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EPIGRAFE

“Ta la o corpo estendido no chao, em vez
de um rosto uma foto de um gol.

Em vez de reza uma praga de alguém, e
um siléncio servindo de amém. O bar
mais perto de pressa lotou, malandro
junto com trabalhador.

Um homem subiu na mesa do bar, e fez
discurso pra vereador.

Veio cameld vender anel, cordao, perfume
barato, e a baiana pra fazer pastel e um
bom churrasco de gato.

Quatro horas da manha baixou o santo na
porta bandeira.

E a mocada resolveu parar, e entdo...

Ta la o corpo estendido no chdo, em vez
de um rosto uma foto de um gol, em vez
de reza uma praga de alguém, e um
siléncio servindo de amém.

Sem pressa, foi cada um pro seu lado
pensando numa mulher ou num time olhei
0 corpo no chao e fechei minha janela de
frente pro crime.”

(De Frente pro Crime, estendido no chéo
Joé&o Bosco e Aldir Blanc)
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RESUMO

Larvas e adultos de insetos encontrados em cadaveres fornecem evidéncias
importantes para a estimativa sobre o intervalo pés-morte. Determinar o instar
de espécimes de insetos imaturos coletados a partir de um cadaver pode ser
uma maneira eficiente para analisar os casos de interesse forense, pois 0s
ovos de dipteras sdo geralmente depositados no cadaver apos sua morte. A
analise forense de DNA recuperado a partir do intestino das larvas de dipteras
pode ser usado para identificar do que estas se alimentaram. Considerando-se
que a aplicacdo da ciéncia forense para investigacdo do crime envolve
rotineiramente identificacdo das espécies genéticas com base na similaridade
de sequéncia de DNA. Objetivou-se neste estudo detectar DNA de vertebrados,
a partir do contetdo gastrointestinal de larvas de dipteras necrofagicas, através
da utilizacao de técnicas moleculares, amplificando por PCR o gene da leptina
(lep), especifico para os vertebrados. Neste estudo foi demonstrado que os
dados de sequéncia do gene lep podem ser obtidos a partir do conteddo
gastrointestinal dissecado de uma larva que se alimentou do tecido dos
vertebrados. No entanto, considerando que andlise do conteudo a partir do
trato digestério das larvas é uma técnica recente, ainda existem muitas
limitagdes técnicas que nao foram exploradas.

Palavras-chave: Pericia criminal, estado tanatol6gico, entomologia forense.
gene lep, Calliphoridae.



ABSTRACT

Larvae and adult insects found on corpses provide important evidence for the
estimation of the postmortem interval. Determine the instar specimens of
immature insects collected from a corpse can be an efficient way to analyze the
cases of forensic interest because of dipterous eggs are usually deposited on
the corpse after his death. Forensic analysis of DNA recovered from the
intestine dipterous larvae can be used to identify which of these are fed.
Considering that the application of forensic science to crime investigation
routinely involves identification of the genetic species based on DNA sequence
similarity. The objective of this study was to detect vertebrate DNA from the
gastrointestinal contents necrofagicas dipterous larvae, by using molecular
techniques, the gene by PCR amplifying the leptin (LEP), specific to
vertebrates. In this study it was shown that the data sequence of the LEP gene
may be obtained from a gastrointestinal contents dissected larvae that fed on
the tissue of vertebrates. However, considering that the content analysis from
the digestive tract of the larvae is a recent technique, there are still many
technical limitations that have not been explored

Keywords: Criminal forensics, tanatological state, forensic entomology, lep
gene, Calliphoridae
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1 - INTRODUCAO

Ao apreciar uma obra feita pelo artista geralmente ndo nos admiramos
apenas por sua geometria ou dimensdes, o que nos chama a atencdo na
verdade, sdo os pequenos detalhes e, quanto mais delineada a obra mais
valiosa esta €. Assim é o trabalho do entomologista forense, que busca nos
detalhes e nas mindcias provenientes da entomologia, provas robustas a
elucidacdo dos crimes, conhecendo as caracteristicas e oportunidades que os
seres e insetos intimamente conectados a cena do crime podem apresentar
como vestigio das mais diversas areas do conhecimento bioldgico e, o que
passaria despercebido pela maioria dos observadores.

A entomologia forense consiste no estudo da interacdo dos insetos com
0 corpo em decomposi¢cdo, caracteriza-se pelo estudo desses e outros
artropodes associados a diversas questdes criminais, servindo assim, como
uma ferramenta auxiliar em procedimentos legais. Dessa forma, e considerada
como a disciplina cientifica que interpreta as informacfes fornecidas pelos
insetos (OLIVEIRA-COSTA, 2003).

A determinacédo do intervalo de colonizagéo tanatolégica de um cadaver
tem sido o principal tema de entomologistas forenses desde o século XIX. O
método utilizado se baseia nas fases de desenvolvimento dos artropodes,
especialmente de larvas de moscas, com relacdo a sua idade. A principal
vantagem deste método frente a metodologia padrdo para a determinacdo do
intervalo pés-morte, tais como, a depressdo da temperatura corporal,
hipéstases e rigidez, é que os artropodes podem representar uma medida
precisa mesmo em fases posteriores do intervalo pdés-morte, quando os
métodos classicos falham (BENECKE, 2005).

Na investigacdo de um crime muitas vezes o estado de putrefacdo e a
base organica da maneira com que € encontrado o cadaver, ndo € mais

eficiente para detec¢cdo do DNA por meio de técnicas moleculares tradicionais
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como: a reacao em cadeia da polimerase (PCR) e o sequenciamento, ou torna
esta analise extremamente dificultosa. Sabe-se ainda que a utilizacdo de 0ssos
ndo tenha se mostrado eficiente devido a aparente interferéncia do célcio na
PCR e o tempo de que demanda para extracdo de material genético em 0ssos
pela pratica forense.

Insetos de interesse forense sao bioindicadores e, neste trabalho foram
utiizados como fonte de material genético, pois se buscou o protocolo
adequado para coleta e preparacdo do DNA de vertebrados encontrados no
interior do tubo digestorio de larvas necroféagicas para fins futuros da aplicacao
na identificacdo de vitimas em estado tanatoldgico.

Deste modo, buscou-se com a execucéo deste trabalho, a conexao entre
a observacdo dos detalhes entomoldgicos, com a vasta possibilidade de
inovacdes trazidas pela entomologia forense em futuras aplicacbes em casos
de crimes contra a vida.

Assim, para garantir a fidelidade da aplicagdo de técnicas moleculares
em investigacdes periciais é necessaria a padronizacdo e a comprovacao da
eficiéncia desta técnica aplicada no qual, neste estudo, foi realizado o primeiro
passo no extenso caminho de inovagdo tecnolégica da possibilidade de se
encontrar material genético da vitima em tubos digestérios de larvas

necrofagicas.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1. Conceito de Pericia Criminal

A Pericia criminal alcanca as mais diversas areas do conhecimento
desde a medicina legal a criminalistica, sendo especialmente dividida em
subareas ou capitulos.

Ja a entomologia forense trata basicamente das questfes de identidade
e identificacdo do cadaver a partir do estudo dos insetos (OLIVEIRA-COSTA,
2003).

