheita dos seis primeiros cabelos (3 cabelos de cada fragmento) foi efetuada no
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dia 24 de fevereiro, ou seja, 24 horas ap6s a submersdo em &gua. E assim

sucessivamente até ao final da experiéncia.

Os noventa e seis cabelos colhidos dos fragmentos submersos foram secos em
papel filtro e todos os noventa e nove cabelos foram armazenados em tubos de
2mL, devidamente identificados, num frigorifico a -20°C até o momento da analise,
de modo a impedir a degradacgéo do material genético das amostras obtidas.

2.2CARACTERIZACAO DA AGUA DO MAR

A agua do mar utilizada no estudo foi recolhida na Praia dos Ingleses, localizada
na cidade do Porto, Portugal. As colheitas da agua, realizadas sempre no periodo da
tarde e no mesmo local, foram efetuadas nos dias 23 de fevereiro (garrafao 1,
utilizado para os 5 primeiros dias da experiéncia), 28 de fevereiro (garrafao 2,
utilizado do 6° dia ao 10° dia de submerséo) e 5 de marco (garrafao 3, utilizado para
0s 7 Ultimos dias do estudo). As amostras de agua foram armazenadas em
garrafbes de 6 litros e transportadas para a Unidade Funcional de Patologia Forense

do SCPF-N para sua utilizacdo na experiéncia.

A fim de simular a movimentacéo constante da agua no mar, foi feita uma troca
diaria de cerca de dois tercos da dgua do mar contida no recipiente de plastico a
partir da agua nos garrafées. Com o intuito de manter a agua do mar utilizada na
experiéncia com as suas caracteristicas originais, foram efetuadas recolhas a cada
cinco dias, conforme ja referido, substituindo periodicamente os garrafées utilizados

NoO pProcesso.

Com o objetivo de caracterizar a agua do mar utilizada na realizacdo do
procedimento experimental, foram medidos alguns parametros fisico-quimicos, tais
como pH, salinidade, densidade e temperatura. Para a medi¢do do pH, salinidade e
densidade foram recolhidas diariamente amostras de agua do mar contida no
recipiente com os fragmentos de couro cabeludo, desde o dia 23 de fevereiro até o
término da experiéncia. Estas amostras de agua foram colhidas com o auxilio de
uma pipeta plastica previamente esterilizada e armazenadas em tubos de 2mL, os
quais foram acondicionados a -20°C até o momento das andlises. A medicdo da

temperatura foi feita diariamente na agua do recipiente.
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221 PH

A medicdo do pH da agua do mar foi feita utilizando o aparelho pH-metro
micropH 2000, da marca Crison, de acordo com as instru¢cdes do guia de utilizagédo
do equipamento. Este parametro foi medido no laboratério do Departamento de
Quimica da Universidade de Aveiro, em Portugal.

2.2.2 SALINIDADE E DENSIDADE

Os valores de salinidade e densidade da agua do mar foram determinados
utilizando um refratébmetro de salinidade portatil, da marca Mickcara, seguindo as
orientacbes descritas no manual do aparelho. Os intervalos de medicdo do
refratdmetro utilizado sdo de 1000 g/ml a 1070 g/ml para a densidade da agua
marinha e de 0 a 100 %o (ppt, traduzido do inglés para partes por mil) para a escala
de salinidade. Antes da andlise das amostras no refratbmetro, foi feita a medicdo da
salinidade e da densidade de uma amostra de agua destilada, que serviu como

controlo negativo, garantindo o bom funcionamento e a calibracdo do instrumento.

2.2.3 TEMPERATURA

A medicdo da temperatura da agua do mar no interior do recipiente foi registada
uma vez por dia, desde o inicio até o término da experiéncia, utilizando um
termémetro para aquarios da marca Flamingo. O instrumento permaneceu fixo e

completamente submerso ao longo de toda a experiéncia.

2.3CARACTERIZACAO MACRO E MICROSCOPICA DOS CABELOS

Todos os cabelos recolhidos foram caracterizados macroscopicamente
registando-se o comprimento e a cor. Em seguida, os cabelos foram observados ao

microscopio otico, da marca Olympus, com uma amplificacdo de 10 vezes. Foi
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efetuado o registo fotografico dos cabelos utilizando a camara fotogréafica digital
acoplada ao microscopio.

As caracteristicas observadas microscopicamente foram a presenc¢a ou auséncia
de bolbo e a fase de crescimento dos cabelos através da observagdo da
extremidade proximal, a presenca ou auséncia e, caso se encontrasse presente, as
caracteristicas da medula ao longo de toda a extensdo da haste dos cabelos, e a
condicdo em que se encontrava a extremidade distal de cada um dos cabelos.

Apo6s a observacdo dos cabelos ao microscopio, realizada no Laboratério de
Anatomia Patolégica do SCPF-N, as amostras foram novamente armazenadas, nos

seus respetivos tubos, a uma temperatura de -20°C.

2.4ANALISE DO DNA DOS CABELOS

A lavagem dos cabelos e os processos de extracdo, quantificacdo, amplificacdo
e eletroforese capilar do DNA dos cabelos foram realizados no Servico de Genética
e Biologia Forenses do INMLCF-DN.

2.4.1 EXTRACAO

Antes de se proceder a extracdo do DNA, todos os cabelos foram lavados, a
fim de remover possiveis sujidades e contaminantes. Os trés cabelos colhidos
diretamente da cabecga do cadaver foram lavados com Etanol a 70% e em seguida
com agua destilada. Os restantes 96 cabelos foram lavados apenas com agua
destilada. Como estes 96 cabelos se encontraram submersos em agua do mar,
optou-se por ndo fazer a lavagem com Etanol para evitar danos ao cabelo e perda
de material genético. Todos os cabelos foram colocados em tubos para o0s

processos de lavagem.

Para a lavagem com Etanol a 70%, adicionou-se a cada tubo contendo os
cabelos, 2mL de Etanol a 70%. Os tubos foram colocados no aparelho
Eppendorf™ Thermomixer™ R (ThermoFisher Scientific), com agitacdo de 500 rpm,

a temperatura de 20°C, durante 30 minutos. Em seguida, os tubos foram
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centrifugados a velocidade 12000 rpm por 1 minuto. Apdés a centrifugacéo,
procedeu-se a retirada do Etanol utilizando uma micropipeta de 1000 pL [48].

Para a lavagem com &gua destilada, adicionou-se a cada tubo contendo os
cabelos, 2mL de agua destilada. Os tubos foram novamente colocados no aparelho
Eppendorf™ Thermomixer™ R (ThermoFisher Scientific), com agitacdo de 500 rpm,
a temperatura de 20°C, durante 30 minutos. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a velocidade 12000 rpm por 1 minuto. ApO6s a centrifugacao,
procedeu-se a retirada da agua destilada utilizando uma micropipeta de 1000 uL
[48].

Depois do processo de lavagem das amostras, um corte com cerca de cinco
centimetros de comprimento foi feito na extremidade proximal de cada um dos
cabelos, de modo que o fragmento a utilizar na extracdo do DNA seja o que contém

o bolbo.

A extracdo do DNA das amostras de cabelos foi realizada no equipamento
AufoMate Express™ Instrument (Applied Biosystems), utilizando o kit PrepFiler
Express™ Forensic DNA Extraction Kit (Applied Biosystems), de acordo com as
instrucdes descritas pelo fabricante [48]. Foi feita a montagem das colunas PrepFiler
LySep™ Columns nos tubos PrepFiler™ Sample Tubes e, em seguida, as amostras
de cabelo foram colocadas no interior destas colunas. Para a preparacédo da mistura
de reacdo de extracdo, foram adicionados 500 pL de PrepFiler™ Lysis Buffer e 5 uL
de DTT a cada amostra de cabelo (Tabela 2). Os cabelos foram incubados a 70°C,
com agitacao de 750 rpm por 40 minutos, no aparelho Eppendorf™ Thermomixer™
R (ThermoFisher Scientific). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
velocidade 10000 rpm por 2 minutos. ApGds a centrifugacdo, as colunas foram
descartadas e os tubos contendo as amostras foram colocados no robot de
extracdo, onde foi selecionado o programa adequado para o kit de extracdo

utilizado.

