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Introducéao

A possibilidade de deteccdo de substancias
organicas em 0SSOS representa uma importante
alternativa para as andlises quimicas com finalidade
forense. Matrizes biolégicas como sangue e visceras
sdo comumente utilizadas na prética forense, porém
sofrem rapida decomposicao tornando-se
indisponiveis algumas semanas apds a morte. A
medula Ossea, por seu conteldo lipidico e alta
vascularizagdo, pode conter até o dobro da
concentragdo sanguinea de farmacos. Por estar
protegida pela matriz éssea, a medula tem seu
contelido preservado por um tempo maior, de meses
ou anos, dependendo da estabilidade de cada
substancia’.

A andlise quimica de substéncias em medula 6ssea
utiizando meétodos como a CG-EM exige um
criterioso pré-tratamento da matriz éssea. A literatura
relata algumas formas de pré-tratamento dessa
matriz bioldgica para estudos antropoldgicos, analise
de DNA, e museologia. Porém, em nenhum desses
casos a medula 6ssea deixa de sofrer a acdo das
substancias utilizadas nos processos de limpeza®.
Os métodos empregados para a remocao dos tecidos
moles e ligamentos geralmente utilizam &gua quente,
detergentes, alvejantes, perdxido de hidrogénio ou
insetos necrofagos®. A utilizagdo de alvejantes e
peroxido de hidrogénio promove o consumo do calcio
presente no 0sso, colocando em risco a integridade
da medula 6ssea. JA& o uso de insetos e da
maceragdo em agua quente sdo processos lentos e
conferem a amostra um odor extremamente
desagradavel. A escolha das melhores condi¢bes
experimentais varia com a finalidade analitica. Para
fins de analise quimica forense é indispensavel que a
medula 6ssea mantenha-se preservada.

Assim sendo, este estudo objetivou apresentar um
método para o pré-tratamento de 0ssos por meio de
digesté@o enzimética, utilizando a enzima subtilisina.

Metodologia

Inicialmente, foi realizado um criterioso planejamento
objetivando a otimizacdo dos experimentos. As
condi¢bes experimentais consistiram em deixar os
0ss0s imersos em uma solucdo de subtilisina em
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tampéo alcalino, a 60°C, variando a concentragdo da
enzima e o0 tempo de reacdo. Apds cada
experimento, os ossos foram lavados com agua
destilada, secos a temperatura ambiente e
submetidos a um processo de corte e fragmentagéo

para viabilizar a coleta da medula dssea.

Resultados e Discussao

Os resultados indicaram que o procedimento

executado foi eficaz para a limpeza externa da peca
Ossea (Figura 1).

Figura 1. Osso antes e ap6s o processo de limpeza.

A utilizacdo de solucdo enzimatica para essa
finalidade tem como principais vantagens a
preservacdo da medula 6ssea e 0 menor tempo de
execucdo. A enzima subtilisina foi escolhida devido
ao seu alto poder proteolitico. Sob condicdes ideais
de atividade, hidrolisou rapida e eficientemente os
tecidos moles e conectivos deixando 0 0SSO
devidamente limpo.

Conclusdes

A digestdo enzimética mostrou-se uma ferramenta
bastante eficaz no processo de pré-tratamento de
0ss0s para a analise quimica forense.
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