Por sua vez, a genética forense esta relacionada a determinacdo de
paternidade, identificacdo por meio do DNA e casos ligados a heranca
genética.

A criminologia preocupada com a origem e dindmica do crime,
particularmente sob o aspecto do criminoso e da vitima. A tanatologia forense
que, como o préprio nome sugere (thanatos — grego = morte; logus = estudo)
que possui por fundamento o estudo da morte, assim como os fenébmenos
desta decorrentes (DEL CAMPO, 2012).

Percebe-se assim, a aplicacdo autbnoma e holistica da pericia no
mundo cientifico, e suas diversas implicacbes na realidade da busca da
elucidacao de fatos criminosos. Desde modo, o conceito de pericia se aglutina
ao da criminalistica. Podendo-se resumir o conceito de criminalistica como:
“Ciéncia que estuda os vestigios deixados pelo crime no local do fato,
objetivando a sua comprovacdo e a identificacdo do criminoso” (CROCCE,
2012).

Assim, a criminalistica é a disciplina que cogita do reconhecimento e
analise dos vestigios extrinsecos relacionados com o crime ou com a

identificacdo de seus participantes (DOREA, 2003).
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2.2. A Importancia da Pericia Criminal

A legislacao brasileira relaciona que: “se ndo ha prova, ndo ha crime”.
Deste modo, o Codigo de processo penal cita em seu artigo 386 que: “O juiz
absolvera o réu (...) se, paragrafo Il: “ndo haver prova da existéncia do fato”.
Desse costume, pode-se dizer que, se o corpo da vitima nao for encontrado, ou
ndo for reconhecido, ndo h& como condenar ou acusar 0O Criminoso,
acarretando prejuizo a toda a sociedade.

Percebe-se assim a importancia da prova pericial, pois ao Perito criminal
resta como funcdo a producdo da materialidade do fato criminoso, sua
dindmica e apontamento da autoria, todas estas provas denominadas
materiais, sendo estas imutaveis.

Por determinacdo expressa do codigo de processo penal brasileiro, toda
vez que restarem vestigios materiais decorrentes das infracées penais a prova
pericial serd imprescindivel (JESUS, 2014).

O Perito ao elaborar um laudo esta inferindo todos os elementos de
certeza sobre o fato delituoso e todos os elementos materiais decorrem de sua
interpretacdo que resultardo na apreciacdo por parte do magistrado que ira
analisar o conjunto probatdrio carreado nos autos (CROCCE, 2012).

O préprio legislador em 1941, ja anteviu a importancia da prova
cientifica, prevendo no artigo 158 do cédigo de processo penal que “o juiz
formulara sua convicgao pela livre apreciacdo da prova”. A importancia pericial
consiste ainda na previsao das nulidades do artigo 564, inciso lll, alinea b do
Cddigo de processo penal em que: “a nulidade ocorrera nos seguintes casos...
por falta das férmulas ou dos termos seguintes... 0 exame de corpo de delito

nos crimes que deixem vestigios” (DOREA, 2003).

2.3. O local de crime de morte violenta.

O perito de campo, devido a natureza abrangente de sua profissdo, ao
iniciar seus trabalhos nunca sabe com o que vai se deparar em seu plantéo,
gquando em um mesmo dia se deparada com casos triviais até aqueles mais
complexos. Destaca-se ainda a problematica de que, no Brasil ndo ha uma

politica de preservacdo do local do crime, que ainda carece de um grande
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esforco por parte das autoridades no sentido de que a prépria populacdo nao
altere as condicOes de preservacao da cena do crime

Dentre os trabalhos periciais, os locais de achado tanatolégico séo
aqueles que realmente se destacam como 0s mais enternecedores aos
profissionais da area, sendo que poucos se dedicam nesta modalidade
(CROCCE, 2012).

Estudos indicam que a andlise do conteddo gastrointestinal de vermes
pode ser usada para revelar o DNA de uma vitima. No entanto, esta
abordagem nao tem sido utilizada até hoje em investigacdes legais devido a
ndo determinacao de um protocolo definitivo e, portanto, sua utilidade pratica é
desconhecida (CAMPOBASSO et al. 2005).

2.4 Locais de achado de cadaver em estado tanatolégico.

Quando em locais de morte violenta o profissional se depara com um
cadaver humano em estado tanatolégico, as condicdes do organismo e do
ambiente impdem ao profissional uma gama de sensacBes organolépticas e
sociais que requerem uma preparac¢ao psicologica anterior bastante sdlida.

Ocorre que, muitas vezes devido ao estado de conservacdo do cadaver
achado, a identificacao visual se torna inviavel ou impossivel, pois o corpo em
estado tanatolégico adquire modificacbes visuais bastante severas e que se
acentuam com o decurso de tempo.

Um cadéaver tanatolégico possui as seguintes caracteristicas: Inicia-se
com a autolise, resultante da alteracdo do pH e pressdo osmotica do corpo
ap6s a morte, decorrendo no rompimento das membranas celulares e
desintegrando os tecidos, esta acidificacéo é sinal evidente de morte, podendo
ser comprovada com o uso de indicadores, tratando-se de fase inicial do
fenbmeno destrutivo tanatoldgico, a fase de putrefacdo acontece logo apos a
fase de autolise, devido a agédo de bactérias aerdbias e anaerodbias, iniciando-
se no intestino grosso na chamada “mancha verde abdominal”, tomando conta
de todo o organismo, a fase cromatica surge entre 20 e 24 horas apoés o 6bito e
pode durar até sete dias. Inicia-se, novamente, pela mancha verde abdominal
da fossa iliaca (DEL-CAMPO, 2012).
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A fase gasosa decorre dos gases da putrefacdo que sdo formados no
interior do corpo e fazem com que o cadaver adquira uma aparéncia de
agigantamento, com destacamento da epiderme, com presenca de grande
quantidade de bolhas com conteddo sero-sanguinolento. Esta fase inicia-se de
dois a sete dias ap0s 0 Obito e pode durar de sete a trinta dias ou até a fase de
esqueletizagédo (DEL-CAMPO, 2012).

O odor decorrente desta fase pode ser descrito como putrido e
penetrante que persiste no tempo, sendo de dificil conducédo nestes locais por
parte do perito (CROCCE, 2012).

Tendo em vista ainda as grandes dimensfes com vazios demograficos
do Estado de Mato Grosso do Sul, muitas vezes quando do encontro de
cadaveres humanos, estes ja se apresentam em adiantado estado tanatolégico
0 que impede o reconhecimento visual da pessoa e, muitas vezes, seu estado
de conservacao ja se encontra em nivel de fragmentacédo que dirimi ou impede
a andlise de seu perfil genético com base em seu material organico direto.

Fatores mesologicos como altitude, clima, vegetacdo determinam a
distribuiciio de espécies necréfagas nas regibes tropicais (CORREA, 2010).

Devido a estes fatores organolépticos, a maior dificuldade que os peritos
criminais enfrentam na identificacdo de cadaveres em estado tanatologico é
que, sua conservacdo e época de encontro, tratam-se de fatores

preponderantes a sua identificacéo.

2.5. A evolucao da Entomologia Forense e sua aplicacdo na resolucédo de

casos.