Tabela 4 Volumes utilizados na preparacdo da mistura das reagdes de extracao.

Constituintes da reagao Volume por amostra (pL)
PrepFiler™ Lysis Buffer 500
DTT 5
Volume final 505
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Para além das amostras de cabelos, foram preparados controlos negativos
apenas com o0s reagentes de extracdo (sem amostras) em todos os processos de
extracdo realizados, servindo como controlo de qualidade interno. No robot de
extracdo, o volume de eluicdo do DNA das amostras escolhido foi de 40 pyL. ApGs a
extracdo, as amostras foram acondicionadas a uma temperatura de -20°C.

2.4.2 QUANTIFICACAO

A quantificacdo do DNA nuclear das amostras de cabelo foi realizada
utilizando o kit Quantifiler™ Trio DNA Quantification Kit (ThermoFisher Scientific —
Applied Biosystems), no equipamento 7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems),
utilizando o software HID Real-Time PCR Analysis. O kit Quantifiler™ Trio DNA
Quantification Kit permite analisar o DNA das amostras de forma quantitativa e
gualitativa. Ao longo do processo de quantificacdo, este kit é capaz de detetar trés
alvos gendmicos. O Small Autosomal Target (SA) e o Large Autosomal Target (LA),
presentes no DNA autossémico, que permitem, respetivamente, determinar a
concentracgéo total de DNA gendmico humano e estabelecer o indice de Degradacéo
(ID) das amostras. O terceiro alvo gendémico, denominado Y Chromosome Target,
possibilita a quantificacdo do DNA humano de origem masculina, assim como o
célculo da proporcdo de DNA masculino/feminino presente na amostra. Este Kit
apresenta um controlo interno da amplificacdo, que permite fazer a distingdo entre

falha de amplificacéo e auséncia de DNA na amostra [49].

A quantificacdo do DNA extraido das amostras de cabelos foi feita de acordo
com as recomendagfes do fabricante, apresentadas no manual do utilizador do kit
Quantifiler™ Trio DNA Quantification Kit [49]. Esta técnica de quantificagdo baseia-
se na comparacgdo da fluorescéncia gerada pelo DNA das amostras ao longo dos
ciclos de amplificacdo com a curva de calibracdo originada a partir das amostras
padrdo com concentragfes conhecidas. Para a obtencdo da curva de calibracéo, &
necessario preparar as amostras padrdo com diferentes concentragbes. As
amostras padrdo foram preparadas utilizando a solugdo stock de 100ng/uL de
Quantifiler™ THP DNA Standard e o tampéo de diluicdo Quantifiler™ THP DNA

Dilution Buffer, conforme descrito na Tabela 3. Estes padrdes de quantificacdo
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foram processados em duplicado com o objetivo de aumentar a precisdo da curva

de calibragéo.

Tabela 3 Diluicbes padrao utilizadas, preparadas com o Quantifiler™ THP DNA

Standard.

Standard Concentragao Volumes (L) Factor de
(Std.) (ng/uL) DNA Dilution Buffer Diluicao
Std. 1 50 10 DNA Standard 10 2 X
Std. 2 5 5Std. 1 45 10 x
Std. 3 0,5 5 Std. 2 45 10 x
Std. 4 0,05 5Std. 3 45 10 x
Std. 5 0,005 5Std. 4 45 10 x

A mistura de reacdo para o processo de quantificacdo foi preparada
conforme o indicado no manual do kit [49]. Foram dispensados 18 pL da reaction
mix e 2 pL de amostra ou de padrdo em seus respetivos po¢cos numa placa
MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate (Tabela 4). Em seguida, foram
adicionados a placa um controlo negativo e dois controlos positivos. Para os
controlos positivos, as concentracdes utilizadas foram de 2 ng/uL e 0,1 ng/uL,

respetivamente.

Tabela 4 Volumes utilizados na preparacao da mistura das rea¢fes de

guantificacao.

Constituintes da reagao Volume por amostra (pL)

Quantifiler™ THP PCR Reaction Mix 10
Quantifiler™ Trio Primer Mix 8
Amostra ou Standard 2
Volume final 20

Por fim, a placa foi selada e introduzida no equipamento 7500 Real-Time
PCR para dar inicio ao processo. Posteriormente, os resultados foram analisados
utilizando o software HID Real-Time PCR Analysis e com o auxilio de uma folha de

calculo Excel, obtiveram-se resultados como a concentracdo do DNA nuclear e o
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indice de degradagdo das amostras. A quantidade de amostra adequada a utilizar
na amplificacdo foi calculada a partir dos resultados da quantidade de DNA presente

em cada amostra.

No final do procedimento, as amostras foram novamente armazenadas a -20°C.

2.4.3 AMPLIFICACAO

A amplificacdo do DNA dos cabelos foi feita utilizando o kit comercial
GlobalFiler™ PCR Amplification Kit [50]. Este kit é capaz de analisar 21 loci
autossomicos, um Y-STR, um Y InDel e o marcador da amelogenina, num total de

24 loci, o que confere ao kit um elevado poder de discriminacao.

A preparagdo da mistura de amplificagéo foi feita como o recomendado no
manual do kit [50]. A mistura de reacao foi dispensada nos MicroAmp™ Reaction
Tubes com um volume final de 5 pL para cada amostra. Em seguida, as amostras
foram adicionadas a reacdo. A quantidade de amostra a utilizar foi determinada,
para cada amostra, tendo em conta os resultados da quantificacdo, variando de 1 a
7,5 yL de volume dispensado. Nos casos em que a quantidade de amostra
adicionada a reacdo foi inferior a 7,5 pL, o volume restante foi preenchido com o
tampéao Low-TE até obter um volume final de 12,5 uL por tubo (Tabela 5). Em cada
reacao de amplificacdo foram também utilizados um controlo positivo, contendo DNA

Control 007, e um controlo negativo.

Tabela 5 Volumes utilizados na preparacdo da mistura das reagfes de amplificacao.

Constituintes da reacdo Volume por amostra (pL)

GlobalFiler™ Masteriix 3,75
GlobalFiler™ PrimerSet 1,25
Amostra entrele?5
Low-TE buffer até 7,5
Volume final 12,5
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Para a reacédo de amplificacéo, foi utilizado o termociclador GeneAmp™ PCR
System 9700 (Applied Biosystems) com o programa de 26 ciclos. No final do

procedimento, as amostras foram novamente armazenadas a -20°C.
2.4.4 ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar foi feita no sequenciador automatico Applied
Biosystems™ 3500 Genetic Analyzer, utilizando o polimero POP4 (POP-4™
Performance Optimized Polymer 3500 Series) e o capilar de 36 cm (3500xI-3500
Capillary Array 16x36cm). O médulo de corrida utilizado para o processamento das
amostras foi o pré-definido para o kit GlobalFiler™ PCR Amplification Kit [50].

Para a preparagdo das amostras para a eletroforese, foi feita uma mistura
contendo Hi-Di™ Formamida e o padrdo interno de tamanhos (GeneScan™ 600
LIZ™ Size Standard v2.0), conforme descrito na Tabela 6. Esta mistura foi
distribuida na placa de sequenciacédo (MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate) e
em seguida adicionaram-se as amostras e o ladder alélico (GlobalFiler™ Allelic
Ladder) aos respetivos poc¢os da placa. Utilizou-se um ladder alélico a cada duas
injecBes. A placa foi selada e colocada no termociclador GeneAmp™ PCR System

9700 para a desnaturacao.

