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RESUMO

A identificacdo genética de desconhecidos nao figura,
em termos quantitativos, no topo das pericias realizadas
por um servico de genética forense em Portugal. Se por
um lado a identificacdo genética de um individuo des-
conhecido sé tem lugar quando nenhum outro método
cientifico de identificacdo individual permitiu uma iden-
tificacdo positiva, por outro lado, a mesma, em grande
escala, sé tem lugar nos casos de desastres de massa com
considerdveis nimeros de vitimas, os quais, ndo tem lugar
com registo na histéria contemporanea de Portugal. Nao
obstante a reduzida casuistica dos casos de identificacdo
genética de desconhecidos em Portugal, nao podemos
deixar de atribuir realce ao importante papel, quer em
termos sociais quer humanitarios, desta ferramenta que
a genética forense disponibiliza.

Neste capitulo abordamos a identificacdo genética de
desconhecidos fazendo uma retrospectiva histérica de
casos com especial impacto ou interesse, passando por
aspectos como o ambito de aplicacdo da identificacdo
genética, bem como por aspectos mais técnicos como
o tipo de amostras estudadas, os procedimentos labo-
ratoriais utilizados e os principais obstaculos ao sucesso
da pericia de identificacdo genética de desconhecidos.
O modesto e despretensioso contributo que aqui deixa-
mos ndo se apresenta como um referencial técnico ou
cientifico sobre esta matéria, mas sim como um docu-
mento simultaneamente Util e acessivel ao entendimento
de operadores tao diversos como juristas ou magistrados,
médicos e demais especialistas das areas médicas e biomé-
dicas, bem como a estudantes e estudiosos de nivel pré e
pos-graduado desta drea em que todos confluem com o
objectivo Ultimo de, em primeira instancia, servir a justica
e, em ultima instancia, servir o bem e a causa publica.
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SUMMARY

Genetic identification of unknown missing persons is
not on the top of exams performed by a forensic ge-
netics service in Portugal. If on one hand the genetic
identification of an unknown individual only takes place
when no other scientific individual identification method
allowed a positive identification, on the other hand, it
only takes place on a large scale in case of mass disasters
with considerable number of victims, which has no place
in Portuguese contemporary history. Despite the small
sample size of genetic identification cases of unknown
persons in Portugal, we cannot fail to give prominence
to the role, either in social or humanitarian terms, of
this tool provided by forensic genetics.

In this chapter we discuss the genetic identification of
unknown persons making a historical retrospective of
cases with special impact or interest, through aspects
such as the scope of genetic identification, as well as more
technical aspects such as the type of analyzed samples,
the laboratory procedures and the main obstacles to the
success of the genetic identification exams of unknown
persons.

The modest and unpretentious contribution we leave
here is not presented as a technical or scientific refe-
rence on this matter, but as an useful and accessible
understanding to the operators as diverse as lawyers
and judges, doctors and other experts in medical and
biomedical areas, as well as students and scholars of
pre and post-graduate level of this area where all con-
verge with the ultimate aim of, in the first instance,
serve the justice, and ultimately, serve the good and
the public cause.
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1. NOTA INTRODUTORIA

A Assembleia Geral da Organizacao das
Nacdes Unidas (ONU) proclamou, a 10 de
Dezembro de 1948, a Declaracdo Universal dos
Direitos do Homem. Esta declaracdo prevé, no
ambito dos direitos fundamentais do Homem,
o direito, por todos os individuos, em todos os
lugares, ao reconhecimento da sua personalidade
juridica, o que, de entre multiplas e diversas im-
plicacdes significa, também, que todo o Homem
tem direito, em todos os lugares, e, em todas as
situacbes, ao reconhecimento da sua identidade,
e, portanto a sua identificacao individual.

Contrariamente ao que se passa com a maior
parte dos individuos vivos ou cadaveres humanos
frescos, a identificacao visual nao tem aplicacao
ou utilidade nos casos de cadaveres em avanca-
dos estados de decomposicao, maioritariamente
cadaveres esqueletizados, em remanescentes hu-
manos, em cadaveres recentes que apresentem
mutilacdes, e em particular mutilacoes faciais, e,
nem mesmo, em individuos vivos indocumentados
qgue ndo tenham, ou afirmem néo ter, memoria
da sua identidade. Nestes casos, de acordo com
orientacdes e consenso internacionais, a identi-
ficacdo individual médico-legal é realizada, sem-
pre que possivel, recorrendo a lofoscopia ou a
informacdo médico-dentédria. Quando nenhum
destes métodos permitiu a identificacdo individual
a genética forense é chamada a intervir.

Sendo, qualquer um dos métodos de iden-
tificacdo individual, métodos de natureza com-
parativa, a lofoscopia, relativamente a genética
forense, tem, em principio e na maior parte dos
casos, a vantagem de ter quase sempre disponi-
veis dados para comparacdo em registos oficiais.
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E muito reduzido o numero de situacbes em que
um individuo ndo tem a sua impressao digital
registada em arquivos. J& no que concerne a
registos médico-dentarios existem em numero
muito reduzido se comparados com os registos
lofoscopicos oficiais.

J& acima referimos que todos os métodos
de identificacdo individual humana sao méto-
dos comparativos, e, por este facto e porque é
indiscutivel que quanto menor e mais especifico
for o grupo a que pertence o individuo ou resto
humano a identificar, maior serd a probabilida-
de de alcancarmos uma identificacdo individual
positiva. Assim, o contributo prévio da antropo-
logia forense, na orientacdo da investigacao da
identidade, é de valor inestimavel.

A antropologia forense tenta estimar o sexo
do cadaver, uma idade aproximada, a estatura, a
afinidade populacional, o tempo decorrido post
mortem, quando aplicavel, e, ainda, eventual-
mente, aponta algumas causas e circunstancias
da morte, com vista a restringir o leque de su-
postos individuos. Com este trabalho prévio o
sucesso da intervencao da lofoscopia, da medicina
dentaria ou mesmo da genética forense é, cer-
tamente, muito maior e mais provavel (Amorim
etal., 2011a).

Os métodos de genética forense, sendo mais
laboriosos e incomparavelmente mais dispendio-
s0s, implicam, a semelhanca de qualquer método
de identificacdo individual, a existéncia de dados
anteriores para comparacao. A identificacdo gené-
tica individual implica a existéncia de uma amostra
de referéncia do suposto individuo, previamente
colhida e devidamente identificada, ou, alternati-
vamente, implica a existéncia de ascendentes, des-
cendentes ou outros individuos com parentesco
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biolégico com o suposto individuo, sendo, num
numero consideravel de casos, a Unica forma de
alcancar a identificacao individual positiva.

A identificacdo genética de um individuo é
realizada pela determinacgao do seu perfil genético
individual, o qual é obtido pela determinacao
da combinacado das caracteristicas genéticas que
este individuo apresenta num determinado con-
junto de marcadores estudados no seu genoma.
Actualmente, de acordo com as recomendacdes
do European DNA Profiling Group (EDNAP), os
marcadores genéticos de eleicdo para a determi-
nacdo de um perfil genético individual sdo /oci
de regides microsatélite do ADN, habitualmente
designados por Short Tandem Repeats (STR). O
numero e os /oci utilizados para a determinacao de
um perfil genético individual apresentam alguma
variacao a nivel internacional, sendo definidos
localmente pelas autoridades politicas e judiciarias
territorialmente competentes.

