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INTRODUCAO

Na identificagdo genética de restos cadavéricos humanos é fundamental a selecgdo do material biologico a submeter a analise genética, revestindo-se de importancia relevante a escolha das
amostras mais adequadas ao estado dos restos cadavéricos. A capacidade de estudar o ADN pela técnica de PCR (polimerase chain-reaction) permite analisar quantidades de ADN
reduzidas, isoladas a partir de dentes e de fragmentos 6sseos('-%), bem como a partir de unhas(. Contudo, o problema que surge quando se trabalha com ADN destas amostras é a
degradagéo da cadeia de ADN que ocorre ap6s a morte, a prépria contaminagdo por ADN microbiano elou a presenca de inibidores da PCR (9,

Verificou-se que dos 4306 individuos estudados em polimorfismos de ADN, pertencentes a exames forenses no ambito do foro civel, 67 eram individuos cadaveres, que necessitaram de
esclarecimento da sua identidade ou que eram intervenientes em exames de investigacdo biolégica de filiagdo e para tal houve necessidade de recorrer a exumagdo. Em 73% destes
individuos nao foi possivel trabalhar com amostras de sangue porque o estado do cadaver nao o permitia. Em alternativa, o estudo do perfil genético recaiu sobre outro material biolégico
disponivel. Os perfis genéticos de 5 individuos foram estudados a partir de unhas, comparados com dentes e/ou ossos do proprio e identificados por analise comparativa com os perfis dos
supostos familiares.

MATERIAL E METODOS

Caso Idade sexo Intervalo condigdes local
Aprox. Post-mortem Post-mortem
1 ? ? 2 meses membro superior putrefacto terreno
Estédo apresentados 5 casos de identificagdo humana através 2 +20A M 2 meses putrefacto 4gua salgada
de unhas arrancadas e limpas que chegaram ao laboratério e 3 ? ? + 2 meses Putrefacto terrago
pertenciam a cadaveres caracterizados de acordo com o 4 +60A M ? completamente courificado casa abandonada
quadro: 5 <35A M ? decomposigdo avangada com terreno seco

courificagao e pés mumificados

Foram retirados cerca de 4 mm da matriz de cada unha ( 2 a 3 por caso), lavadas em agua distilada. As amostras foram depois digeridas em tampao de extracgao com proteinase K. O
ADN foi isolado pelo método de fenol- cloroférmio seguida de concentragdo com microcon - 100. Quando houve necessidade de trabalhar com ossos elou dentes, estes foram
reduzidos a po, antes de se iniciar o processo da digestdo enzimatica. O ADN dos possiveis familiares foi extraido de manchas de sangue ou zaragatoas bucais, pelo método de
chelex -100. A amplificagdo do ADN foi efectuada num termociclador 9600 ou 9700 (Applied Biosystem), de acordo com as recomendagdes dos manuais dos Kits PowerPlex® 16
System (Promega, AmpFistr® Identifiler e AmpFIstr®SGM plus (Applied Biosystem). Os fragmentos de ADN obtidos foram detectados num sequenciador ABI PRISM 3100 e analisados

Eelo software Genescan®3.7 ‘Agglied Biosystem). A leitura automatica foi efectuada com o software Genotyper ®3.7 ( Applied Biosystem).
RESULTADOS

Caso 2 - Nao foi possivel obter o perfil de ADN a partir das

Caso 1 - Nao encontramos nenhuma contradicado entre os resultados unhas, contudo foi possivel obter ADN em quantidade e
genéticos obtidos nas unhas colhidas no membro superior, encontrado qualidade suficiente a partir dos dentes para se proceder a
dois meses apés a morte, e os resultados provenientes da amostra de comparagdo com os supostos progenitores.
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Caso 3 - Comparagéo de resultados dos perfis entre as unhas e fragmentos
fragmentos dsseos. De notar que no perfil do osso a quantidade de ADN é
menor resultando assim na perda de sensibilidade para serem detectados Caso 4 - Comparago entre o perfil de ADN da unhas do
alguns alelos. Resultados semelhantes foram obtidos no caso 5 cadaver e o perfil genético de uma das filhas.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A identificagao, pelas unhas, foi possivel em 4 das 5 vitimas estudadas. O facto de néo ter sido possivel obter um perfil genético num dos casos, pode dever-se, provavelmente, a permanéncia
do cadaver em agua salgada (caso2). Nos dentes, foram obtidos resultados porque a dentina e o esmalte protegem a polpa, constituida por grande densidade celular e deste modo, a
recuperagdo do ADN é maior.

As unhas oferecem uma oportunidade para identificar cadaveres, por andlise genética comparativa com supostos familiares, contudo ha que ter em atengao que a taxa de sucesso dos|
resultados depende do tipo de material biolégico, do estado de cadaver, do local em que o mesmo foi encontrado, do intervalo post-mortem(. Por outro lado, verificou-se que, em alguns casos,
os fragmentos amplificados de maiores dimensdes sdo mais dificeis de detectar do que os de menores dimensoes (caso 3), podendo este facto ser devido a molécula de ADN estar parcialmente
fragmentada.

A metodologia de extraccdo de ADN das unhas torna-se vantajosa relativamente a usada para os dentes e ossos.

Antes de se proceder a digestdo proteolitica, os ossos sdo laminados com auxilio de serra eléctrica, em finissimas lascas, e posteriormente reduzidos a pé por ac¢ao de azoto liquido, num
criotriturador 6750 freezer mill. No caso dos dentes, o procedimento é semelhante ndo havendo contudo necessidade de utilizar a serra. Relativamente as unhas o procedimento inicia-se com a
digestao proteolitica, logo apés a desinfeccao inicial. Deste modo, o protocolo de extraccao de ADN das unhas torna-se mais rapido e menos dispendioso. Além disso a manipulagéo do azoto
liquido acarreta riscos para o técnico uma vez que se trata de um gas inodoro e liquefeito a uma temperatura de -210°C, provocando acidentalmente queimaduras graves, e intoxicagdo sem que
possam ser perceptiveis.

As unhas sdo um meio alternativo para a identificagdo genética, contudo o perito médico-legal devera ter em consideragéo que para além das unhas deve colher outro tipo de amostra biolégica.
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