Tabela 6 Volumes utilizados na preparacao da mistura para a eletroforese capilar.

Constituintes da reacao Volume por amostra (pL)

Hi-Di™ Formamide 12,5
GeneScan™ 600 LIZ™ Size Standard v2.0 0,5
Amostra ou GlobalFiler™ Allelic Ladder 1
Volume final 14

Apos a desnaturacdo do DNA, a placa foi colocada no sequenciador automatico
para dar inicio a eletroforese capilar. O equipamento utilizado permite a separacéo
dos fragmentos amplificados de DNA de acordo com o seu tamanho. Ao ser criado
um campo elétrico, ocorre a migragdo dos fragmentos de DNA ao longo do capilar.

Desta forma, os fragmentos de DNA de menor tamanho e peso molecular deslocam-
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se mais rapidamente pelo capilar do que os fragmentos maiores, sendo, portanto, 0s
primeiros a serem detetados pelo aparelho [50].

Terminada a eletroforese capilar, os resultados obtidos foram analisados no
programa GeneMapper™ ID-X Software, obtendo-se os perfis genéticos de cada
amostra. Estes perfis genéticos foram posteriormente analisados e classificados
como completos, incompletos ou ausentes, de acordo com a presenca ou auséncia

de marcadores e/ou alelos.

2.5ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Foi realizada a analise estatistica dos resultados obtidos no procedimento
experimental a fim de verificar a possivel utilizacdo do método de analise usado no
presente estudo para a estimativa do intervalo post mortem. As variaveis utilizadas
para esta analise foram os parédmetros fisico-quimicos da agua do mar (pH,
salinidade, densidade e temperatura), o numero de dias decorridos apds a morte até
ao término da experiéncia, a quantidade de DNA presente nos cabelos e o indice de
degradacdo. Em relacdo a quantidade e ao indice de degradacdo do DNA dos
cabelos do cadaver, foi utilizada a média aritmética destes parametros por dia de
experiéncia, a fim de se obter um valor de tendéncia central que representasse 0
conjunto de dados por dia de estudo, facilitando a andlise. Além disso, os resultados
referentes a quantidade e a degradacdo do DNA foram analisados estatisticamente
de duas formas: 1) utilizando os dados de ambos os fragmentos de couro cabeludo
em conjunto; 2) utilizando os dados de cada fragmento de couro cabeludo em

separado.

Foram feitos testes & normalidade das varidveis recorrendo ao teste de
Kolmogorov-Smirnov, com o intuito de identificar qual o teste de correlagdo que
deveria ser aplicado. Em seguida, foram testadas as correlagfes entre as variaveis
recorrendo ao teste de correlacdo de Spearman, adequado para amostras que nao
possuem distribuicdo normal. O coeficiente de correlacdo de Spearman Rho
(representado pela letra r) foi utilizado para indicar se a correlacdo existente é
positiva ou negativa e qual o grau de associagdo entre as variaveis, que pode ser
considerado forte (quanto mais proximo os valores estiverem de 1 ou -1) ou fraco
(quanto mais proximo os valores estiverem de zero). Tanto o teste de Kolmogorov-

Smirnov quanto o teste de Spearman foram executados no programa IBM™ SPSS
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Statistics 27. Por fim, foi feita a analise de regresséo linear simples utilizando as
variaveis quantidade e degradacdo do DNA dos cabelos. Para este método, as
varidveis a serem analisadas necessitaram de ser transformadas em logaritmo
(logo), a fim de se obter uma relacéo linear com o tempo decorrido apos a morte. Na
andlise de regressao, foi calculado o valor R? que representa, em percentagem,
guanto uma variavel é explicada pela variabilidade da outra variavel. Além disso, em
alguns casos foi possivel obter as equacdes da regresséo linear. Estes modelos

podem ser utilizados para realizar previsées do intervalo post mortem.

O nivel de confianga utilizado em todas as analises efetuadas foi de 95%,
sendo assim, o0s resultados apenas foram considerados estatisticamente

significativos quando a probabilidade de significancia foi p < 0,05.

Relativamente a analise dos STR dos cabelos do cadaver, foi feito um grafico
de colunas empilhadas a fim de apresentar a variacdo da qualidade dos perfis
genéticos obtidos (completo, incompleto ou ausente) ao longo do tempo decorrido
apoés a morte, visto que a quantidade dos perfis obtidos esta diretamente
relacionada com a quantidade e com o nivel de degradacdo do DNA presente nas

amostras.
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III. RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas contendo as informacdes da caracterizagcdo da agua do mar
(Anexo 1), os dados referentes a analise dos cabelos ao microscépio (Anexo Il), os
valores de quantidade de DNA nuclear e de indice de degradacdo do DNA dos
cabelos do cadaver, a classificacao dos perfis genéticos (Anexo ll) e o calculo das
médias e dos logaritmos destas variaveis (Anexo 1V, V, VI), estdo disponiveis na

seccdo Anexos.

3.1ANALISE DA QUANTIDADE E DEGRADACAO DO DNA DOS
CABELOS

Foi feito o teste a normalidade das médias aritméticas dos valores referentes
a guantidade e ao indice de degradacdo do DNA dos cabelos do cadaver. Os
resultados obtidos, apresentados na Tabela 7, mostram que a hipétese de que os
dados obtidos possuem uma distribuicdo normal ndo se confirma, uma vez que os

valores de p calculados foram todos inferiores a 0,05.

Tabela 7 Teste de normalidade as médias das variaveis em estudo.

- - Valor p T
Analise das médias . Distribuicao
Kolmogorov-Smirnov
Quantidade de DNA <0,001 N&o normal
Degradagdao do DNA 0,001 N3o normal
Quantidade de DNA do fragmento 1 <0,001 N3ao normal
Quantidade de DNA do fragmento 2 <0,001 N&o normal
Degradagdo do DNA do fragmento 1 <0,001 Nao normal
Degradagao do DNA do fragmento 2 0,004 N3o normal

Visto que nenhuma varidvel apresenta uma distribuicdo normal, foi escolhido
o teste de correlagcdo de Spearman para verificar a existéncia ou auséncia de
associacdo entre o tempo decorrido apés a morte e as restantes variaveis. Na
Tabela 8 é possivel observar os dados do teste de associagdo realizado, além da

classificagdo do tipo de correlacdo entre as variaveis.
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Tabela 8 Teste de correlagdo de Spearman entre as variaveis referentes ao DNA
dos cabelos do cadaver e os dias apds a morte.

Correlagdo de Spearman

Analise das médias . . Classificagdo da Correlagao
Coeficiente de Correlagao (r) Valor p

Quantidade de DNA -0,819 <0,001 Significativa, negativa e forte

Degradagdo do DNA 0,574 0,016 Significativa, positiva e moderada
Quantidade de DNA do fragmento 1 -0,557 0,02 Significativa, negativa e moderada
Quantidade de DNA do fragmento 2 -0,836 <0,001 Significativa, negativa e forte
Degradacdo do DNA do fragmento 1 0,305 0,288 N3o significativa
Degradacdo do DNA do fragmento 2 0,48 0,051 N3o significativa

Ao analisar os dados obtidos através do teste de Spearman, € possivel
perceber que, a excecdo dos resultados referentes a degradacdo do DNA dos
cabelos recolhidos dos fragmentos 1 e 2 de couro cabeludo, analisados
separadamente, todas as outras variaveis possuem uma correlacao estatisticamente
significativa (valor p <0,05) com o tempo decorrido apds a morte. As trés variaveis
relativas a quantidade de DNA dos cabelos apresentam uma relacdo negativa com
os dias decorridos ap6s a morte (r = - 0,819; r =- 0,557; r = - 0,836), ou seja, quanto
maior o periodo de tempo decorrido apds a morte, menor é a quantidade de DNA
presente nas amostras de cabelo do cadaver. Embora nem todas demonstrem uma
correlacéo significativa com o tempo decorrido apds a morte, as variaveis relativas a
degradacdo do DNA dos cabelos apresentam coeficientes de correlacédo positivos (r
=0,574; r = 0,305; r = 0,48), 0 que indica que quanto maior o numero de dias apds a
morte, maior sera a degradacdo dos cabelos pertencentes ao cadaver. Estes
resultados estdo em conformidade com estudos anteriores que analisaram a
degradacdo do DNA proveniente de cabelos que estiveram sujeitos a diferentes

condi¢cbes ambientais, incluindo andalises de cabelos submersos em agua [39-41].