2. RETROSPECTIVA HISTORICA
DE CASOS DE IDENTIFICACAO
GENETICA DE DESCONHECIDOS,
COM ESPECIAL IMPACTO

OU INTERESSE

A Genética Forense, no ambito da identifi-
cacao de desconhecidos, tem assumido um papel
relevante em situacdes de grande impacto social,
humanitario e histérico. As metodologias utili-
zadas na rotina dos laboratérios forenses para
estudo dos genomas nuclear e mitocondrial, tem
contribuido para o esclarecimento de aconteci-
mentos historicos, permitindo a identificacao de
desaparecidos em sequéncia de conflitos politicos,
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guerras, actos terroristas ou desastres de massas,
como catastrofes naturais, de entre outros.

Pelo interesse historico de que se reveste,
comecamos por fazer referéncia ao caso da iden-
tificacdo do ultimo imperador da Russia - Czar
Nicolau Il (Nikolai Alieksandrovich Romanov), da
sua esposa - Czarina Alexandra Feodorovna de
Hesse (Vitéria Alice Helena Luisa Beatriz de Hesse),
de trés dos seus cinco filhos, do médico e trés
criados da familia imperial, todos assassinados
pelos bolcheviques, em Ekaterinburg, em 1918.
Quase 80 anos depois, em 1991, foi revelado o
achado de ossadas humanas, em escavacoes, a
cerca de 20 km duma das principais cidades dos
Montes Urais - Ekaterinburg, onde a familia im-
perial havia sido mantida prisioneira. Mediante
pericia forense concluiu-se que os esqueletos, em
estado avancado de deterioracao, apresentavam
sinais de agressdes ante mortem e alguns deles
apresentavam mesmo orificios no cranio. Estudos
de antropologia, designadamente de reconstrucdo
facial e odontologia, indicavam que alguns restos
6sseos podiam corresponder a familia imperial da
Russia (Gill et al., 1994).

Numa primeira fase, o estudo do gene da
amelogenina permitiu confirmar o diagndstico
relativo ao sexo dos cadaveres efectuado por
métodos antropoldgicos. Dos nove individuos,
quatro eram do sexo masculino e cinco do sexo
feminino.

A analise de ADN nuclear permitiu, ainda,
a obtencao de resultados em 5 STR autossomi-
cos. Resultados estes, que permitiram concluir
gue cinco dos cadaveres tinham relacées de
parentesco biolégico entre si, designadamente
qguatro das mulheres e um homem. A analise de
ADN mitocondrial permitiu inferir que as quatro
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mulheres poderiam corresponder a uma mae e
trés das suas filhas. Esta sequéncia de ADN mito-
condrial obtida foi comparada com a sequéncia de
ADN mitocondrial do sobrinho-neto da Czarina
- Principe Filipe (consorte da Rainha Isabel Il e
Duque de Edimburgo), tendo-se confirmado que
havia identidade. Estavamos, portanto, perante a
Czarina da Russia e trés das suas filhas. O quinto
individuo, do grupo com relacdes de parentesco
biolégico entre si, seria o pai das trés filhas, por-
tanto do ultimo Czar da Russia. Esta constatacao
foi posteriormente reforcada quando se veio a
verificar identidade na heteroplasmia mitocondrial
detectada no cadaver do suposto Czar da Russia
e no seu irmao Jorge Alieksandrovich Romanov
(heteroplasmia 16169).

O estudo de ADN nuclear e mitocondrial
dos nove cadaveres encontrados nas escavacoes
acima referidas permitiram confirmar que dois
deles eram o Czar e a Czarina da Russia, e trés
eram de filhas de ambos. Ja no decurso do ano
de 2007, foram encontrados restos mortais total-
mente esqueletizados, que vieram a ser identifi-
cados, pela genética, como sendo os outros dois
filhos da familia Romanov, numa vala a 70 m do
local onde os restos mortais do Czar tinham sido
encontrados 30 anos antes (Coble et al., 2011).

Na investigacao de casos de violacdo dos
direitos humanos, os especialistas forenses sao
frequentemente confrontados com a identifica-
cdo de restos esqueletizados encontrados em
valas comuns. O objectivo principal é, ndo so6 a
identificacdo mas também, a determinacdo de
eventuais causas e circunstancias de morte.

Fazemos aqui uma chamada de atencao para
o facto de que na maior parte dos casos de vitimas
de guerras, as possibilidades de obter informacéo é
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residual, devido ao longo periodo decorrido entre
a morte e a recuperacdo dos corpos, a auséncia
de testemunhos e descricdes, e devido a qualidade
e quantidade de elementos individualizantes pre-
servados, dado que, habitualmente, os corpos
encontrados em valas comuns sdo de grupos
relativamente homogéneos, como é o caso de jovens
militares, praticamente todos com a mesma idade
ou idades aproximadas e todos do sexo masculino.

A titulo de exemplo de identificacao de vi-
timas de conflitos armados, comecariamos por
aludir aos militares mortos durante a Il Guerra
Mundial (1939 - 1945). Decorridos 60 anos sob o
conflito armado, diversos paises europeus tém le-
vado a cabo a identificacao, pelo estudo de ADN,
de restos esqueletizados sepultados em valas co-
muns. Tém sido utilizados marcadores diferentes,
com objectivo comum. Desde STR autossémicos,
mini-STR, Y-STR, na Eslovénia (Marjanovic et al.,
2007) e Boésnia e Herzegovina (Gojanovic et al.,
2007), a ADN mitocondrial na Finlandia (Palo et
al., 2007). Uma comissao, nomeada pelo Governo
da Eslovénia, sinalizou quase 600 valas comuns,
uma das quais, descoberta em 2009, com cerca
de 300 vitimas, mortas pelas forcas armadas co-
munistas (Marjanovic et al., 2009).

Também militares americanos, mortos em
combate na guerra do Vietname (1959 - 1975),
foram identificados, 24 anos pos-guerra, pelo
Armed Forces DNA Identification Laboratory
(AFDIL). Os restos esqueletizados de alguns dos
membros dos servicos militares americanos foram
identificados através da anélise de ADN mitocon-
drial, por comparacao com as respectivas maes
(Holland et al., 1993).

Na ultima década do século XX (1991 -
1999), ocorreram conflitos militares na Bésnia
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e Herzegovina, no Kosovo, na Crodcia e na
ex-Jugoslavia, resultado dos quais, milhares de
vitimas foram sepultadas em valas comuns. Sé na
ex-Jugoslavia, como resultado dos conflitos arma-
dos da década de 90 do século passado, cerca de
40 000 pessoas foram dadas como desaparecidas,
estimando-se que a maioria corresponde a cor-
pos nao identificados que permanecem em valas
comuns. Em 2000, foi formalmente estabeleci-
do um programa da International Commission of
Missing Persons (ICMP) na tentativa de realizacdo
da identificacdo humana através de uma rede que
envolve estruturas politico-administrativas, centros
de contacto de familiares de desaparecidos e labo-
ratérios de estudo de ADN (Huffine et al., 2001).
Um ndmero consideravel destas vitimas, mais con-
cretamente cerca de 2 944 restos esqueletizados
de entre 3 502 corpos exumados, foi identificado
entre 1993 e 2005, tendo ocorrido a maior parte
das identificacoes entre 1993 e 1999, através de
métodos antropolégicos. Posteriormente a iden-
tificacdo por métodos antropoldgicos, cerca de 1
155 amostras 6sseas foram submetidas a analise
de ADN (Andelinovic et al., 2005).