O primeiro caso de entomologia forense citado em manuais de medicina
legal ocorreu na China medieval no ano de 1235. Um assassinato no campo de
arroz levou a uma investigagdo, onde a autoridade policial, no dia seguinte,
pediu que todos os trabalhadores colocassem suas foices no ch&o. Moscas
foram atraidas pelo sangue de uma determinada foice. O autor, dono dessa
foice, sentindo-se pressionado acabou por confessar o crime. Mas 0 primeiro
caso incluindo a estimativa de intervalo pos-morte ocorreu na modernidade
descrito por Bergeret em 1855 (apud CRUZ, 2014).
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Entretanto, essa ciéncia sO0 se tornou popular apés 1894, com a
publicagdo do livro “Le faune des cadavres” escrito por Mégnin. Este trabalho
expande sua teoria anterior de quatro ondas de insetos para oito ondas
sucessivas em corpos expostos livremente, e duas ondas para corpos
enterrados (MACIEL, 2014).

No Brasil, foram realizadas pesquisas bem sucedidas, apesar das
dificuldades relacionadas a dados taxonémicos, bioldgicos, técnicos e
biodiversidade (DIAS, 2009). Entre os pesquisadores pode-se citar Oscar
Freire e Roquete Pinto que trabalharam entre 1900 e 1930 (PUJOL-LUZ,
2008).

Depois 0 assunto permaneceu esquecido durante anos no Brasil, apesar
do desenvolvimento da entomologia forense continuar mundialmente
(OLIVEIRA-COSTA, 2003).

Atualmente vem crescendo o interesse de cientistas forenses e pessoas
ligadas a instituigbes judiciais em como conduzir a entomologia junto a outras
técnicas de investigacdo em caso de morte (CUNHA, 2013).

Entomologia forense é o estudo dos insetos, acaros e outros artrépodes
associados a um cadaver humano vitima de morte violenta, para se determinar
o tempo da morte e quando possivel, deduzir as circunstancias que cercaram o
fato antes do ocorrido ou que se seguiram depois (OLIVEIRA-COSTA, 2003).

O estudo da entomologia forense tem sido utilizado em todo o mundo
como uma ferramenta pericial nas investigacdes criminais podendo ser
realizada para determinar a origem de produtos estocados, a estimativa do
intervalo post-mortem, toxicolégico para deteccdo de substancia entorpecentes,
local da morte, maus tratos, dentre outros (GREDILHA, 2007).

Através da entomogenética tem sido possivel a extracdo de material
genético do trato gastrointestinal de larvas necréfagas e por meio da biologia
molecular determinar a sequéncia genética do individuo a que a amostra
pertence em gque tanto se podem encontrar DNA da vitima quanto do suspeito
(WELLS, 2001).

Neste estudo, o foco da entomologia forense resultante da analise de
larvas necrofagicas, servird de base a determinacdo do material genético da

vitima, bem como determinar o tempo de morte (intervalo post morten), cuja
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identificacdo através dos tecidos presentes ja ndo € mais viavel devido a
modificacao visual e a lise das partes organicas (OLIVEIRA-COSTA, 2003)

Entretanto, ndo ha no Brasil um protocolo utilizado para a anélise de
material genético em cadaveres em decomposicdo, posto que cada perito em
cada Unidade da Federacéo utiliza de métodos empiricos na busca genética da
vitima. Ocorre ainda que, ndo ha na literatura brasileira nenhuma referéncia
especifica da pratica forense oficial que determine as condi¢cdes de coleta e
analise do material genético da vitima em estado tanatolégico (CRUZ, 2014).

Um dos entraves para a expansdo da utilizacdo de evidéncias
entomoldgicas como ferramenta auxiliar na solugdo de crimes é o
distanciamento entre a academia e os profissionais das policias judiciarias
responsaveis pela producéo de provas materiais a partir do exame de cenas de
crime e de cadaveres, bem como entre 0s peritos criminais e os médicos
legistas (PUJOL-LUZ, 2008).

Os conhecimentos produzidos por equipes compostas por
entomologistas, peritos criminais e médicos legistas sdo escassos atualmente e
certamente contribuirdo enormemente para o desenvolvimento da entomologia
forense no Brasil. Pois irdo associar o melhor de dois mundos: a experiéncia
cientifica dos professores com a casuistica dos peritos criminais e médicos-
legistas (PUJOL-LUZ, 2008).

Deste modo, eventuais resultados sdo provenientes de pioneiros que
tentaram empiricamente desvendar a identidade genética dos vitimados que
estavam sob sua responsabilidade. Ndo ha ainda na literatura forense da
pratica dos Peritos Oficiais, tabelas de determinacdo da acdo da fauna
cadavérica nas diferentes regibes e biomas brasileiros, sendo carente a
literatura ainda do protocolo utilizado para determinacdo genética dos
cadaveres em estados de decomposi¢ao organica.

A identificacdo humana por DNA € uma importante ferramenta na
resolucdo de casos envolvendo questdes criminais e de paternidade
(DOLINSKY, 2007).

O DNA pode ser extraido de pequenas amostras bioldgicas, tais como,
manchas de sangue, sémen, cabelo, ossos, dentes, unhas, saliva, urina e
fluidos bioldgicos; estes sdo os dois principais vestigios que podem ser

encontrados nas cenas de crime.
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Porém, o levantamento dos vestigios de material organico deve ser feito
com bastante cuidado, pois a exposicdo do DNA a fatores como luz solar,
microrganismos e componentes quimicos pode provocar a sua degradacao e
interferir nos resultados (PARADELA, 2010).

Dessa forma, esta sendo construida uma alianca entre a criminalistica e
a justica utilizando a biologia como ferramenta, e os insetos podem vir a serem
pecas fundamentais de alto valor criminalistico para fazer justica.

Assim, a identificacdo humana por DNA é uma importante ferramenta na
resolucao de casos envolvendo questdes criminais e de paternidade.

Esses vestigios podem ser utilizados para determinar o perfil genético do
individuo e estabelecer alguma ligacao entre a pessoa e o local do crime, uma
vez que, € Unico o patrimbnio genético de cada pessoa, pois existem
sequéncias muito variaveis na molécula de DNA que devido ao seu alto grau
de polimorfismo, podem ser utilizadas para distinguir individuos e estabelecer o
vinculo genético entre os individuos envolvidos (MACIEL, 2014).

2.6. Entomofauna de interesse forense

Existem dois grandes grupos de artropodes: besouros e moscas, que
sdo atraidos por cadaveres e fornecem a maioria das informacfes em
investigacdes entomologia forense (BYARD, et al, 2002).

Existem atualmente, mais de 750.000 espécies de besouros e 86.000
espécies de moscas registradas em todo o mundo. Destes dois grupos as
moscas sao geralmente as primeiras a entrarem em contato com o cadaver
(KOLLER et al, 2011).

Assim, identificar o instar e a espécie dos insetos presentes em um
cadaver humano pode proporcionar uma estimativa relativamente precisa do
tempo de morte do cadaver. A premissa fundamental é que o corpo nao esta
em Obito ha mais tempo do que levaram os insetos a chegarem até este.