De acordo com o coeficiente de correlagdo de Spearman, os valores da
guantidade de DNA de todos os cabelos (r = - 0,819; correlagéo forte) e dos cabelos
parcialmente submersos em agua (r = - 0,836; correlagéo forte) possuem um maior
grau de associagdo com os dias decorridos apdés a morte do que as restantes
variaveis. Os resultados obtidos demonstram que a andlise destas duas variaveis
referentes a quantidade de DNA dos cabelos possui elevado potencial para ser
utilizada na estimativa do PMI. Por sua vez, os resultados da degradacdo do DNA
de todos os cabelos (r = 0,574) e da quantidade de DNA dos cabelos totalmente

submersos em agua do mar (r = - 0,557) apresentam um grau de associagao

32



moderado com os dias decorridos apds a morte. Mesmo sendo uma associacao
menor do que as duas primeiras, esta correlacdo ainda € considerada significativa,

contribuindo de igual forma para a estimativa do intervalo post mortem.

O teste de Spearman ainda demonstrou que o indice de degradacao do DNA
dos cabelos recolhidos dos fragmentos 1 e 2 de couro cabeludo, quando analisados
em separado, ndo estdo significativamente associados com os dias decorridos ap0s
a morte. Uma possivel causa para a auséncia de correlacdo entre estas variaveis e
os dias apls a morte é a elevada variabilidade dos dados, que é influenciada pela
menor quantidade de cabelos analisados por dia devido a separagédo das amostras
por fragmento de couro cabeludo. Estes fatores aumentam a dispersédo dos dados e

dificultam uma correlacao significativa com os dias decorridos apds a morte.

Foi realizada a regresséao linear simples utilizando o logaritmo das médias
das variaveis que demonstraram, através do teste de Spearman, uma correlacao
estatisticamente significativa com o tempo decorrido ap6s a morte (Figuras 7, 8, 9).
Esta analise demonstrou haver uma correlagéo entre o aumento da degradacao do

DNA e a diminuicdo da quantidade de DNA com o aumento dos dias apds a morte.

Na Figura 7 é apresentado o diagrama de disperséo entre a quantidade de
DNA de todos os cabelos e os dias decorridos apds a morte. Ao realizar a regressao
linear destas variaveis, obteve-se um R? = 0,7184, o que significa que 71,84% da
variacdo na quantidade de DNA dos cabelos é explicada pelo aumento dos dias
decorridos apés a morte. A equacéo linear que representa a interacdo entre as duas
variaveis € y = -0,1304x + 1,1095. Este modelo pode ser usado para fazer previsdes
sobre a quantidade de DNA presente nos cabelos ao longo dos dias decorridos ap6s

a morte.
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Figura 7 Grafico de dispersao entre o logaritmo da média dos valores relativos a

guantidade de DNA de todos os cabelos e os dias decorridos apés a morte.

O diagrama de dispersdo acima demonstra claramente a diminuicdo da
quantidade de DNA dos cabelos conforme o aumento dos dias apds a morte,
estando em conformidade com o resultado obtido anteriormente através do teste de
Spearman. Ao observar o gréafico da Figura 7, é percetivel a proximidade dos pontos
com a reta de regressdo, o que pode ser confirmado pelo valor de R? calculado ser
préximo de um, demonstrando que a previsao esta sujeita a uma baixa variabilidade.
Sendo assim, este modelo de previsdo que utiliza valores referentes a quantidade
de DNA presente nos cabelos total e parcialmente submersos em agua do mar,
demonstra ter potencial para ser utilizado como mais uma ferramenta na estimativa
do intervalo post mortem. No entanto, € importante a elaboragdo de mais estudos
como o realizado que disponham de uma quantidade maior de amostras a analisar,

a fim de aumentar a precisao dos resultados obtidos.

O gréfico de disperséo da Figura 8 apresenta a relacdo entre os valores do
indice de degradacdo do DNA de todos os cabelos e os dias decorridos apds a
morte. Através da andlise de regressdo linear foi possivel obter o valor de R? =
0,2386, indicando que apenas 23,86% da variacdo no indice de degradacdo dos
cabelos total e parcialmente submersos em &gua é explicada pelo aumento do
tempo decorrido apés a morte. Esta correlacdo indicada pelo R?, apesar de ser

estatisticamente significativa, é considerada fraca. A equacéo obtida através da
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regressao linear é y = 0,026x + 0,0962. Este modelo pode ser usado para fazer
previsdes sobre os valores do indice de degradacdo do DNA presente nos cabelos e
o tempo decorrido ap6s a morte.
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Figura 8 Gréfico de dispersado entre o logaritmo da média dos valores da

degradacdo do DNA de todos os cabelos e os dias apés a morte.

Através da andlise do grafico acima, é percetivel o aumento da degradacéo
do DNA até o 23° dia ap6s a morte. No entanto, a partir do 24° dia apds a morte,
ocorre uma diminuicdo no indice de degradacdo do DNA. Esta diminuicdo pode ser
explicada pela forma como o indice de degradacdo € calculado. O célculo é
realizado através da razdo entre o nimero de fragmentos do Small Autosomal
Target (SA) amplificados e o nimero de fragmentos do Large Autosomal Target (LA)
amplificados. Desta forma, o indice de degradacdo e o numero de fragmentos do LA
s&o inversamente proporcionais. E possivel que, devido a baixa quantidade de DNA
e ao alto nivel de degradacdo do DNA dos cabelos recolhidos nos ultimos 5 dias de
experiéncia, o LA ndo tenha sido amplificado e seria, portanto, igual a zero,
impossibilitando o calculo do indice para estas amostras. Desta forma, as poucas
amostras que permitiram a realizacdo do calculo do indice de degradacéo alteraram

a tendéncia e podem néo ser representativas do nivel real de degradacéo.

Outro fator que possivelmente afetou o indice de degradacédo do DNA dos

cabelos esta relacionado com as fases de crescimento deste material bioldgico. Trés
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dos 12 cabelos analisados nos dias 24 e 25 encontravam-se em fase de anagénese
ou de catagénese, o que significa que apresentavam maior quantidade de DNA do
gue os restantes cabelos colhidos nos mesmos dias. Este facto pode explicar
também os valores mais baixos do indice de degradacdo calculados no 24° e 25°
dias. Além disso, estes trés cabelos foram recolhidos do fragmento de couro
cabeludo parcialmente submerso em &gua do mar, onde se verificou que a
degradacdo do DNA dos cabelos foi menor, o que pode ter contribuido para a
alteracédo da tendéncia observada.

A Figura 9 apresenta dois diagramas de disperséo, os quais demonstram a
relacédo entre a quantidade de DNA dos cabelos recolhidos dos fragmentos 1 e 2 de
couro cabeludo e os dias decorridos ap6s a morte. O valor obtido através da analise
de regresséo linear é de R? = 0,445 para o fragmento totalmente submerso,
indicando que 44,5% da variacdo na quantidade de DNA dos cabelos do fragmento
1 é explicada pelo aumento dos dias ap6s a morte, e R = 0,6923 para o fragmento
parcialmente submerso, o0 que significa que 69,23% da variacdo na quantidade de
DNA dos cabelos do fragmento 2 é explicada pelo aumento dos dias apds a morte.
A equacdo linear obtida para o fragmento totalmente submerso é y = -0,1203x +
0,0572 e a equacdo da regressao linear do fragmento parcialmente submerso é y = -
0,1263x + 1,2206.
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Figura 9 Gréficos de disperséo entre o logaritmo da média dos valores relativos a
guantidade de DNA dos cabelos recolhidos dos fragmentos 1 e 2 e os dias

decorridos apés a morte.