No caso especifico da Guerra Civil Espanhola
(1936 - 1939) e no periodo poés-guerra (1939 -
1950), estima-se que mais de 150 000 individuos
foram assassinados e sepultados em valas co-
muns e cemitérios. Desde 2000, através da ini-
ciativa de associacdes como a Asociacion para la
Recuperacion de la Memoria Histérica (ARMH),
foram localizadas diversas valas comuns, exuma-
dos os restos cadavéricos e, ap6s identificacdo
genética, sepultados os individuos junto dos locais
e familias de proveniéncia. Em 2004, foram exu-
mados 46 esqueletos de uma vala comum junto
a uma pequena cidade na provincia de Burgos.
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A informacao relativa a localizacdo da vala, ao
numero de corpos na mesma, e a lista das possi-
veis identidades foi obtida a partir de entrevistas
realizadas pela ARMH aos familiares e testemu-
nhas, a partir dos registos escritos, em forma de
autobiografia, pelos mesmos, bem como a partir
da pesquisa ao arquivo penitenciario (como é o
caso de 21 homens libertados da prisdo e sub-
sequentemente desaparecidos). A pesquisa nos
arquivos prisionais, militares e civis, bem como
o depoimento das testemunhas permitiu obter
dados individuais ante mortem das vitimas. A
consisténcia entre os dados obtidos pelos teste-
munhos, pelos arquivos, pelo estudo arqueoldgico
e osteoldgico, permitiu iniciar o estudo de ADN,
partindo-se da hipodtese de se tratar de um grupo
fechado. Dos 46 cadaveres, foram identificados
17 pelo estudo de 16 Y-STR e ADN mitocondrial.
(Rios et al., 2010)

Por razdes histéricas referimos, ainda, a iden-
tificacdo de Che Guevara (Ernesto Rafael Guevara
de la Serna), e de membros da guerrilha boliviana
dos anos 60 do século passado, cujos restos es-
queletizados, foram encontrados em duas valas
distintas, por uma equipa de peritos forenses de
Cuba, da Argentina e na Bolivia, em 1995. Apés
o estudo efectuado pela antropologia forense, foi
necessaria a intervencao da genética, com recurso
ao estudo de STR e ADN mitocondrial em segmen-
tos de fémures que estiveram inumados, durante
cerca de 30 anos, na Bolivia (Lleonart et al., 2000).

Mais recentemente destacariamos os ata-
ques terroristas contra os Estados Unidos, em
11 de Setembro 2001, que deixaram mais de
3 000 vitimas mortais em trés locais diferentes
- Pentagono, Somerset County e World Trade
Center (WTC) (Budowle et al., 2005).
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Amostras de ADN provenientes do Pentagono
e Somerset County foram processadas pelo Armed
Forces DNA Identification Laboratory (AFDIL), en-
guanto que o trabalho relacionado com as viti-
mas do WTC foi realizado pelo Forensic Biology
Department do Office Chief Medical Examiner
(OCME), pela Policia do Estado de Nova York,
e por uma série de laboratérios contratados e
consultores. Apés o colapso e esmagamento das
torres do WTC, foram recolhidos cerca de 20 000
restos humanos, a partir dos escombros, cujo
entulho atingia 21 m de altura e pesava mais
de um milhao de toneladas. A remocao inicial e
classificacao de restos humanos ocorreram entre
Setembro de 2001 e Maio de 2002. Os estudos
de ADN foram efectuados em diversos laborato-
rios que analisaram cerca de 20 000 fragmentos
de tecidos humanos, relativos a 2 749 pessoas
desaparecidas, além dos 5 000 objectos de uso
pessoal e cerca de 6 000 familiares. Os restos
recuperados no local do WTC estavam muito
fragmentados, por terem sido submetidos, a
pressdes extremas com o colapso do edificio, ao
combustivel derramado dos avides, a incéndios
subterraneos (com mais de 815 °C), durante os
3 meses seguintes ao ataque terrorista. Neste
caso especifico, para a identificacdo das vitimas,
a intervencdo da Genética foi preponderante e
imprescindivel, dado o grau de fragmentacao dos
restos, colapso e agregacao de remanescentes
cadavéricos de vitimas.

Um dos maiores desafios desta investigacdo
foi a revisao da quantidade abissal de dados pro-
duzidos pelos laboratérios colaboradores e con-
tratados. No esforco inicial entre 2001 e 2005,
foram obtidos mais de 52 528 perfis de STR e
31 155 sequéncias de ADNmt, com base nos 21
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802 remanescentes recuperados, na tentativa de
identificar as 2 749 vitimas. No entanto, em 5 335
das amostras biolégicas recuperadas, obtiveram-se
apenas perfis incompletos de STR (1 a 6 Joci dos 13
pretendidos), na primeira fase, tornando ainda mais
dificil organizé-los e juntar informacdes suficientes
para uma identificacao fidvel. Na segunda fase foi
possivel obter 154 perfis completos e 388 perfis
parciais mas com presenca de alelos na maioria
dos /oci, apds nova extraccdo com o métodos mo-
dificados. Até Junho de 2010, foi conseguida a
identificacao de 1626 vitimas, das 2 749 presentes
guando as Torres desmoronaram.

Como o estudo de ADN é o Unico método
gue permite reagrupar restos humanos, do total
de 21 802 remanescentes recolhidos, foram iden-
tificados 12 769 fragmentos humanos, e respec-
tivamente correlacionados com uma das 1 626
vitimas identificadas (Butler, 2011).

Varias inovacbes foram desenvolvidas nesta
area, apo6s o atentado ao WTC. Foi desenvolvi-
do o novo sistema bioinformatico Mass Fatality
Identification System (M-FYSis) que permite, em
grande escala, comparacdes de perfis das amos-
tras de referéncia e restos recuperados bem como
associar os fragmentos com o mesmo perfil de
ADN. Possibilita uma série de funcionalidades e
interoperabilidade, integrando diferentes sistemas
de software (Budowle et al., 2005; Butler, 2011).

O acto de terrorismo a 11 de Marco de
2004, em Madrid provocou um acidente ferro-
viario com dezenas de feridos e vitimas mortais.
No processo de identificacdo de cadaveres, foi
utilizada a Base de dados do Sistema CODIS
para comparar os restos de 220 corpos com 98
amostras de referéncia, incluindo 67 amostras de
familiares, representando 40 grupos familiares, e
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27 amostras de referéncia directas antemortem.
(Alonso, 2005)

J& em Dezembro de 2004, o Tsunami do
Oceano indico, ocorrido no Sul da Asia Oriental,
foi uma catéstrofe natural que afectou 12 paises,
dos quais a Tailandia, a India, a Indonésia e o Sri
Lanka, e do qual resultou a morte de mais de 200
000 pessoas, com vitimas oriundas de 30 paises.
Neste desastre, os cadaveres recuperados, apesar
de nao apresentarem fragmentacao, encontra-
vam-se em avancado estado de decomposicao,
devido as condicbes de clima tropical a que fica-
ram expostos. O desaparecimento de familiares
ou familias inteiras, limitou a possibilidade de
comparagao com amostra de referéncia de familiar
ou directa, visto os objectos pessoais também
ficarem destruidos. Investigadores forenses de
31 paises diferentes chegaram a Tailandia para
ajudar na identificacao das vitimas da catastrofe
(Westen et al., 2008)). Uma primeira abordagem
a identificacao das vitimas do Tsunami com re-
curso ao ADN teve lugar no Leipzig Institute of
Legal Medlicine, tendo, posteriormente, os estudos
prosseguido no Forensic Alliance, em Inglaterra,
no Institute for Forensic Genetics, na Suécia, no
Bejing Genomics Institute, na China e no ICMP,
na Bosnia e Herzegovina (Lessing & Rothschild,
2011). Em Maio de 2005 teriam sido identificadas
mais de 1 400 vitimas e repatriadas para mais de
34 paises (Butler, 2011).