Os insetos relacionados a decomposicdo de cadaveres podem ser
divididos em grupos funcionais: Insetos que ja habitavam o corpo antes da
morte (piolho e pulga); espécies necrofagas (principalmente moscas); espécies

predadoras que se alimentam de outros insetos que estdo no corpo (alguns
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besouros); onivoros, insetos generalistas que consomem algo do corpo ou
insetos que estdo no corpo (vespas); E espécies que passam pelo local e sdo
atraidas pelo calor e umidade do cadaver, mas ndo participam da
decomposicdo (CARVALHO, 2006).

Neste ambito, a entomologia forense apresenta diversas areas de
concentracdo e aplicagbes, fazendo-se necesséario entender que alguns
questionamentos basicos devem ser respondidos durante a investigacgéo,
como: a ocorréncia da morte, o local, o tempo e a maneira, seja ela natural,
acidental ou criminal (OLIVEIRA-COSTA, 2003).

Os insetos necrofagos também séo fonte de material genético da vitima,
pois estes emitam de tecidos e fluidos do corpo em decomposicéo e é possivel
a extracao e identificacdo do DNA destes componentes, presentes no sistema
digestivo de tais insetos.

Outro fator importante € a comparacéo feita entre insetos necréfagos e
os diferentes tipos de ambientes, colonizados por diferentes espécies. Desta
forma, existem possibilidades de se verificar se houve algum tipo de
deslocamento do cadaver (PUJOL-LUZ, 2008).

Devido a importancia da entomologia forense, urge que se desenvolvam
conhecimentos, tais como, diversidade, frequéncia das espécies em diferentes
épocas do ano e aspectos detalhados da biologia das espécies necréfagas
para que possam ser utilizadas na descoberta da causa, do modo, da
localizacdo e até mesmo do tempo de morte de um individuo (OLIVEIRA-
COSTA, 2003).

Entretanto, ja se sabe que, a maior parte da decomposi¢cdo de um corpo
é feita pelos dipteros. Apenas quando o corpo ja esta muito ressecado € que
outros grupos de insetos, como dos coledpteros sdo atraidos para a
continuidade ao processo.

Os dipteros sao insetos que apresentam morfologicamente apenas um
par de asas transparentes com nervuras, localizadas anteriormente e, as asas
posteriores transformadas em estruturas menores denominadas halteres que
sdo importantes na estabilidade ou equilibrio durante o v6o. Essa ordem pode
variar muito de estilo de vida e tamanho (TURNER, 1999).

Atualmente, alguns pesquisadores no Brasil e na América latina vém

realizando experiéncias para obtencdo de dados complementares para a
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entomologia forense, o que é muito importante, pois 0 assunto ainda é pouco
aceito e utilizado.

Dados sobre a entomofauna e biologia dos insetos associados a
decomposicdo cadavérica podem fornecer pecas essenciais em procedimentos
legais, além de contribuir em estudos posteriores desta area do conhecimento
(CARVALHO, 2006).

Entretanto, observa-se uma flutuacéo populacional das espécies moscas
em razdo das localidades onde s&o realizados os estudos, sendo os fatores
ambientais diretamente determinantes da evolucdo das moscas (MIRA, 2009).

Isso faz com que possa dividir a abundancia de moscas e
consequentemente uma maior ou menos rapidez na decomposi¢cdo do corpo
em certas épocas do ano (CORREA, 2010).

Estudos indicam que as moscas cadavéricas ocorrem de acordo com o
processo de decomposi¢cao do corpo, e acordo com seu estagio de sucesséo,
sendo que os Calliphoridae apresentam maior preferéncia no primeiro estagio
da decomposicdo (MIRA, 2009)

Os Sarcophagidae tém maior incidéncia no periodo frio e no estagio

avancado da decomposicdo e as Phoridae tém preferéncia pelo estagio final da
decomposicdo (FLORES, 2009).

A familia Calliphoridae se caracteriza por dipteros de tamanho médio a
grande, coloracdo metdlica (verde, azul, violeta, cobre), possui a arista plumosa
até o apice, em sua maioria sédo sapréfagos (MIRA, 2009).

Suas larvas se alimentam de tecidos em decomposicédo e preferem os
estagios iniciais de decomposicdo e tem grande importancia forense na
estimativa do intervalo pés-morte (BOONSRIWONG, 2007).

Ja a familia Sarcophagidae sdo moscas de tamanho médio, de
coloracdo cinza, arista nua ou pilosa na base, mesonoto com trés faixas
longitudinais negras; abdome geralmente ornamentado de manchas com
reflexos cinzentos ou negros em xadrez (CRUZ, 2014).

Este grupo se assemelha a alguns Calliphoridae quanto ao aspecto e
habitos; as espécies necréfagas sao larviparas; os Sarcophagidae colonizam
carcagas nos periodos mais frios (outono e inverno) e prefere os estagios

adiantados decomposicéo (MIRA, 2009).
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A familia Muscidae sé@o geralmente espécies que, quando associadas a
carcagas apresentam cor escura, algumas vezes se podem encontrar espécies
de cor verde metalica que podem ser confundidas com Calliphoridae. O que as
distingue € a quarta nervura média da asa. Suas larvas apresentam o0 corpo
cilindriforme (CRUZ, 2014).

Levantamentos de campo de insetos necréfagos geralmente contam
com armadilhas contendo iscas ou carcagas de animais, devido a ética e
restricbes logisticas de lidar com cadaveres. Tais armadilhas podem fornecer
uma descricdo estimada das espécies realmente envolvidas no cadaver em
decomposicdo e de seu verdadeiro potencial em investigacdes forenses
(OLIVEIRA, VASCONCELOS, 2010; LUIZ et al. 2012).

Trabalhos recentes realizados em Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
visando conhecer a diversidade e a abundancia de moscas sinantrépicas,
utilizando como iscas peixe deteriorado, descrevem que as familias mais
abundantes foram Calliphoridae (105.334); Muscidae (27.999); Sarcophagidae
(21.083); Fanniidae (17.759) e Mesembrinellidae (305), respectivamente,
totalizando 172.480 dipteros encontrados (LUIZ et al., 2012). A Calliphoriadae,
com uma predominancia superior a 61% das espécies presentes e as espécies
gue mais se destacaram foram Chrysomya albiceps com mais de 43% das
espécies presentes, seguida por Chrysomya megacephala superior a 11%,
Cochliomyia macellaria com 0.64% e Lucilia eximia com 0.53%, distanciando-
se das demais espécies desta familia que apresentaram valores irrisérios (LUIZ
et al., 2012).

No mesmo trabalho, os representantes da familia Sarcophagidae foram
compreendidos por mais de 12% das moscas presentes no estudo (LUIZ et al.,
2012).

Em outras localidades que realizaram estudos similares, como no
Estado de Sergipe, em que foi utilizada uma carcacga suina e considerados 0s
fatores mesoldgicos especificos daquela localidade, pode-se constatar que
houve o aparecimento de sete espécies de moscas, pertencentes a trés
familias: Calliphoridae, Sarcophagidae e Muscidae (CRUZ, 2014).