Ao analisar os gréaficos da Figura 9, é percetivel a diminuicdo da quantidade

de DNA dos cabelos recolhidos dos dois fragmentos de couro cabeludo conforme os
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dias foram aumentando. Esta relacdo estd em concordancia com os resultados
obtidos através do teste de Spearman. Os pontos que representam a quantidade de
DNA dos cabelos recolhidos do fragmento 1 estdo mais afastados da reta de
regressao do que os pontos relativos ao DNA dos cabelos do fragmento 2, o que
pode ser comprovado pela andlise dos valores de R2? Esta variacdo pode ser
explicada pela relagdo entre a quantidade de DNA e a fase de crescimento dos
cabelos, principalmente no 13° dia da experiéncia. Neste dia, todos os cabelos
recolhidos do fragmento totalmente submerso em agua do mar estavam em fase de
telogénese, o que provavelmente proporcionou a drastica diminuicdo na quantidade
de DNA destas amostras. Além disso, a degradacdo do DNA dos cabelos nos
primeiros dias da experiéncia € menor, o que explica a maior quantidade de DNA

presente nas primeiras amostras analisadas.

Um facto que também pode ser observado € o aumento na dispersédo dos
pontos em ambos os gréficos devido a diminuicdo do numero de dados analisados
na regressao linear, devido a analise em separado dos resultados obtidos por
fragmento. Outro aspeto que pode ser identificado é a existéncia de menor
guantidade de DNA nos cabelos recolhidos do fragmento 1 relativamente aos
recolhidos no fragmento 2. Este facto leva a crer que o contacto permanente com a

agua do mar danifica mais rapidamente a estrutura dos cabelos.

Ainda é possivel observar, através da andlise dos valores de R? que a
previsdo dos dias decorridos apds a morte através da andlise da quantidade de DNA
presente nos cabelos parcialmente submersos (R? = 0,6923) estd menos sujeita a
variabilidade, podendo ser promissora a utilizacdo deste modelo na estimativa do
PMI. De qualquer modo, seria importante o aumento da amostragem em analises

futuras, melhorando a precisdo do método.

Os resultados obtidos para o indice de degradacéo dos cabelos pertencentes
aos fragmentos 1 e 2 de couro cabeludo, quando analisados separadamente, nao
demonstraram uma correlagdo estatisticamente significativa com o tempo decorrido
ap6s a morte. No entanto, foram feitos graficos de dispersdo entre os valores de
degradacdo de ambos os fragmentos e os dias apos a morte, possibilitando uma

melhor visualizacdo dos dados obtidos (Figura 10).
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Figura 10 Gréficos de dispersao entre o logaritmo da média dos valores da
degradacéo do DNA dos cabelos recolhidos dos fragmentos 1 e 2 e os dias

decorridos apds a morte.

Ainda que ndo se observe uma associagdo estatisticamente significativa em
ambos os diagramas, € possivel perceber o aumento da degradacdo do DNA dos
cabelos conforme os dias apdés a morte aumentam. O facto dos pontos
representados nos graficos estarem maioritariamente afastados das linhas de
tendéncia tracadas demonstra a pouca correlacdo entre as variaveis. Este facto é
comprovado através dos resultados obtidos no teste de Spearman, realizado
anteriormente. Por sua vez, a elevada dispersdo dos pontos da linha de tendéncia
pode ser explicada pelo menor nimero de dados utilizados ao fazer a andlise dos

resultados separadamente por fragmento.

O presente estudo demonstrou haver potencial nos métodos utilizados para a
estimativa do PMI. De modo geral, é percetivel que as variaveis com maior grau de
correlacdo com os dias decorridos apds a morte sdo as relativas a quantidade de
DNA de todos os cabelos recolhidos dos fragmentos 1 e 2 de couro cabeludo e as
relativas a quantidade de DNA dos cabelos parcialmente submersos em agua do
mar. Desta forma, estes modelos sdo os mais indicados a serem utilizados na

estimativa do intervalo post mortem. No entanto, é recomendada a realizagdo de

mais estudos, aumentando a amostragem, a fim de melhorar a precisdo do método.
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3.2ANALISE DAS CARACTERISTICAS DA AGUA DO MAR

Visto que os parametros fisico-quimicos que caracterizam a agua do mar
podem estar relacionados com os resultados obtidos referentes a quantidade e a
degradacdo do DNA dos cabelos do cadaver, foram realizados testes estatisticos a
fim de demonstrar a existéncia ou auséncia de associacdes entre estas variaveis.
Visto que o objetivo principal deste trabalho é investigar a possibilidade de estimar o
PMI com base na quantidade e no indice de degradacdo do DNA dos cabelos
submersos em agua do mar, apenas foi testada a relacdo entre as variaveis, uma
vez que pode ser relevante a percecdo da influéncia dos fatores ambientais na
degradacdo da estrutura e do DNA dos cabelos, ndo tendo utilidade direta na

estimativa do PMI.

A fim de determinar qual teste seria utilizado para verificar a presenca ou
auséncia de correlacao entre os dados referentes ao DNA dos cabelos do cadaver e
os valores dos parametros fisico-quimicos que caracterizam a agua do mar, foi
aplicado o teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov as varidveis temperatura,
pH, densidade e salinidade. Como € possivel visualizar na Tabela 9, o teste de
Kolmogorov-Smirnov demonstrou que nenhuma das variaveis analisadas
apresentava distribuicdo normal, visto que todos os valores de p foram inferiores a

0,05, rejeitando a hipotese de estas variaveis seguirem uma distribuicdo normal.

Tabela 9 Teste de normalidade aos valores dos parametros medidos para

caracterizacdo da agua do mar.

- Valor p e
Andlise . Distribuicao
Kolmogorov-Smirnov
Temperatura 0,009 Ndo normal
pH 0,016 Ndo normal
Densidade <0,001 Ndo normal
Salinidade <0,001 Ndo normal

Uma vez que nenhuma variavel apresenta distribuicdo normal, foi escolhido o
teste de correlacdo de Spearman para verificar a correlagdo entre os parametros
fisico-quimicos da 4gua do mar e a média dos dados referentes ao DNA dos

cabelos. Os resultados do teste de associacdo estéo representados na Tabela 10.
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Tabela 10 Teste de correlacdo de Spearman entre os dados referentes ao DNA dos

cabelos do cadaver e os valores dos parametros que caracterizam a a4gua do mar.

Temperatura pH Densidade Salinidade
Analises Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de Coeficiente de
Correlagao (r) Correlagdo (r) Correlagdo (r) Correlagao (r)
Quantidade de DNA
Degradagao do DNA

Quantidade de DNA do fragmento 1
Quantidade de DNA do fragmento 2
Degradagdo do DNA do fragmento 1
Degradagdo do DNA do fragmento 2

De acordo com os dados do teste de Spearman, as Unicas relagbes que
apresentam significAncia estatistica sdo entre a quantidade de DNA de todos os
cabelos recolhidos do cadaver e o pH da agua do mar (p = 0,036 < 0,05) e entre a
quantidade de DNA dos cabelos parcialmente submersos e o pH da agua do mar (p
= 0,022 < 0,05). De acordo com o coeficiente de correlacdo de Spearman, o grau de
associacdo entre estas duas variaveis e o pH € moderado (r = - 0,51; r = - 0,552).
Desta forma, ao comparar este resultado com o grau de associacdo das mesmas
variaveis com o tempo decorrido apés a morte (r = - 0,819; r = - 0,836), € possivel
perceber que esta ultima é mais forte do que a relacdo com o pH. Sendo assim, a
relacdo do pH com a quantidade de DNA dos cabelos ndo é considerada téo
significativa. Em relacdo aos demais dados analisados, estes ndo apresentam
correlagdo entre si, demonstrando a auséncia de qualquer correlacdo
estatisticamente relevante dos parametros fisico-quimicos da agua do mar com a

guantidade e degradacdo do DNA dos cabelos.