Muito recentemente, procedeu-se a recolha
de centenas de remanescentes humanos das valas
comuns encontradas no Kuwait e Iraque, resultado
da Guerra do Iraque. Nos primeiros cinco anos,
pela anélise de ADN, foram identificados 233
cadaveres (Butler, 2011).
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3. AMBITO DE APLICACAO
DA IDENTIFICACAO GENETICA
DE DESCONHECIDOS

Genericamente, em termos quantitativos,
podem ser-nos presentes, para identificacdo ge-
nética, individuos isolados, vivos ou em estado
de cadaver, ou remanescentes humanos, com
origem num unico individuo, ou em multiplos
individuos, sendo estes vitimas de mortes natu-
rais; como doenca ou outros factores intrinsecos
ao individuo; ou mortes violentas, onde pode-
mos distinguir suicidio, homicidio ou acidente.
Destacariamos, aqui, as vitimas de acidentes
rodoviarios, naufragios, incéndios, explosdes,
derrocadas, de entre outros.

Introduziriamos agora o conceito de desastre
de massas, que, segundo a Organizacao Mundial
de Saude (OMS) s6 tem lugar quando ocorre um
fenémeno de magnitude suficiente para impli-
car a assisténcia externa. Podemos estar perante
desastres de massas nos casos de acidentes de
aviacao, de catastrofes naturais, conflitos bélicos
ou politicos, atos terroristas, nos quais o numero
de vitimas para identificacdo genética pode ser
muito elevado.

Em quaisquer dos casos acima referidos,
podem ser presentes para identificacao gené-
tica, individuos vivos indocumentados, cadave-
res frescos mutilados, cadaveres em diferentes
estados de decomposicao, maioritariamente
esqueletizados, ou remanescentes cadavéricos.

Podem, ainda, ser-nos presentes, para
identificacdo genética, remanescentes de in-
terrupgoes de gravidez, remanescentes fetais,
fetos, recém-nascidos e amostras dubias, a

maior parte das quais sdo amostras clinicas
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como sangue ou biopsias dos mais diversos ti-
pos de tecidos humanos, para confirmacao de a
guem pertencem as referidas amostras clinicas.
Em relacdo as amostras dubias, estas podem
surgir em sequéncia do diagndéstico de uma
patologia mas também de um exame toxicolo-
gico, designadamente exame de determinacao
de alcoolémia ou determinacdo de drogas de
abuso no ambito de controlos anti-dopping
em atletas. Em qualquer destes casos, sempre
qgue um individuo a quem foi associado deter-
minado diagnéstico ou a quem é imputado o
consumo de determinada substancia entende
haver duvidas quanto ao facto de a amostra
ser a que lhe foi colhida, pode, desta duvida,
resultar um processo de identificacdo do indi-
viduo a quem, de facto, a amostra pertence.

Relativamente a identificacdo de restos
fetais ou embrionarios, a lei portuguesa prevé
que deve ocorrer apoés interrupcdo da gravidez
ordenada, em sequéncia de uma violagao (artigo
42.° do Codigo Penal Portugués), por compara-
¢ao com amostra relativa ao agressor/presumivel
progenitor.

J& nos casos em que ha suspeita de um
nado vivo ou morto ter sido abandonado pela
mae, o material biolégico é estudado, quase
sempre, para esclarecimento da maternidade
biolégica.

Aproveitaria aqui para deixar a ressalva de
que quer os restos fetais ou embrionarios, quer
tecidos placentarios provenientes de nados vivos
ou mortos contém, regra geral, quantidades muito
apreciaveis de ADN, pelo que devem ser rapida-
mente congelados, sem quaisquer conservantes,
como alcool ou formol, para evitar a sua eventual
degradacéo.
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4. OS DIFERENTES TIPOS
DE AMOSTRAS PROBLEMA
ESTUDADAS

A seleccao das amostras, do ou dos cadave-
res e do ou dos restos humanos, depende do es-
tado de preservacao e fragmentacao do cadaver.

A preservacao é determinada, muito especial-
mente, pela actuacao de factores ambientais, durante
o tempo que decorre desde a morte até a colheita.

Os cadaveres sofrem processos autoliticos,
por actuacdo enzimatica, e processos de putre-
faccao, por fermentacdo da matéria organica,
pela accdo de microrganismos, por accao de de-
terminadas espécies de insectos e por accao de
outros animais.

Em relacdo ao material genético, degrada-
-se mais rapidamente, nos tecidos moles do que
nos tecidos ¢sseos, devido a estrutura histolégi-
ca destes, que proporciona maior isolamento as
células ésseas.

Nos dentes, a presenca do tecido conecti-
vo que oferece proteccao fisica a polpa dentéria
— esmalte, e que é o tecido mais resistente de
qualquer organismo, confere especial proteccao
a degradacao e contaminacao do ADN.

Para além da estrutura histolégica, a den-
sidade tecidular também é um factor importan-
te que influencia a preservacdo do osso. Desta
forma, o ADN é geralmente menos degradado
nas porcdes mais densas do esqueleto que em
qualquer outro tecido (Mundorff et al., 2009).

Apesar da regiao esponjosa do 0sso ser a
mais rica em ADN, é da regido mais compacta
gue, habitualmente, é escolhida uma amostra
dos ossos longos dos membros inferiores, para
estudo pela genética forense.
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O estudo realizado a 25 361 amostras de
0ss0s e dentes, recuperados de vitimas sepulta-
das entre 4 a 11 anos, em valas comuns, na ex-
Jugoslavia, indicou que o ADN é melhor preservado
no fémur e dentes, seqguido por tibias, fibulas,
Umeros, cranios e radios (Milos et al., 2007).

Em restos humanos fragmentados, onde,
contudo, ainda subsistem tecidos moles, depen-
dendo do estado de putrefaccéo, os tecidos de
6rgaos (bexiga, artéria aorta) ou o musculo es-
quelético profundo, sdo amostras de eleicao para
extracao de ADN (Schwarkt et al., 2011).

Quando o cadaver esta esqueletizado ou em
avancado estado de decomposicdo, as amostras
Uteis sao 0ssos longos, dentes ndo tratados (por
ordem preferencial, molares, pré-molares, caninos
e incisivos) ou unhas.

As unhas sao formadas por células que
contém queratina, devendo-se o seu crescimento
a divisao celular na base e parte interna da unha.
Estas células migram para o exterior enquanto
sofrem um processo de reabsorcdo do nucleo e
dos organelos celulares.

Num cadaver putrefacto desconhecido,
deve-se retirar ou desinserir unhas inteiras, ob-
tendo-se na pratica bons resultados na andlise
de ADN. As unhas tém permitido a identificacao
cadavérica de forma rapida, com recurso a méto-
dos de extraccdo menos complexos e morosos,
comparativamente ao tratamento a ter com as
amostras osseas.

Este tipo de amostra é muito utilizado no
caso de exumacoes, sendo retirado preferen-
cialmente as unhas dos pés ao cadaver, por
estarem mais protegidas pelo calcado, portan-
to, com menor possibilidade de degradacao/
contaminacao.
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Nos cadaveres queimados, qualquer das
amostras descritas pode ser valida, dependendo
do estado de carbonizacdo. Na maioria destes
casos, tem sido possivel obter quantidade apre-
ciavel de ADN, a partir de fragmento de tecido,
de zonas profundas, da drea melhor conservada
(como musculo cardiaco, sangue solido de interior
de cavidades cardifacas, figado, bexiga).

Nos remanescentes de cadaveres, encontra-
dos submersos, a possibilidade de se conseguir
bons resultados é remota, uma vez que o estado
de degradacao é muito maior.

Num cadaver ndo decomposto, o sangue é
o tipo de amostra colhida.

5. AS AMOSTRAS DE REFERENCIA
A UTILIZAR NA IDENTIFICACAO
GENETICA

Né&o é possivel efectuar qualquer identifica-
cao, através da andlise de ADN, se nado se dispuser
de amostras de referéncia. Estas podem ser de
familiares ou amostras do préprio individuo, como
objectos pessoais (escova de dentes, laminas de
barbear) ou amostras bioldgicas colhidas ante
mortem existentes em arquivo, como tecidos de
biopsias, bancos de esperma ou manchas de san-
gue em cartdes. Outra hipdtese é a existéncia de
perfil numa base de dados civil ou criminal, no
pais da vitima (Corte-Real, 2004). Em Portugal,
foi oficialmente instituida, em 2008, uma base
nacional designada Base de Dados de Perfis de
ADN, cuja direcao cabe ao Instituto Nacional de
Medicina Legal e Ciéncias Forenses (INMLCF).