Destacando a presenca da espécie de maior predominancia e, a mais
coletada que foi a Chrysomya albiceps, encontrada ja apds vinte e quatro
horas, colonizando o orificio bucal, seguida pela Musca domestica, a qual foi a
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segunda espécie mais frequente Cruz (2014), o que nao ocorreu no
experimento realizado em Campo Grande, MS, provavelmente pela diferenca
de ambiente e de isca utilizada.

Em outro estudo realizado no Estado de Pernambuco foi realizado o
estudo forense em quatorze cadaveres provenientes do Instituto de Medicina
Legal, daquele Estado. De acordo com as condi¢des do corpo e o padréo de
colonizacéo por insetos, simultaneamente observou também a diversidade de
insetos em torno do ambiente onde foram retirados os cadaveres, usando
armadilhas com iscas, cinco espécies foram encontradas nos cadaveres, sendo
estas: Chrysomya albiceps, Chrysomya megacephala e Cochliomyia macellaria
(Calliphoridae), e Oxysarcodexia riograndensis e Ravinia Belforti, ambos
representantes  Sarcophagidae. Totalizando 4.689 insetos adultos,
pertencentes a 24 espécies de sete familias de dipteros: Calliphoridae,
Sarcophagidae, Muscidae, Fanniidae, Phoridae, Anthomyiidae e Stratiomyidae
(OLIVEIRA; VASCONCELQS, 2010).

No estudo realizado por Oliveira e Vasconcelos (2010) artigo cita que
Chrysomya albiceps foi a espécie mais frequente sobre os cadaveres e a mais
abundante nas armadilhas. Espécies referidas como de importancia forense,
tais como Lucilia eximia, Chrysomya putoria, Oxysarcodexia modesta e Ophyra
chalcogaster foram coletados em armadilhas, mas ndo em cadaveres,
parecendo haver uma colonizacdo limitada de cadaveres no local da morte,
apesar da presenca das espécies necréfagas na regido (OLIVEIRA;
VASCONCELLOS, 2010).

Os resultados apresentados pelos autores contribuem para
diferenciacdo entre as espécies que estdo envolvidas em decomposicdo e
aqueles encontrados dentro e ao redor das instalagbes do IML assim
fornecendo pistas sobre a localizacdo da morte e o intervalo post-mortem
(OLIVEIRA; VASCONCELLOS, 2010).

No estudo realizado por Kriger et al (2010) avaliando a taxa de
desenvolvimento de Diptera de importancia forense no sul do Brasil, os autores
coletaram larvas de dipteros em carcacas de coelhos-domésticos ao longo das
quatro estacdes de 2005 no extremo-sul do Rio Grande do Sul, Brasil. As
especies mais abundantes na carcaga foram Lucilia eximia e Chrysomya

albiceps (Calliphoridae) em todas as estagOes. Outras espécies como
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Hemilucilia semidiaphana (Calliphoridae), Synthesiomyia nudiseta, Muscina
stabulans (Muscidae) e Fannia pusio (Wiedemann) (Fanniidae) foram menos
importantes porque ocorreram em alta abundancia em determinadas estacdes
do ano no decorrer dos primeiros dias de decomposicao.

A ordem Diptera ocorre frequentemente sobre 0s corpos cadavéricos por
serem atraidas pelo odor, além de serem as primeiras a colonizarem 0s corpos
em decomposicao. Sao de grande importancia forense e dentre elas a familia
mais representativa tanto quantitativamente quanto qualitativamente sdo os
Muscoides, por sua alta quantidade e diversidade de espécies, e também a
familia Calliphoridae que estd presente em todas as fazes de decomposicao
(OLIVEIRA-COSTA, 2013).

As moscas adultas depositam seus ovos na pele e orificios do cadaver,
sendo que quando os ovos eclodem as larvas comecam a migrar para 0S
tecidos internos do corpo, em que geralmente sdo essas larvas imaturas as
responsaveis pelas lesdes e deterioracdo dos tecidos moles de cadaveres
devido a presenca de estrutura bucal que permitem se alimentarem de
particulas sdlidas do cadaver, diferentemente das moscas adultas que
possuem um aparato bucal sugador (FLOREZ, 2009).

O clima com caracteristicas tropicais de nossa regiao faz com que haja
um incremento no aparecimento de moscas, consequentemente, com presenca
de larvas cadavéricas na decomposicao de carcaca animal.

A analise de DNA em casos forenses é extremamente importante, tanto
em estudos de identificacdo quanto em casos criminais que podem ser
utilizados para a resolucdo de crimes no qual ndo se tém suspeitos,
possibilitando assim a identificacdo de individuos por meio dos vestigios
encontrados no local do crime (CORREA, 2010).

No tocante a morte violenta, a andlise dos insetos encontrados nos
cadaveres tem sido de grande importancia por fornecer informacdes sobre a
identidade do morto, a causa ou modo da morte, o local onde ela ocorreu,
quando ela ocorreu, se houve movimentagdo do cadaver, e permite ainda a
associagao de suspeitos com a cena do crime (MACIEL, 2014).

Desta forma, os estudos indicam que ha a necessidade de se adequar

0s estudos entomoldgicos ndo apenas nos meios académicos, mas também
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com a realidade pericial, uma vez a diferenca observada in loco pericial e a

outra encontrada em ensaios académicos.

2.7. Andlise genética.

Atualmente a Entomologia Forense tem se beneficiado de varias
técnicas moleculares de genotipagem durante o processo de investigacao,
sendo na identificacdo genética das espécies de inseto, como também na
recuperacdo do DNA de vertebrado, do conteddo gastrointestinal de varias
espécies e estagios de desenvolvimento de artrépodes, como: moscas,
coleopteras, piolhos, carrapatos e mosquito (REPLOGLE et al., 1994; LORD,
1998, KREIKE, 1999; MUKABANA et al., 2002; CAMPOBASSO et al., 2005; LI
et al., 2011; MARCHETTI et al., 2013).

Alguns estudos tém sugerido a deteccdo de DNA humano, dentro
pupdrios vazio, e ou regides externa ao puparios vazios, que estdo em contato
direto com o substrato (alimento), ou na membrana peritréfica e ou no
meconiado, bem como em outras estruturas de larvas como, por exemplo, no
esqueleto cefalofaringeo (MARCHETTI et al., 2013).

A andlise do conteudo intestinal dos insetos pode ser uma evidéncia
crucial quando se tem duvidas da procedéncia dos insetos utilizados na analise
entomoldgica, se realmente desenvolveram e se alimentaram do cadaver em
questdo. Uma associacdo precisa entre o inseto e cadaver é de suma
importante em casos, que partes do corpo estejam faltando ou se o corpo
tenha sido removido do local, posteriormente a sua morte, ou quando séo
encontradas apenas as larvas vivas no local do crime (LINVILLE et al, 2004;
CAMPOBASSO et al ; 2005; WELLS e STEVENS, 2008).

Quando ha uma fonte alternativa de alimento préxima ao cadaver e
ocorre duvida da interpretacdo de onde as larvas sdo; quando ha muitas
evidéncias no local; ou ainda quando os insetos de uma cena do crime sao
divididos e enviados para diferentes investigadores que chegam a conclusdes
divergentes.