3.3ANALISE DE PERFIS GENETICOS

A analise dos fragmentos de STR foi realizada para todas as amostras de
cabelo recolhidas no procedimento experimental. Os perfis genéticos obtidos foram
classificados como completos, incompletos ou ausentes. Pela observagéo da Figura
11, parece haver uma correlagdo entre 0 aumento do numero de perfis incompletos

e/ou ausentes e 0 numero de dias apds a morte.
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Figura 11 Classificagdo dos perfis genéticos obtidos através da andlise dos STR

nas amostras de cabelo recolhidas do cadaver.

Foram observados perfis genéticos completos do dia 12 ao dia 20 e nos dias
24 e 25 ap0Os a morte, sendo que a maior quantidade de perfis completos foi obtida
nas amostras recolhidas do cadaver nos primeiros 5 dias do estudo. No 12° dia apos
a morte, ou seja, no primeiro dia da experiéncia, foram recolhidos 3 cabelos
diretamente da cabeca do cadaver. Estes cabelos ndo estiveram expostos a agua
do mar, tendo-se obtido perfis completos nas trés amostras. Este resultado é
importante pois demonstra que ndo houve degradacdo significativa do material
genético dos cabelos do cadaver nos 12 dias que passaram desde a morte até o
comeco da experiéncia, possivelmente pelo facto do cadaver ter sido armazenado
no frio nas instalagdes do INMLCF-DN, estando por isso conservado. Por sua vez, é
percetivel o0 aumento na quantidade de perfis genéticos incompletos e ausentes ao
longo dos dias do procedimento experimental, demonstrando que quanto mais
tempo os cabelos permaneceram em contacto com a agua do mar, maior foi a

degradacéo e a perda do material genético.

De acordo com o gréafico da Figura 11, ainda que a quantidade de cabelos
com perfil genético completo tenha diminuido com o passar dos dias, provavelmente
devido ao aumento da degradacdo do DNA, este tipo de perfil ainda pode ser
observado 14 dias depois dos cabelos permaneceram em contacto com a agua do
mar. Estes resultados sdo promissores, visto que, apesar da degradacao do material
genético, é possivel realizar a identificagdo de cadaveres encontrados neste tipo de

7

ambiente ap6s um periodo superior a uma semana. Este facto € importante,
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principalmente, quando ja ndo for possivel obter perfis genéticos completos através
da analise de outras estruturas do corpo.

Além dos aspetos citados acima, ao observar as tabelas no Anexo Il e
Anexo lll, é notéria a relacdo dos perfis genéticos obtidos com a diminuicdo da
guantidade e o aumento da degradacdo do DNA das amostras e com as fases de
crescimento dos cabelos. O niumero de perfis genéticos completos € maior quanto
maior for a quantidade de DNA e menor for a degradacdo do mesmo. Por sua vez,
0s cabelos que se encontram nas fases de anagénese ou de catagénese permitem
com maior frequéncia a obtencéo de perfis genéticos completos do que os cabelos

gue estdo na Ultima etapa de crescimento, ou seja, na fase de telogénese.
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CONCLUSAO



IV. CONCLUSAO

A andlise do DNA das amostras de cabelo pertencentes ao cadaver, sujeitas
a submersao total ou parcial em agua do mar, demonstrou haver uma correlacéo
entre o aumento da degradacdo do DNA e a diminuigdo da quantidade de DNA com
0 aumento dos dias decorridos apds a morte. Estes resultados estdo de acordo com
0 esperado, uma vez que estdo em conformidade com estudos anteriores que

analisaram a degradacéo do DNA de cabelos submersos em agua.

O presente estudo demonstrou que o método de andlise da quantidade e do
indice de degradacao do DNA dos cabelos do cadaver, quando submersos em agua
do mar, apresenta potencial para a estimativa do intervalo post mortem. Apesar do
facto da degradacdo do DNA dos cabelos total e parcialmente submersos, quando
analisados em separado, ndo ter demonstrado uma correlagdo estatisticamente
significativa com os dias decorridos apés a morte, todas as outras variaveis
analisadas (quantidade de DNA dos cabelos totalmente submersos, quantidade de
DNA dos cabelos parcialmente submersos, quantidade e indice de degradacéo de
todos os cabelos) demonstraram correlacdes fortes e moderadas com o tempo
decorrido apds a morte, sendo estas Ultimas as mais indicadas a serem utilizadas

em pesquisas futuras para a estimativa do PMI.

Relativamente a andlise dos fragmentos de STR, ainda que a quantidade de
cabelos com perfil genético completo tenha diminuido com o passar dos dias da
experiéncia, foi possivel a observacao deste tipo de perfil 14 dias apds a submerséo
dos cabelos em 4gua do mar. Estes resultados sdo relevantes, principalmente,
guando ja néo for possivel obter perfis genéticos completos através da analise de
outras estruturas do corpo, o que torna este método promissor na area de genética

forense.

7

Apesar dos resultados positivos obtidos neste projeto, é importante a
elaboracdo de mais estudos como o realizado que disponham de uma quantidade

maior de amostragem, a fim de melhorar a precisao do método.

No final deste projeto foi possivel perceber que a analise do DNA dos
cabelos de cadaveres submersos em agua do mar demonstra ter potencial tanto
para ser utilizada como mais uma ferramenta na estimativa do intervalo post mortem
guanto para a identificacdo de individuos por periodos que sdo considerados mais

longos quando comparados com métodos que utilizam érgdos e outros tecidos
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moles para analise. Deste modo, este método de andlise parece promissor para

pesquisas futuras na area das ciéncias forenses.
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ANEXOS



VI. ANEXOS

e ANEXO I

Resultados obtidos na medi¢cao dos parametros fisico-quimicos da agua do
mar utilizada na experiéncia. A 4gua destilada, utilizada como controlo negativo,
apresentou densidade igual a 1 g/ml e salinidade igual a 0 %o, demonstrando a

correta calibragédo do aparelho.

Dias apésa Temperatura Densidade Salinidade
morte (2C) = (g/ml) (%o)
12 17 7,99 1,022 30
13 17 7,24 1,04 54
14 18 7,36 1,009 13
15 18 7,32 1,011 16
16 19 7,33 1,007 11
17 18 7,37 1,012 17
18 18 7,42 1,012 17
19 18 7,45 1,018 25
20 19 7,43 1,015 21
21 18 7,45 1,011 16
22 19 7,46 1,011 16
23 19 7,47 1,013 18
24 19 7,52 1,012 17
25 19 7,5 1,01 14
26 18 7,56 1,013 18
27 18 7,52 1,009 13
28 17 7,76 1,011 16
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e ANEXO I

Caracteristicas dos cabelos recolhidos ao cadaver, observadas ao

microscopio 6tico.