A utilizacao de objectos de uso pessoal pode
ser problematica, pelo facto da quantidade de
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ADN ser minima, bem como pela possibilidade
de conter ADN nao apenas da vitima, obtendo-se
perfis de mistura, dado ndo haver garantia do
objecto ter sido s6 usado pela vitima. O incon-
veniente desta estratégia, é comprometer a iden-
tificacdo, conduzindo a falsas exclusoes, devido
a contaminacdo exdgena de células de outros
contribuidores. Sendo questionavel a autentici-
dade dos objectos, é sempre recomendavel, caso
seja possivel, a colheita de outras amostras (de
membros da familia) para anélise e comparacao
(Pinheiro, 2009).

A possibilidade de usar amostras de referén-
cia do préprio individuo, colhidas ante mortem
(como os cartdes de sangue de recém nascidos
relativos a programas de rastreio de doencas ge-
néticas) com cadeia de custddia documentada, ul-
trapassa os inconvenientes dos objectos pessoais.
Em diversos paises, a existéncia de um arquivo de
cartdes de manchas de sangue dos militares mo-
bilizados para conflitos armados é recomendado
para facilitar a identificacdo em caso de eventual
acidente (Alonso et al., 2005).

As amostras de referéncia de familiares de-
pendem do tipo de estudo de ADN a realizar.
O estudo de STR autossomicos (13 a 17), marca-
dores com elevado poder discriminatério, permi-
te a identificacdo precisa, mediante comparacdo
com amostras de familiares directos da vitima:
(a) progenitores da vitima, (b) filhos biolégicos e
conjuge da vitima (c) varios irmaos com os mes-
mos pai e mae.

Se nao dispomos destas amostras de fa-
miliares directos ou ndo é possivel estudar os
marcadores de ADN autossémico, os marcadores
monoparentais podem ser Uteis. Com a analise
dos marcadores do cromossoma Y, cuja heranca é
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exclusivamente do pai para filhos do sexo mascu-
lino, as amostras de referéncia para comparacao
sdo amostras de todos os familiares relacionados
por via paterna. O ADN mitocondrial, de heranca
exclusivamente materna, permite a comparacao
com parentes relacionados por via materna.

6.ESTUDO LABORATORIAL
E VALORIZACAO ESTATISTICA
DE RESULTADOS

6.1. EXTRACCAO DE ADN
E TRATAMENTOS PREVIOS

Quanto a extraccdo de ADN de amostras de
referéncia, designadamente manchas de sangue
em suporte de papel e células da mucosa oral em
zaragatoa, em que, a priori sabemos ter ADN em
guantidade e qualidade, o método de extraccdo
mais utilizado internacionalmente é o método
de Chelex (Walsh et al., 1995). Genericamente é
um método de extraccdo que recorre ao factor
temperatura para alcancar a extraccdo de ADN
e utiliza um elemento inerte, o Chelex, para re-
tencdo e isolamento de restos celulares numa
solucdo em que se pretende que s6 o proprio
ADN se mantenha como soluto.

Neste momento serd importante realcar que
a extraccao das amostras de referéncia, para evitar
a contaminacao no percurso laboratorial, deve-se
realizar de forma separada, em tempo e espaco,
da extraccao das amostras problema.

No processo de analise de ADN, a extrac-
¢do é um passo crucial, com especial destaque
para a extraccdo de ADN de amostras problema.
A recuperacao maxima de ADN, em termos de
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qualidade, quantidade e pureza, depende, em
grande parte, dos métodos de extraccdo. Para
0s restos cadavéricos e objectos pessoais, que
possam ser amostras com ADN em pequenas
quantidades e muito degradado, é essencial uma
escolha especialmente criteriosa do método de
extraccdo, e a sua optimizacdo, dado que a se-
leccdo do método de extraccdo depende sempre,
também, do tipo de amostra e do seu estado de
conservacao.

Um problema, ndo raramente associado a
determinadas amostras, é o facto de, apesar de
conterem ADN em quantidade suficiente, terem
presentes, também, determinados componen-
tes, que inibem a amplificacdo de ADN. Nestes
casos, os métodos de extraccao a utilizar devem
minimizar a perda do ADN e remover inibidores.

Em relacao ao caso especifico de extraccdo
de ADN a partir de amostras 6sseas e dentes,
esta requer, ainda, equipamentos, reagentes e
procedimentos especificos. Os tratamentos pré-
vios a extraccdo incluem a cuidadosa lavagem
dos o0ssos para remocdo de terra e de outros
materiais aderentes, como restos de tecidos moles
putrefactos. Quanto mais limpo estiver o 0sso,
melhores resultados obteremos uma vez que a
eliminacdo de eventuais contaminantes presentes
na superficie do osso, foi mais eficaz. Ha diversos
métodos de limpeza da superficie do osso, desde
utilizacao de lixa, bisturis, serra eléctrica, irradia-
cao da superficie com raios UV e/ou a aplicacdo
de solucdes quimicas com detergentes, etanol,
lixivia, de entre outros.

A imersao do 0sso, numa solucdo de hi-
poclorito de soédio a 2%, durante 10 minutos,
destréi a contaminacao superficial, resultando
na degradacdo do ADN indesejavel presente na
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superficie do osso (ADN exdgeno, provavelmente
das pessoas que o manipularam e ADN microbia-
no) (Pinheiro, 2009; Westen et al., 2008).

A limpeza ou remocao da superficie do 0sso,
até que este fique limpo, a sua posterior redu-
cao a fragmentos com cerca de 1cm?, através do
uso de serra eléctrica, e, finalmente, a pulveriza-
cdo dos 0ss0s (reducdo do 0sso a pod), a baixas
temperaturas, com recurso a azoto liquido, séo
procedimentos obrigatorios, antes da extraccao
de ADN. O material ¢sseo reduzido a pd deve
ser retido em recipientes préprios para o efeito
(habitualmente ampolas), também, para impedir
contaminacoes.

Os métodos de extraccdo de ADN mais fre-
guentemente utilizados sdo métodos baseados na
utilizacao de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico,
enzimas e silica. Basicamente, as enzimas, bem
como uma grande parte de solugbes/tampdes a
que estes métodos recorrem, tém por funcao a
lise de membranas celulares e outras estruturas
de natureza proteica, para libertacdo do ADN.
A silica é um material inerte cuja funcéo é a re-
tencéo e isolamento do ADN dos restantes com-
ponentes celulares em solucéo.

Na extraccdo de ADN das amostras dsseas
das vitimas do conflito armado dos Balcas (1992
- 1995), com vista a identificacado genética, fo-
ram documentados melhores resultados na ex-
traccdo com recurso a silica comparativamente
a extraccdo com fenol-cloroférmio-alcool isoa-
milico (Davoren et al., 2007). A extraccdo com
métodos baseados em silica permitiu, também,
a identificacdo de remanescentes 6sseos de 15
vitimas da Il Guerra Mundial, encontradas em vala
comum, na Eslovénia, em 2007 (Marjanovic et al.,
2007) e de outras 6 vitimas em 2009 (Marjanovic
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et al., 2009). Nas pericias da rotina do INMLCF,
utilizamos, muito frequentemente, os métodos
baseados em principios enzimaticos e silica, com
resultados muito satisfatérios.