A utilizagcdo de técnicas de biologia molecular tem se mostrado eficaz

para identificar DNA humano presente no intestino de insetos, fornecendo um
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perfil genético que pode ser comparado ao do corpo em questdo, como
observado por Wells et al (2001), que foram capazes de detectar e identificar
DNA humano, ap6s uma reacdo de PCR do conteudo intestinal de insetos
alimentados com um figado humano removido de um transplante; e por Zehner
et al (2004) que mostraram que a analise de regides polimérficas (STR) do
DNA humano recolhido do intestino de larvas, apos realizacdo de PCR e
sequenciamento, poderia ser usada para associar esses insetos a um
determinado cadaver.

A capacidade de identificar hospedeiros humanos individuais com base
em andlises de sangue recuperados do trato digestivo de artropodes
hematéfagos tem sido utilizada ha algum tempo na entomologia médica e
forense (LORD, 1998).

O sistema digestivo dos artropodes, em geral € um tubo que percorre
todo o corpo do inseto, da boca até anus. O tubo digestivo é composto pelo:
estomodeo (intestino anterior), meséntero (intestino médio), proctodeo
(posterior intestino) (Figura 1) e também pelas glandulas anexas (DESSI,

2014).

proctodeo

mesentero

stomodeo

» Stess colon
faringe esofago ventriglio valvola valvola

cardiaca pilorica
ileo

Figura 1. Representacdo esquematica do sistema digestivo de larva de mosca.
Fonte: http://www.giand.it/diptera/biblio/?lang=it (Giancarlo Dessi, 2014)

7

O principal local de digestdo e absorcdo dos alimentos é o instestino
médio (meséntero), este corresponde a maior parte do sistema digestoério, tanto
em comprimento quanto em didmetro, em muitos insetos neste local contém

uma membrana semipermeavel (TELLAM et al., 1999).
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Observacdes realizadas permitiram concluir, que o sistema digestivo dos
artropodes em geral é revestido por uma matriz peritréfica também denominada
de membrana peritréfica (PM). Esta membrana é secretada pelo epitélio, e esta
em uma ou mais fases do ciclo de vida dos insetos. Tem um papel importante
na facilitacdo dos processos digestivos e na protecdo contra a invasao por
microrganismos e parasitas (TELLAM et al., 1999)

A matriz ou membrana peritréfica € uma fina camada acelular composta
por quitina, proteinas e proteoglicanas, envolvendo o bolo alimentar e
separando o epitélio do intestino médio (Figura 2), esta membrana esta
presente em muitas espécies de artropodes (DESSI, 2014).

A PM pode ser classificada de dois tipos (I e Il), de acordo com o local
de sintese: Tipo | é sintetisado por todas as células do epitelio do intestino
médio envolve o alimento “semelhante a uma bolsa”, e é formada
principalmente em resposta a ingestdo de alimento, pelo inseto. Tipo Il é
sintetizado por células especializadas na regido de transicdo do estomodeo e
meséntero, iniciando-se na valvula cardiaca na juncéo entre intestino anterior e
meédio, estendendo-se ao longo de todo o meséntero até o inicio do proctodeo
(LEHANE et al., 1997; TELLAM et al., 1999). A PM do tipo Il é mais
estruturada que a do tipo |, e as proteinas que compdem esta membrana sao
determinantes na estruturacdo e formam ligagbes com a quitina,
consequentemente, desempenham um importante papel na constituicdo desta

membrana.
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Figura 2. Representacdo esquematica do sistema digestico de larva de terceiro
estagio de Dermatobia hominis, com 20 dias pés—infestacdo (EVANGELISTA e LEITE,
2003).

O tecido ingerido pelas larvas de mosca é normalmente processado e
eliminado pelo tubo digestivo, na fase larval apds alimentacdo e ou na
metamorfose (MARCHETTI et al., 2013).

Durante o processo de digestéo, alterac6es bioquimicas produzidas por
enzimas proteoliticas quebram as ligacdes peptidicas entre os aminoéacidos,
estas enzimas sdo dominantes no ambiente intestinal dos insetos,
responsaveis por 95% da atividade digestiva total. As enzimas presentes na
saliva tém um papel fundamental na digestdo oral sdo posteriormente
incorporadas no saco gastrico, o que podera explicar alguma da degradacéo do
DNA durante a digest&o larval (CANIE, 2010).

As amostras de tecidos, muito degradadas coletadas em cadaveres em
um estado mais avancado de putrefacdo, e ou as provenientes do contetudo
gastrico larvar apresentam varias caracteristicas desfavoraveis, que poderdo
ser responsaveis pelo insucesso da genotipagem, tais como a inibicdo da
reacdo de PCR, a degradacdo do DNA e as alteragcdes bioquimicas desta
molécula (CANIE, 2010).
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No entanto, muitos estudos tém sido realizados com amostras muito
degradadas, como as provenientes do conteddo gastrico larval, e o0s
marcadores utilizados para a identificacGdo de DNA humano e posterior
comparacao com uma amostra de referéncia do cadaver, sdo os: DNA nuclear
das regides repetidas em tandem (STR) (100-400 pb fragmentos) (ZEHNER et
al, 2004) e o DNA mitocondrial (mtDNA) e o gene amelogenina humano
(AMEL 212-218 pb / 106-112 pb) (WELL et al., 2001; LINVILLE et al., 2002,
LINVILLE e WELL , 2004).

Os marcadores microssatélites, também designados de STR (short
tandem repeats) foram utilizados pela primeira vez como marcadores
moleculares polimérficos em 1989 (LITT e LUTY, 1989). Como o tamanho dos
alelos dos loci STR € relativamente pequeno, menor do que 350 pb
(BRINKMANN, 1996), a analise se torna rapida € sensivel, e podem ser
estudados a partir de amostras com quantidades muito pequenas de DNA.

Para a identificacdo de seres humanos, analise do mtDNA é muito
utilizada também, devido aos altos numeros de copias dentro das células
facilitando a deteccdo quando os tecidos sdo degradados (HOLLAND e
PARSONS, 1999; MORLEY et al, 1999).

Contudo, as altera¢des bioquimicas, que provavelmente podem sofrer o
DNA durante o processo de digestédo, parece ndo serem téao limitantes. Assim,
alguma degradacdo do que ocorra no DNA ao longo do tubo digestivo, ndo
parece ser a principal razdo para uma falha na detec¢do do material genético a
(CAMPOBASSO et al., 2005).

No estudo, realizado por Zehner et al. (2004), que foi um dos primeiros
estudos a demonstrarem a possibilidade de analise da STR em DNA humano
presente no tubo digestivo de larvas necrofagos. As larvas foram coletadas em
13 cadaveres com intervalos variaveis de pos-mortem. E as regides STR e as
regides hipervariaveis (HVR) foram amplificadas partir do conteddo gastrico,
destas larvas. Em sete casos, o perfil completo STR foi estabelecido, em dois
casos, um conjunto incompleto de alelos foi obtido, e em quatro casos o STR
nao foi bem sucedido. Quanto a analise da regido HVR foi bem sucedida quase
todos os casos, exceto um. Estes autores também relataram que o
acondicionamento e armazenamento das larvas, é fundamental para 0 sucesso

da deteccéo do material genético.
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O valor forense do material genético na identificacdo do DNA de
vertebrados, seja humano ou ndo, tem sido amplamente demonstrado. Varios
experimentos sao realizados no intuto do desenvolvimento e validagdo de
novas técnicas analiticas, e na expansao da lista de tecidos biologicos para
obtencdo de DNA, que possam trazer beneficios significativos na identificacao
de cadaveres (WELLS, 2001; TELETCHEA et al., 2005).