Dias X Extremidade Proximal Medula X
) Estado de Comprimento Extremidade
apos a ~ Cabelo Cor Fase de _ .
submersdo (cm) Bolbo i Estado Descrigdo Distal
morte crescimento
Nio c1 10.5 preto presente catagénese presente continua danificada
12 submersos Cc2 8 branco presente catagénese presente continua danificada
u . , o
Cc3 10 preto presente catagénese presente descontinua danificada
Cc4 2 branco presente telogénese presente descontinua danificada
Totalmente . = Al
submersos C5 4.5 branco presente telogénese ausente ndo aplicdvel cortada
13 C6 5 branco presente telogénese presente fragmentada danificada
. Cc49 7 branco presente telogénese presente continua cortada
Parcialmente i »
submersos C50 4,5 branco presente anagénese presente fragmentada danificada
u
C51 8 branco presente catagénese presente descontinua cortada
Cc7 5 branco presente catagénese presente descontinua quebrada
Totalmente i 3
submersos c8 6 branco presente catagénese presente continua cortada
14 Cc9 3.5 branco presente catagénese presente descontinua cortada
. C52 7 branco presente catagénese presente continua cortada
Parcialmente ) )
submersos C53 7 branco presente telogénese presente descontinua cortada
C54 4,5 branco presente telogénese presente continua cortada
c10 2 branco presente catagénese ausente ndo aplicdvel quebrada
Totalmente ) i .
submersos Cc11 2.5 branco presente telogénese presente descontinua danificada
15 C12 7 preto presente telogénese presente continua cortada
. C55 5 branco presente catagénese presente continua cortada
Parcialmente ) 3
b C56 5,5 branco presente telogénese presente continua quebrada
submersos . ,
C57 7,5 branco presente catagénese presente continua cortada
C13 5 branco presente catagénese presente continua quebrada
Totalmente ) 3
Cl4 6 branco presente telogénese presente continua cortada
submersos i i
16 C15 7 branco presente catagénese presente descontinua cortada
. C58 6 preto presente catagénese presente descontinua cortada
Parcialmente ] ,
C59 4 branco presente catagénese presente descontinua quebtrada
submersos , -
C60 5 branco presente anagénese presente fragmentada danificada
Cl6 3.5 branco presente telogénese presente continua cortada
Totalmente , . o
submersos Cc17 4.5 branco presente telogénese presente continua danificada
17 C18 4 branco presente telogénese presente fragmentada quebrada
. Cc61 6,5 branco presente catagénese presente continua quebrada
Parcialmente , ,
b C62 8,5 branco presente catagénese presente descontinua cortada
submersos
Cce3 7,5 branco presente catagénese presente continua quebrada
C19 5.5 branco presente telogénese presente continua quebrada
Totalmente . i
submersos Cc20 5 branco presente telogénese presente descontinua cortada
18 Cc21 6 branco presente telogénese presente continua quebrada
. ce4 8 branco presente catagénese presente continua quebrada
Parcialmente ,
submersos Cce65 6 branco presente catagénese presente fragmentada quebrada
u . P .
Ce6 15 branco presente telogénese presente continua danificada
C22 5 branco presente telogénese presente continua cortada
Totalmente . q
submersos c23 5 branco presente telogénese presente continua quebrada
19 c24 5.5 branco presente telogénese presente continua danificada
. ce7 2 preto presente telogénese presente fragmentada danificada
Parcialmente , , .
submersos Cc68 3 branco presente anagénese presente continua danificada
C69 7 branco presente catagénese presente continua cortada
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Total . C25 5.5 branco presente catagénese presente descontinua cortada
otalmente
submersos C26 1 branco presente anagénese presente continua cortada
20 Cc27 2.5 branco presente telogénese presente continua danificada
. C70 4,5 branco presente catagénese presente continua quebrada
Parcialmente , . .
b Cc71 2 branco presente anagénese presente descontinua danificada
submersos
C72 6,5 branco presente catagénese presente continua quebrada
Cc28 15 branco presente anagénese presente fragmentada danificada
Totalmente i . o
submersos Cc29 4 branco presente catagénese ausente ndo aplicdvel cortada
27 C30 5 branco presente telogénese presente continua quebrada
. Cc73 7 branco presente catagénese presente continua cortada
Parcialmente J 3
b C74 6 branco presente catagénese presente continua quebrada
submersos
C75 6,5 branco presente catagénese presente continua guebrada
C31 3,5 branco presente telogénese presente continua quebrada
Totalmente , .
submersos C32 3,5 branco presente telogénese presente descontinua cortada
2 C33 4 branco presente telogénese presente continua danificada
. C76 3,5 preto presente catagénese presente fragmentada danificada
Parcialmente ) , "
b Cc77 2,5 branco presente anagénese presente continua danificada
submersos
C78 7 branco presente catagénese presente descontinua  cortada
C34 7 branco presente telogénese presente continua quebrada
Totalmente , a
submersos C35 7,5 branco presente telogénese presente continua quebrada
23 C36 2 branco presente anagénese presente continua danificada
. C79 8 branco presente catagénese presente continua cortada
Parcialmente , , .
submersos C80 7,5 preto presente anagénese presente descontinua danificada
c81 8 branco presente catagénese presente continua cortada
C37 6 branco presente anagénese presente continua quebrada
Totalmente , .
submersos C38 7 branco presente anagénese presente continua cortada
24 C39 7,5 branco presente catagénese presente continua quebrada
. Cc82 5 branco presente catagénese ausente ndo aplicivel cortada
Parcialmente i ,
submersos c83 6 branco presente catagénese presente descontinua quebrada
u
c84a 6 branco presente catagénese ausente ndo aplicdvel cortada
C40 3,5 branco presente telogénese presente continua quebrada
Totalmente ) )
submersos C41 8,5 branco presente telogénese presente continua quebrada
2% Cc42 7,5 branco presente telogénese presente continua quebrada
. Cc85 7 branco presente catagénese ausente ndo aplicivel cortada
Parcialmente , , -
submersos C86 1 branco presente anagénese presente descontinua danificada
u . = .
Cc87 5 branco presente anagénese ausente ndo aplicidvel quebrada
c43 5 branco presente telogénese presente fragmentada cortada
Totalmente j B
submersos C44 5 branco presente telogénese presente continua cortada
2 C45 5,5 branco presente telogénese presente continua quebrada
. Cc88 6 branco presente catagénese ausente ndo aplicavel danificada
Parcialmente i 3
submersos C89 6 branco presente catagénese presente continua cortada
u r
C90 5 branco presente catagénese presente fragmentada cortada
C46 4 branco presente telogénese presente descontinua quebrada
Totalmente , 3
submersos c47 7 branco presente telogénese presente continua quebrada
27 Cc48 4,5 branco presente telogénese presente continua cortada
. Cc91 8,5 branco presente telogénese presente fragmentada cortada
Parcialmente , , .
b C92 1 branco presente telogénese presente descontinua danificada
submersos
C93 6,5 branco presente catagénese presente continua quebrada
Cc94 7 branco presente anagénese presente continua danificada
Totalmente , 3
C95 6 branco presente telogénese presente continua cortada
submersos i
28 C96 7 branco presente telogénese presente fragmentada cortada
. c97 5 branco presente catagénese presente continua guebrada
Parcialmente , ,
b C98 5 branco presente catagénese presente continua guebrada
submersos
C99 5 branco presente catagénese presente continua cortada
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e ANEXO Il

Resultados obtidos relativos a quantidade de DNA nuclear e ao indice de

degradacdo do DNA dos cabelos recolhidos ao cadaver e respetiva classificagao

dos perfis genéticos obtidos nessas amostras.