Apos a extraccdo do ADN das amostras 6s-
seas ou outras amostras problema, a quantidade
de ADN recuperado deve ser determinada, sempre
gue possivel. Conhecer a quantidade de ADN para
a reaccao de PCR, pode favorecer a obtencdo de
melhores resultados analiticos, ou, por outro lado,
pode dar-nos informacao de que néo foi possivel
obter ADN, pelo que, ndo tera utilidade prosseguir
com métodos de andlise de ADN.

6.2. MARCADORES DE ADN ESTUDADOS
POR PCR E PERFIS GENETICOS

ADN nuclear (STR), ADN mitocondrial
(ADNmit), mini-STR e SNPs

Apods extraccdo de ADN das amostras a es-
tudar, as mesmas sdao amplificadas, pela técnica
de PCR, com iniciadores especificos para deter-
minados marcadores.

Genericamente, quanto a sua localizacao,
distinguem-se dois tipos de ADN: o ADN nuclear
e 0 ADN extra-nuclear. O extra-nuclear é o ADN
mitocondrial.

Relativamente ao ADN nuclear, quanto ao
numero de cdpias das suas sequéncias ou frag-
mentos, ele pode agrupar-se em diferentes cate-
gorias. Assim temos sequéncias de ADN de copia
Unica e sequéncias de ADN com multi-cépias.
Quanto as sequéncias de ADN com multi-cépias
temos sequéncias com cerca de 300 pares de
bases que se repetem entre 100 a 100 000 ve-
zes ao longo do genoma (ADN moderadamente
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repetitivo) e temos sequéncias de ADN altamente
repetitivas, também conhecidas por ADN satélite,
gue se repetem mais de 100 000 vezes ao longo
do genoma. Estas ultimas sao sequéncias peque-
nas, de 1 a 50 pares de bases e sao sequéncias de
ADN nao codificante. E deste grupo que fazem
parte os microssatélites ou Short Tandem Repeats
(STR), que sdo, actualmente, os marcadores de
eleicdo, utilizados a nivel internacional, no ambito
da identificacdo genética, muito especialmen-
te devido ao seu elevado poder discriminatério
inter-individuos e, portanto, elevado poder de
individualizacéo.

O Conselho da Uniao Europeia, por Resolucdo
de 25 de Junho de 2001, estabeleceu um conjunto
de 7 loci, designado por European Standard Set
(ESS), como conjunto de /oci adequado a definicdo
de um perfil genético individual, constituido pe-
los STR autossomicos D351358, FIBRA, D8S1179,
THO1, vWA, D18S51, D21511.

No ambito da investigacao criminal, a
Interpol, utiliza os 7 loci do ESS e, opcionalmen-
te, 0 gene homologo da amelogenina.

O Reino Unido utiliza os 7 loci do ESS e
mais 4 loci, portanto, utiliza um conjunto de 11
loci - D251338, D351358, FIBRA, D851179, THO1,
vWA, D165539, D18S51, D195433, D21S11 e o
gene homologo da amelogenina.

A Alemanha utiliza os 7 loci do ESS e mais 2
loci, portanto, um conjunto de 9 /oci - D3S1358,
FIBRA, D8S1179, THO1, vWA, D18S51, D21S11,
SE33 e 0 gene homodlogo da amelogenina.

Os Estados Unidos da América utilizam os
7 loci do ESS e mais 6 loci, portanto, utilizam
um conjunto de 13 /oci STR autossémicos para
definicdo de um perfil genético individual, desig-
nado por painel de STR do Combined DNA Index
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System (CODIS), composto pelos /oci autossdmicos
TPOX, D351358, FIBRA, D55818, CSF1PO, D75820,
D8S1179, THOT, vWA, D135317, D165539, D18S51,
D21S11. Além destes 13 /oci autossdémicos o sis-
tema CODIS inclui sempre informacao do gene
homologo da amelogenina (Butler, 2005).

No INMLCF sdo utilizados os 13 loci STR
do sistema CODIS e mais 4 /oci autossémicos -
D251338, D195433, Penta D e Penta E (Amorim et
al., 2011b), e, em casos especialmente complexos,
designadamente casos em que sé se verifica in-
compatibilidade em dois /oci, estudam-se, ainda,
como Jloci adicionais, os loci STR autossémicos
SE33, ES, LPL, F13B, FESFPS, F13A01, D10S1248,
D2251045, D25441, D151656 e D125S391, e, caso
seja aplicavel, estudam-se também 16 Joci STR do
cromossoma Y, onde, além dos 8 marcadores que
definem o designado haplétipo minimo - DYS19,
DYS385, DYS389l, DYS389ll, DYS390, DYS391,
DYS392, se incluem mais 8 loci - DYS437, DYS438,
DYS439, DYS448, DYS456, DYS458, DYS635 e
GATAH4. Em casos muito especificos estudam-se,
ainda, a regido hipervariavel | (HVI) e a regiao hi-
pervariavel Il (HVII) do ADN mitocondrial (ADNmt).

Recentemente, em finais de 2009, o Conselho
da Unido Europeia, por Resolucao de 30 de
Novembro, redefiniu o conjunto dos /oci que inte-
gram o ESS. Os loci que integram o actual ESS sao
0s STR autossémicos D3S1358, FIBRA, D851179,
THO1, vWA, D18S51, D21S11, D151656, D25441,
D10S1248, D12S391 e D2251045. Contudo, como
ainda nao existem frequéncias alélicas calculadas
e publicadas para os novos STR, continuam a ser
utilizados, no INMLCF, os STR atras mencionados.

Quando néo é possivel obter um perfil de
ADN nestes marcadores nucleares, procede-se a
analise de ADN mitocondrial. Uma das principais
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vantagens do ADNmt, em relacdo ao ADN nu-
clear (2 copias por célula), consiste no facto de
possuir cerca de 500-2000 cépias por célula, o
gue aumenta as probabilidades de existirem al-
gumas cépias mesmo em amostras forenses mui-
to degradadas e/ou antigas. O comprimento do
ADNmt (100000 vezes inferior ao ADN nuclear)
e a sua forma circular também Ihe conferem uma
menor probabilidade de degradacado em relacao
ao ADN nuclear.

Outras vantagens do ADNmt, consiste no
facto de este ser herdado por via materna, ou
seja, todos os individuos pertencentes a mesma
linhagem materna, possuem o mesmo ADNmt
(excepto na presenca de mutacdes). Assim, mesmo
gue so existam familiares por via materna, estes
podem fornecer amostras referéncia com vista a
identificacdo. A analise pelo ADNmt é de grande
utilidade, quando vérias geracdes separam as viti-
mas dos seus descendentes vivos, Como 0s casos
de desaparecidos durante décadas, decorrentes
de conflitos politicos ou de guerras (Afonso-Costa
et al., 2010).

No entanto, os marcadores haplotipicos
(ADNmt e cromossoma Y) apresentam baixo poder
de discriminagao, em comparagao com o poder de
discriminacdo que proporcionam os marcadores
autossomicos, o que leva a um menor grau de
certeza na identificacdo final. Neste sentido e para
reforcar a identificacdo deve-se empregar/utilizar
a andlise de ADNmt e de cromossoma Y (quando
se trate de vitimas do sexo masculino) de forma
conjunta, estabelecendo-se para eles os irmaos
do sexo masculino como familiares de eleicdo a
integrar no estudo (Crespillo, 2011).

As amostras com ADN muito degradado ou
em quantidades infimas poderiam ser sujeitas a
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analise de regides/segmentos com dimensdes in-
feriores a 150 pares de bases - os miniSTR. Estes
marcadores genéticos foram desenvolvidos através
da modificacao dos primers para amplificacdo dos
STR, que passam a delimitar regides interiores e,
portanto, menores as regides definidas para os STR.