Os desafios técnicos, conceituais e moleculares na dentificacdo de
espécies em amostras forenses tende a aumentar exponencialmente. E varios
meétodos viaveis tém sido aplicados nas tentativas de identificar espécies em
quase todos os tipos de substratos, sendo que algumas abordagens ja
produziram resultados significativos (DeSALLE et al., 1996).

Na busca de mais marcadores o gene leptina (lep) pode ser uma bom
candidato, este gene esta presente no cromossomo 4 de bovinos é constituido
por trés éxons separados por dois introns, dos quais o éxon 1 ndo é transcrito.
A leptina € um hormonio proteico de 162 aminoacidos de 16 kDa sintetizado
pelo gene da leptina, produzida principalmente pelos adipécitos. Estudos tém
demonstrado a homologia entre 0 gene da leptina de diversas espécies. O
gene da leptina humana tem 84% de homologia com o0 gene da leptina de
camundongos, 83% com o de ratos e 85% com o de bovinos e suinos (DOYON
et al, 2001; ZHANG et al, 1994).
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4 - OBJETIVOS

Objetivo Geral

Determinar a viabilidade de obtencdo de material genético de
vertebrados a partir do conteddo gastrointestinal de larvas de dipteras

necrofégicas alimentadas com carne bovina.

Objetivos Especificos

1. Analise da eficiéncia de técnicas de obtencédo de DNA de vertebrados a
partir do conteudo gastrointestinal de larvas necrofagicas.

2. Determinacdo do protocolo especifico para a analise genética do
material

3. Identificar os géneros de larvas coletadas.

O artigo a seguir foi elaborado seguindo as normas da revista Forensic science
international
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RESUMO

A evidéncia entomoldgica forense € frequentemente utilizada para estimar o
intervalo post mortem. Larvas de artropodes necréfagos podem ser fonte de
DNA de vertebrados dos quais os mesmos se alimentaram. Esta analise
forense de DNA recuperado a partir do tubo digestivo de larvas pode ser usada
para identificar aquilo que esta se alimentou. Objetivou-se por meio deste
trabalho detectar DNA de vertebrado por meio da utilizacdo de técnica
molecular, amplificados pela PCR utilizando o gene lep, especifico para
vertebrados, que corresponde a Ultima refeicao realizada pelo estagio larval do
artropode. No entanto, como se trata de uma técnica recente, a analise do
conteudo da larva do tubo digestorio, ha muitas limitacdes da técnica que ainda
nao foram exploradas. Entretanto, os resultados encontrados em nossos de
nossos estudos sugerem que larvas necrofagicas alimentadas ativamente
sobre o cadaver vertebrado podem ser consideradas como fonte eficiente de
DNA de vertebrados.

Palavras-chave: Entomologia forense, identificacdo por PCR, amplificacdo de
DNA.
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ABSTRACT

A forensic entomological evidence is often used to estimate the post mortem
interval. Larvae of carrion arthropods can be a source of vertebrate DNA from
which they fed. This forensic analysis of DNA recovered from the gut of larvae
can be used to identify what is fed. The objective of this work by detecting
vertebrate DNA through the use of molecular techniques amplified by PCR
using PET, gene specific to vertebrates, which corresponds to the last meal
performed by larval arthropod. However, as this is a recent technique, the
analysis of the content of the larva of the digestive tract, there are many
limitations of the technique have not yet been explored. However, the results
from our studies suggest that our necrofagicas larvae actively fed on vertebrate
body can be considered as an efficient source of vertebrate DNA.

Keywords: Genetic Profile, forensic entomology, human identification, DNA
amplification.
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Identificacdo de DNA vertebrado a partir do conteddo gastrointestinal de
larvas de dipteras necrofagicas.

Identification of vertebrate DNA from the gastrointestinal contents of
necrophagous diptera larvae.

INTRODUCAO

Em uma cena de crime a ciéncia forense busca variados tipos de
materiais biolégicos, os quais podem ser caracterizados como vestigios que,
apos analisados e comprovados podem se tornar provas conclusivas para
elucidar acdes criminosas.

As larvas e adultos de dipteros necréfagos encontrados proximos ou nos
cadaveres podem fornecer importantes indicios para as estimativas criminais,
como: o intervalo de tempo pos-morte (IPM), indicacbes do local do crime,
fonte de material genético que possa ser utilizado para a identificacdo da vitima
e achado taxoldgicos (WELLS, 2001, CAMPOBASSO et al. 2005; CARVALHO,
2006; PUJOL el tal., 2008).

As fases de decomposicdo de um cadaver atraem diferentes tipos de
insetos que utilizam este recurso como fonte de alimentacdo. Estudos
realizados demonstraram quatro categorias da entomofauna estdo associadas
a decomposicdo de cadaveres, onde as principais atoras seriam as Muscoides
(CARVALHO, 2006; OLIVEIRA e VASCONCELOS, 2010; CORREA, 2010;
KOLLER et al, 2011; OLIVEIRA-COSTA, 2003).

Os avancos nas técnicas de biologia molecular permitiram a analise do
contetdo gastrintestinal de insetos que podem se tornar uma evidéncia crucial
na elucidacao de crimes.

A utilizacdo de técnicas moleculares com marcadores tem se mostrado
eficiente na detecgcdo e caracterizacdo do DNA de vertebrado presente no
conteado gastrointestinal, fornecendo um perfil genético que pode ser
comparado ao do cadaver (CAMPOBASSO et al., 2005). Consequentemente
podem vir a ser uma evidéncia crucial para ligar um suspeito a vitima ou a
cena, e ainda reconstruir as circunstancias do crime, ou estabelecer a

credibilidade das declaragdes feitas por uma testemunha. (LI, et al, 2011).
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Entretanto, para a utilizacdo deste material de cunho forense faz-se
necessarios alguns cuidados, como a coleta e identificacdo correta das larvas,
o instar larval, a voracidade e, a preservacdo das larvas imediatamente apés a
coleta no local do crime, devido a pequena quantidade amostral do DNA a ser
encontrado (WELLS, 2001; ZEHNER et al., 2004; CAMPOBASSO et al., 2005).

Objetivou-se assim, com este trabalho a deteccdo através do gene lep
de DNA de vertebrado em larvas de dipteros necrofagos alimentados com

tecido bovino.

MATERIAIS E METODOS

1.1. Amostra, coleta e sua preservacéao.

O experimento in loco foi realizado no campus Universidade Catolica
Dom Bosco, localizada a Avenida Tamandaré, 8000, Bairro Jardim Seminério,
zona urbana da cidade de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, latitude:
20°24'23.49"S; longitude: 54°36'54.77"0. No inicio da primavera do ano de
2013.