Dias Quantidade de indice de .
) Estado de . Perfil
apos a ~ Cabelo DNA humano degradagdo do L.
submersdo genético
morte (ng/pL) DNA
NZo C1 0,2175 2,6728 completo
12 C2 0,6362 0,9535 completo
submersos
Cc3 0,6052 1,3881 completo
c4 0,0015 10,496 incompleto
Totalmente )
C5 0,0021 79,623 incompleto
submersos .
13 C6 0,0038 1,9954 incompleto
. C49 0,007 1,4165 incompleto
Parcialmente
C50 0,0785 1,8427 completo
submersos
C51 0,5117 1,088 completo
c7 0,1034 2,5243 completo
Totalmente
Cc8 0,5525 2,7507 completo
submersos
14 c9 0,2372 1,475 completo
. C52 0,3415 1,6467 completo
Parcialmente .
submersos C53 0,0152 10,7675 incompleto
C54 0,0001 ausente
C10 0,0813 1,7433 completo
Totalmente
C11 0,0001 ausente
submersos
15 C12 0,0004 ausente
. C55 1,1507 1,1633 completo
Parcialmente
submersos C56 0,0009 ausente
C57 1,5062 1,2747 completo
C13 0,1406 2,5869 completo
Totalmente .
C14 0,0036 5,5739 incompleto
submersos
16 C15 0,0472 2,7529 completo
. C58 0,1578 1,2116 completo
Parcialmente
submersos C59 0,4751 1,2597 completo
Ce60 0,6167 1,2902 completo
Cle 0,0005 3,3745 ausente
Totalmente
C17 0,0001 ausente
submersos .
17 C18 0,0037 4,1969 incompleto
. Cce1l 0,004 2,7234 incompleto
Parcialmente
submersos C62 0,0975 1,4366 completo
C63 0,0295 1,8799 incompleto
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C19 0,0006 2,1969 ausente
Totalmente .
C20 0,0122 3,3442 incompleto
submersos
18 Cc21 0,0022 2,9803 incompleto
. Ce4 0,0076 5,7006 incompleto
Parcialmente
C65 0,3086 2,4408 completo
submersos
ce66 0,0001 2,1634 ausente
C22 0,0005 ausente
Totalmente .
C23 0,0029 4,813 incompleto
submersos
19 C24 0,0009 8,8673 ausente
Parcialmente ce7 ausente
submersos C68 0,0002 1,7187 ausente
C69 0,097 2,4702 completo
C25 0,0008 ausente
Totalmente
C26 ausente
submersos
20 Cc27 ausente
. C70 0,0832 1,7617 completo
Parcialmente .
Cc71 0,0175 22,6673 incompleto
submersos
C72 0,1557 4,2829 completo
C28 0,0005 ausente
Totalmente
C29 0,0009 ausente
submersos
27 C30 0,0031 ausente
. C73 0,0092 9,4555 incompleto
Parcialmente .
submersos C74 0,0142 4,9148 incompleto
C75 0,0392 2,8469 incompleto
C31 0,0003 ausente
Totalmente
C32 0,0001 ausente
submersos
22 C33 0,0009 7,6593 ausente
. C76 0,0019 27,7213 ausente
Parcialmente .
Cc77 0,0131 4,9944 incompleto
submersos .
C78 0,0059 19,5504 incompleto
C34 ausente
Totalmente .
C35 0,0048 3,7852 incompleto
submersos
23 C36 ausente
. C79 0,006 14,7665 ausente
Parcialmente
C80 0,0038 ausente
submersos .
Cc81 0,0909 12,4728 incompleto
C37 0,0003 2,2774 ausente
Totalmente .
C38 0,0009 3,7823 incompleto
submersos
24 C39 0,0015 4,3366 incompleto
Parcialmente C82 0,003 6,3606 ausente
submersos C83 0,0367 3,3927 completo
Cc84 0,0972 2,7453 completo
Cc40 0,0019 5,1125 incompleto
Totalmente )
C41 0,0046 2,9265 incompleto
submersos )
25 C42 0,006 1,972 incompleto
. C85 0,0101 4,1619 incompleto
Parcialmente .
C86 0,0403 6,6101 incompleto
submersos
c87 0,2179 2,2262 completo

58



ausente

C43 0,0008 2,3089
Totalmente
Cc44 0,0009 3,9982 ausente
submersos .
26 C45 0,0029 4,0854 incompleto
. C88 0,0051 5,0876 incompleto
Parcialmente .
submersos c89 0,0204 3,7598 incompleto
C90 0,0013 ausente
Ca6 0,0001 2,9107 ausente
Totalmente .
Cca7 0,0034 4,289 incompleto
submersos
27 C48 0,0014 20,6559 ausente
. ca1 0,0056 5,2424 ausente
Parcialmente
C92 0,0005 2,4349 ausente
submersos
C93 0,0023 1,9999 ausente
Cc94 0,0001 ausente
Totalmente
C95 0,0018 ausente
submersos
28 C96 0,0008 ausente
. c97 0,0014 2,4284 ausente
Parcialmente
C9o8 0,0015 2,3994 ausente
submersos
c99 0,002 5,5454 ausente
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e ANEXO IV

Célculo das médias e dos logaritmos referentes a quantidade de DNA
nuclear e ao indice de degradacdo do DNA de todos os cabelos analisados na

experiéncia.

Dias ap6s Média da Logaritmo da média da Média do indice Logaritmo da média
quantidade de DNA quantidade de DNA  de degradagdo do indice de
a morte .
humano (ng/uL) humano (ng/uL) do DNA degradagdao do DNA
12 0,486 -0,31 1,67 0,22
13 0,101 -1,00 3,37 0,53
14 0,208 -0,68 3,83 0,58
15 0,457 -0,34 1,39 0,14
16 0,24 -0,62 2,45 0,39
17 0,023 -1,65 2,72 0,43
18 0,055 -1,26 3,14 0,50
19 0,02 -1,69 4,47 0,65
20 0,064 -1,19 9,57 0,98
21 0,011 -1,95 5,74 0,76
22 0,004 -2,43 14,98 1,18
23 0,026 -1,58 10,34 1,01
24 0,023 -1,63 3,82 0,58
25 0,047 -1,33 3,83 0,58
26 0,005 -2,28 3,85 0,59
27 0,002 -2,65 6,26 0,80
28 0,001 -2,89 3,46 0,54
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e ANEXOV

Célculo das médias referentes a quantidade de DNA nuclear e ao indice de

degradacdo do DNA dos cabelos analisados na experiéncia de acordo com o0s

fragmentos a que pertencem.

Quantidade de DNA Quantidade de DNA
humano (ng/pL) do degradagio do DNA degradacio do DNA
do fragmento 1

Dias apds
a morte

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

humano (ng/pL) do
fragmento 1

0,486
0,002
0,298
0,027
0,064
0,001
0,005
0,001
0,001
0,002

0,005
0,001
0,004
0,002
0,002
0,001

fragmento 2

0,486
0,199
0,119
0,886
0,417
0,044
0,105
0,049
0,085
0,021
0,007
0,034
0,046
0,089
0,009
0,003
0,002

indice de

1,67
30,70
2,25
1,74
3,64
3,79
2,84
6,84

7,66
3,79
3,47
3,34
3,46
9,29

indice de

do fragmento 2

1,67
1,45
6,21
1,22
1,25
2,01
3,43
2,09
9,57
5,74
17,42
13,62
4,17
4,33
4,42
3,23
3,46
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ANEXO VI

Célculo dos logaritmos referentes a quantidade de DNA nuclear e ao indice

de degradacdo do DNA dos cabelos analisados na experiéncia de acordo com 0s

fragmentos a que pertencem.

Dias apds
a morte

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

Quantidade de DNA
humano (ng/pL) do
fragmento 1

-0,31
-2,60
-0,53
-1,56
-1,20
-2,85
-2,30
-2,85
-3,10
-2,82
-3,40
2,32
-3,05
-2,38
2,82
-2,80
-3,05

Quantidade de DNA
humano (ng/pL) do degradagio do DNA degradacio do DNA

fragmento 2 do fragmento 1

-0,31
-0,70
-0,92
-0,05
-0,38
-1,36
-0,98
-1,31
-1,07
-1,68
-2,16
-1,47
-1,34
-1,05
-2,05
-2,55
-2,80

indice de

0,22
1,49
0,35
0,24
0,56
0,58
0,45
0,84

0,88
0,58
0,54
0,52
0,54
0,97

indice de

do fragmento 2

0,22
0,16
0,79
0,09
0,10
0,30
0,54
0,32
0,98
0,76
1,24
1,13
0,62
0,64
0,65
0,51
0,54
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ANEXO VII

Autorizacdo pela comissédo de ética do INMLCF-DN para a realizacdo do

projeto.
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