Quando no genoma ocorre uma mutagao
pontual, originando uma variagdo num Unico
par de bases, estamos perante aquilo que de-
finimos como polimorfismo num Unico nucleé-
tido ou Single Nucleotide Polymorphism (SNP).
Num unico individuo acontecem milhées de SNP,
consolidando a ideia de que poderao vir a ser
considerados, pela comunidade forense, como
marcadores genéticos. A sua eventual vantagem
em relacdo aos STR é o tamanho dos produtos
de PCR, que apresentam menos de 100 pares de
bases, quando comparados com os 300 a 400
pares de bases dos STR, possibilitando assim, o
seu uso em material com ADN degradado. No
entanto sdo mais laboriosos e muito menos discri-
minatdrios, visto ser necessario 45 a 50 /oci SNP,
para um resultado discriminatério comparavel a
13 a 15 Joci STR (Zietkiewicz, 2011).

6.3. VALORIZACAO ESTATISTICA
DOS RESULTADOS

Apds a obtencdo dos perfis genéticos, a
valorizacao estatistica dos resultados pode ter,
de acordo com o caso em concreto, e muito ge-
nericamente, duas abordagens.

Se é possivel comparar o perfil obtido a partir
do cadaver ou dos restos humanos com o perfil
da suposta vitima (caso em que existia amostra de
referéncia ante mortem) temos como resultados
possiveis a identidade ou a ndo identidade entre
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os perfis. No caso de haver identidade entre os
perfis é calculada a razdo de verosimilhanca ou
Likeliwood Ratio (LR), conforme descrito num ou-
tro capitulo inserto nesta obra, e que traduz a
probabilidade do perfil da vitima corresponder,
de facto, ao perfil da suposta vitima.

Se nao é possivel comparar o perfil obtido a
partir do cadaver com o perfil do suposto indivi-
duo, mas, alternativamente, é possivel comparar
com os perfis de supostos familiares, os calculos
a realizar tém em vista a determinacao dos para-
metros Probabilidade de Parentesco e indice de
Parentesco, entre a vitima e os supostos familiares
(Ge et al., 2011). Estes céalculos e parametros es-
tatisticos estao, também, explanados em capitulo
dedicado a investigacdo de parentesco bioldgico,
também, inserto nesta obra.

7. OS PRINCIPAIS PROBLEMAS RE-
LACIONADOS COM AS AMOSTRAS
EM ESTUDO

7.1. DEGRADACAO

A degradacdo do ADN pode dividir a molé-
cula em fragmentos mais pequenos, impedindo a
obtencédo de resultados, ou a obtencdo de perfis
genéticos incompletos ou mesmo levar a que ocorra
o desaparecimento de um dos alelos, com atribui-
gao incorrecta de homozigotia em alguns sistemas.

A degradacao do ADN comeca imediatamen-
te apds a morte de um organismo, e ird continuar,
a velocidades diferentes, dependente do meio
ambiente envolvente.

A degradacao post mortem ocorre, via a
accao das nucleases enddgenas, enzimas celulares
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que catalizam a hidroélise das ligacdes fosfodiester
na molécula de ADN.

No ADN antigo verificou-se que os frag-
mentos obtidos estdo entre 100 bp a 200 bp de
tamanho, sugerindo que a clivagem enzimatica
ocorre em regides de ligacdo vulneraveis, situadas
entre nucleossomas da estrutura terciaria do ADN.

Para a preservacdo de algum ADN, é ne-
cessario que a accao destas enzimas bioldgicas
seja diminuida ou inactivada, antes que ocorra a
degradacéo completa.

A preservacao do ADN em restos esta depen-
dente de uma interaccao complexa de condicdes
ambientais, incluindo a exposicdo a temperatura,
humidade, radiacdo UV, fogo, microorganismos,
flora, fauna e propriedades geoquimicas do solo.

Processos de oxidacdo e hidroliticos provo-
cam lesdes na estrutura da molécula, respecti-
vamente, modificacdo das bases nitrogenadas e
modificacao no aclcar “desoxiribose”. As altera-
¢Hes quimicas das bases nucleotidicas conduzem
ao nao reconhecimento pela Tag polimerase na
reaccdo de PCR. A perda de informacao genética
disponivel impede a amplificacdo do ADN e con-
sequentemente a ndo obtencdo de resultados.

A presenca de bactérias e fungos contribuem
para a degradacao do ADN, ndo sé por digestao,
mas também aumenta o risco de contaminacao
da amostra por ADN exdgeno.

Em relacdo a composicao dos solos, consta-
tou-se que os acidos huimicos e fulvico sao inibi-
dores da amplificacdo do ADN. A presenca destes
acidos, no ambiente em que os restos esqueletiza-
dos estao enterrados, tem correlacdo directa com
a humidade da area. A humidade, temperatura
e solo promovem degradacdo do ADN de forma
célere, permitindo que as substancias organicas
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dos sedimentos penetrem nos tecidos ¢sseos
(Graham, 2007).

Circunstancias favoraveis como baixa tempe-
ratura, disseccao, pH alcalino ou neutro, concen-
tracdo elevada de sais e auséncia de microrganis-
mos destrutivos e contaminantes sao as melhores
condicbes para a preservacao do ADN. Climas
frios e secos tendem a preservar macromoléculas
por longos periodos de tempo, devido a taxas de
reaccao mais lentas (supostamente, por inactiva-
¢ao das nucleases endégenas e exdgenas).

Os dados revelam que nao ha correlacao
directa entre preservacao do ADN e o tempo
decorrido. Condicdes favoraveis podem evitar o
dano fisico e quimico, permitindo a deteccao de
ADN nuclear e mitocondrial, apés longo periodo
de tempo.

Exemplos sdo a obtencao de ADN em mu-
mias siberianas, chinesas, bem como no “Homem
do Gelo” encontrado nos Alpes austriacos por
alpinistas a 3 200 m, em Setembro de 1991, identi-
ficado como pré-histérico, pelo Innsbruck Forensic
Medicine Institut. A mumificacdo é um fendme-
no de preservacao excepcional, ao contrario dos
corpos embalsamados, cujos conservantes, como
o formol, degradam a molécula.

Os cadaveres expostos a climas tropicais, so-
frem degradacao répida em curto periodo de tem-
po, como as ossadas de portugueses trasladadas
de paises lus6fonos, como Angola, Mocambique,
Guiné, Cabo Verde e Sdo Tomé.

7.2. CONTAMINACAO
Comecamos por distinguir varios tipos de

contaminacao, designadamente contaminacao
guimica, que pode traduzir-se em resultados
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inconclusivos ou auséncia de resultados, conta-
minagao provocada por microrganismos (bactérias
e fungos), caso em que quantidades apreciaveis
de ADN microbiano interferem na quantificacao
do ADN conduzindo a resultados falso negati-
vos e, finalmente mas ndo menos importante, a
contaminacao por ADN humano exégeno, sendo
este o tipo de contaminacdo mais importante, e
gue pode ocorrer durante ou depois da colheita
das amostras.

As contaminacdes podem ocorrer em todas
as etapas do processo, desde a amostragem no
local onde a vitima ou amostras sao encontradas,
até ao procedimento de laboratério. A conta-
minacdo pode, ainda, ocorrer no préprio corpo,
durante a recolha das evidéncias, durante o trans-
porte do corpo para os servicos médico-legais,
na sala de autopsia e, naturalmente, durante os
procedimentos de laboratoério.

No local, as contaminacdes podem ocorrer se
outros individuos chegam e comegam a manipular
as evidéncias sobre o corpo antes da chegada
da equipa forense de investigacao (Vieira, 2011).

As contaminacdes representam uma das
maiores limitacdes na analise de ADN, quer na
obtencao de perfis validos quer na interpretacdo
precisa dos resultados. Diversas estratégias tém
sido desenvolvidas para ultrapassar as dificuldades
que ocorrem no processo. Uma das exigéncias a
ter sempre presente pelo perito, entre outras, é
o uso de luvas descartaveis. E igualmente impor-
tante a utilizacdo dos meios adequados na colhei-
ta, acondicionamento e transporte das amostras
da vitima e, numa fase posterior, na totalidade
do percurso laboratorial. Relativamente a este
assunto ha normas perfeitamente determinadas

gue devem ser tomadas em consideracdo com
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redobrado rigor, muito particularmente nos casos
em que se esta a lidar com amostras complexas,
designadamente ADN antigo - amostras com
material genético escasso e/ou degradado, ou
amostras com inibidores.

Em relacdo aos casos de identificacdo de
elevado numero de vitimas, designadamente re-
sultante de desastres de massa, em que as condi-
¢6es de trabalho estdo muito longe das ideais, a
colheita de um grande nimero de amostras de va-
rios individuos aumenta o risco de contaminacao
exogena pelos examinadores e, em particular, de
contaminacao cruzada com o ADN de outras viti-
mas. Visto que o Guia da Interpol de Identificagao
das vitimas ndo tem quidelines especificas na co-
Ilheita de amostras para estudo de ADN, uma
das equipas da Thai Tsunami Victim Identification
(TTVI) criou guidelines para a colheita de amostras
de ossos e dentes com fins de analise de ADN,
descrevendo um procedimento operacional com
base na experiéncia adquirida durante o rescaldo
do Tsunami. Este Standard Operating Procedure
(SOP) foi projectado, essencialmente, para mini-
mizar a contaminacao cruzada durante a colheita
das amostras (Westen et al., 2008).

Como outros exemplos de cuidados para
evitar contaminacdes podemos ainda referir a
estandardizacdo das metodologias de colheita
de amostras, a obtencdo de perfis de todas as
pessoas envolvidas no estudo para o facil reco-
nhecimento da contaminacao proveniente destes
profissionais, o uso de ferramentas para evitar
contaminacbes como capuz, rede de cabelo e
mascaras na boca, para todos os investigadores
responsaveis pela etapa de amostragem, a des-
contaminacao cuidadosa de todos os dispositivos

em contacto fisico com a amostra, a utilizacao de
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material descartavel livre de ADN, limpeza e irra-
diacdo por UV de todos os aparelhos, recipientes,
pipetas, suportes, placas, batas de laboratério e
areas de trabalho. E ainda importante que as dife-
rentes etapas do processo de analise tenham lugar
em diferentes salas dentro do laboratério, desde o
exame macroscopico da amostra ao procedimento
de extraccdo, a reaccdo de amplificacdo de ADN
e, finalmente, a interpretacao dos perfis. Todos os
equipamentos gerais e aparelhos, pipetas, bem
como os reagentes deverdo ser exclusivos de cada
sala especifica (salas de extracdo, pré-PCR e pos-
-PCR) (Vieira, 2011).

8. CONCLUSAO

A identificacdo humana é de suma impor-
tancia no ambito médico-legal, constituindo uma
prioridade, tanto por imperativos legais como por
razbes humanitarias, sendo que, no ambito da
mesma, a identificacdo genética desempenha um
papel importante na identificacdo de cadaveres
esqueletizados, restos humanos, cadaveres re-
centes, que apresentem mutilagdes, em particular
mutilacdes faciais, e em individuos vivos indo-
cumentados que nao tenham, ou afirmem néo
ter, memoria da sua identidade, bem como em
restos fetais ou recém-nascidos, amostras dubias
e, muito especialmente, amostras bioldgicas de
vitimas de desastres de massa.

Atenta a importancia e relevancia da iden-
tificacdo genética de desconhecidos, em 2007, a
DNA Commission da ISFG publicou um documento
com recomendacoes para a area da genética fo-
rense no ambito das equipas Disaster victim iden-
tification (DVI). Logo a primeira recomendagao
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salienta a inclusao dos laboratérios forenses na
planificacdo da actuacao das equipas multidisci-
plinares DVI, por forma a assegurar a participacao
dos mesmos na tomada de decisdes sobre a co-
lheita de amostras, extensao e objectivos finais,
com vista a maior eficacia da eventual identifi-
cacao genética.

Ha circunstancias especificas e diferentes
factores inter-relacionados, envolvidos em cada
cenario de desastre de massa, que podem de-
terminar o objectivo da identificacdo recorrendo
a analise de ADN, tais como o numero das viti-
mas, 0s mecanismos de destruicdo dos corpos,
grau de fragmentacdo, grau de degradacao do
ADN, acessibilidade ao corpo para a colheita de
amostra ou o tipo e disponibilidade de amostras
de referéncia.

Ja em relacdo a extensao da actuacao, visa
definir se a andlise de ADN ¢ para identificar cada
vitima ou apenas um subconjunto das vitimas (por
exemplo aqueles que nado estao identificados por
outros métodos forenses) ou se é imprescindivel
identificar todos os restos humanos recuperados.

Uma das recomendacbes da ISFG aconse-
lha a recolha de amostras para eventual anélise
de ADN, mesmo quando as identificacdes foram
realizadas por outros métodos forenses. Neste
caso, por regra, o objectivo sera, eventualmente,
permitir a re-associacdo de fragmentos do corpo
e, no futuro, em caso de duvidas ou contradicoes,
permitir andlise de ADN.

A identificagcao genética de um individuo é
realizada pela determinacédo do seu perfil genético
individual, o qual é obtido pela determinacao
da combinacdo das caracteristicas genéticas que
este individuo apresenta num determinado con-
junto de marcadores estudados no seu genoma,
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marcadores estes que, actualmente, a nivel inter-
nacional sdo /oci STR autossémicos e, caso seja
aplicavel, loci STR do cromossoma Y. Em casos
muito especificos estudamos, ainda, a HVI a HVII
do DNAmt e, também, mini-STR e SNPs.

Como apontamento, os marcadores ge-
néticos actualmente mais utilizados - loci STR e
DNAmt, sdo aceites pela comunidade cientifica
forense internacionalmente. Para tanto, contribuiu
a identificacao da familia imperial Romanov, que
constituiu um marco histérico nas ciéncias foren-
ses. Paradoxalmente, a morte do Ultimo Czar da
Russia e de toda a familia imperial e a subsequente
instauracao do regime soviético, mudou o rumo
da Histéria da Humanidade.

Finalmente, reforcariamos a importancia de
gue os procedimentos no ambito da identifica-
¢ao genética de desconhecidos, desde a colhei-
ta de amostras problema a cadaveres ou restos
humanos, bem como a colheita de amostras de
familiares de supostos individuos a identificar,
associadas as quais a obrigatoriedade de exis-
téncia de documentacdo que assegure a cadeia
de custddia das amostras, passando por todos
os procedimentos laboratoriais aplicaveis, até a
elaboracao do relatério pericial, devem pautar-se
pelo cumprimento de normas e regulamentos que
assegurem a garantia da qualidade dos resultados
obtidos, designadamente através da realizacdo
de procedimentos, em particular os de natureza
laboratorial, em laboratérios e através de ensaios
acreditados.

Terminamos, fazendo a ressalva de que o mo-
desto contributo que aqui quisemos deixar ndo se
apresenta como um referencial técnico ou cientifico
sobre a identificacdo genética de desconhecidos,

mas sim como um documento acessivel ao
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entendimento simultaneo de operadores tdo
diversos como juristas ou magistrados, médicos e
demais especialistas das areas médicas e biomédicas,
bem como a estudantes e estudiosos de nivel pré e
pos-graduado desta area em que todos confluem
com o objetivo Ultimo de, em primeira instancia,
servir a justica e, em ultima instancia, servir o bem
e a causa publica.
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