Para referencial do marcador genético foi utilizado como amostra de
vertebrado uma parte de tecido muscular bovino com massa de 2,3
quilogramas adquirida em estabelecimento comercial comum.

Para a protecdo desta amostra contra predadores indesejados foi
preparada uma gaiola com dimensédo de 1m x 1m x 0,6m revestida com tela
metélica de 12 milimetros possibilitando a entrada de moscas biontofogas, ao
mesmo tempo impedindo a acdo da mastofauna indesejavel neste
procedimento.

O local em que esta gaiola foi colocada se caracterizava por um campo
limpo, antropofizado, com cobertura vegetal graminea rasteira e, sob o
sombreamento de uma arvore de médio porte tipica desta regido do bioma
cerrado que abrange esta regido do pais.

As larvas de moscas foram coletadas com auxilio de pincas descartaveis
sob ou no interior do substrato bovino e, acondicionadas em tubos tipo falcon
de 50 mL e transportadas ao Laboratério de Biologia Molecular da

Universidade Catoélica Dom Bosco.
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No laboratério, as larvas foram lavadas em agua corrente, para a
retirada do excesso de impurezas impregnadas. Logo apés estas foram
submetidas & banhos consecutivos de &gua destilada e uma solucado de

hipoclorito a 0,1% e preservadas em etanol 70%, a -85°C.

1. 2 Identificagdo Morfoldgica por Microscopia Otica (MO)

Para o estudo morfolégico em microscopia otica, foram utilizados 10
exemplares de larvas por amostra coletada. A metodologia utilizada foi
baseada em Carvalho (2006).

1.2.1 Preparagéo das amostras.

As larvas foram seccionadas com a ajuda de um bisturi no segundo
segmento toracico (porcao anterior) e no oitavo segmento abdominal (porcéo
posterior), totalizando trés partes, utlizando-se a porcdo mediana para
obtencdo do DNA vertebrado.

Durante o processo de disseccao foram obtidas, as seguintes estruturas:
espiraculo posterior e esqueleto cefalofaringeano, estes foram observados em
microscépio Otico e foto documentados com camera digital comum para

determinacao do género dos espécimes.

1.3 Extracdo de DNA
As larvas obtidas foram separadas em dois grupos contendo entre trés e
20 larvas, as quais foram submetidas as diferentes métodos de extragdo de

DNA com intuito de comparacéao.

1.3.1. Extracdo de DNA com o Kit QlAamp ®
Foram maceradas 20 larvas em cadinho, com nitrogénio liquido e o
material obtido foi extraido utilizando o Kit QlAamp ® colunas (Vallencia, CA)

seguindo as intru¢cdes do fabricante.

1.3.2. Extracdo de DNA in house
A extracdo do DNA gendmico foi realizada a partir da regidao mediana de

trés larvas (do segundo ao oitavo segmento) maceradas com auxilio de um
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bastdo de vidro e acrescentado 200 uL de PBS. A seguir, foi adicionado 25 uL
de proteinase K (20mg/mL). As amostras foram homogeneizadas e incubadas
a 56°C por 60 minutos. Apés a remocdo das amostras do banho-maria foi
acrescido 250 uL de Dodecil Sulfato de Sodio — (SDS) 20%; com
homogeneizagdo das amostras por inversdo e incubagdo 60 minutos em
banho-maria a 65°C. Apos foi adicionado 800uL de cloroférmio e 400uL da
solucdo de precipitacdo protéica (3M C,H3KO,, 2MCH3;COOH). As amostras
foram centrifugadas por 14000xg durantel0 minutos, o sobrenadante foi
coletado e tratado com 1mL de etanol absoluto, apdés as amostras foram
homogeneizadas e centrifugadas a 14000xg/5minutos. O sobrenadante foi
descartado e adicionado 1mL de etanol 70% ao sedimento formado. Logo
apos, a amostra foi centrifugada por 14000xg/3minutos e o0 sobrenadante
descartado. O sedimento foi seco em temperatura ambiente e ressuspendido
em 150 uL de agua ultrapura, incubado a 65°C/5minutos em banho-maria e
estocado a -20 °C (SAMBROOK et al, 1989) com as devidas adaptagdes.

1.4. PCR — Reacao em Cadeia da Polimerase:

Foi realizada a analise do exon 2 do gene leptina (lep) pela técnica de
PCR, com base em protocolos padronizados.

Para a amplificagdo do fragmento foram utilizados o par de
oligonucleotideos lep 5 ATGCGCTGTGGACCCCTGTATC 3) e (5
TGGTGTCATCCTGGACCTTCC 3") (BUCHANAN et al, 2002).

As reacfes de PCR foram realizadas com o volume final de 25 pL
contendo 50 ng de DNA; tampao de PCR 10X, 25 mM de MgCl,, 20 mM de
cada dNTP, 0,5 U de Tag DNA polimerase (INVITROGEN) 5 pMol de cada
oligonucleotideo. A amplificacéo foi realizada em termociclador (Peltier Thermal
Cycler-modelo PTC-100 ™) com o seguinte protocolo: 35 ciclos de 94°C/5min;
94°C/1min; 54°C/1min; 72°C/1min e um ciclo final de 72°C/5min. Os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese a 100V por 2 hora em gel de

poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata e foto documentados.

42



RESULTADOS E DISCUSSAO

2. 1. Identificacdo Morfolégica por Microscopia Otica (MO)

Na identificacdo morfoldgica das larvas coletadas com cinco dias apos o
inicio do experimento, foi possivel observar dois morfotipos, que apresentaram
as seguintes caracteristicas tipicas do grupo Cyclorrapha, familia Calliphoridae,
como: corpo vermiforme divididos em segmentos cefalico, toracico e
abdominal.

Morfotipo 1: instar larval (L3). Cochliomyia. Comprimento: 12 a 15 mm
(média: 13 mm); coloracdo aparente creme na porcdo ventral e castanho
escuro na porcdo dorsal com presenca de tubérculos na regido dorsal e, na
regido ventral projecdes papiliformes, regido cefalica com gancho mandibular
(figura 1); Estrutura do espiraculo posterior. grande, aberturas espiraculares

curtas, peritrema grosso e incompleto (figura 02).

/\ Projegoes
Papiliformes

Regiao
Cefalofaringeana

2 mm

Gancho da
Mandibula

Figura 1. Morfologia lateral da larva de terceiro instar de Cochliomyia sp. Numeracgéo 1 a 12: segmentos.
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Espiraculo

Placa Peritremal

Peritrema
Incompleto

TVI

Figura 02: Morfologia da regido posterior de Cochliomyia sp. TDI: tubérculo dorsal interno.
TDM: tubérculo dorsal médio. TDL: tubérculo dorsal lateral. TVL: tubérculo ventral lateral. TVM:
tubérculo ventral médio. TVI: tubérculo ventral interno.

Morfotipo 2: instar larval (L3) Lucilia sp. Comprimento: 8 a 11 mm
(média: 9 mm); coloracdo branca a creme; sem diferenciacdo quanto a
coloracdo da regido dorsal e ventral, auséncia de tubérculos e espinhos (figura
3); Estrutura do espiraculo posterior: grande, fechados espiraculares curtas,

peritrema fino e completo (figura 4).

Regido
Cefalofaringeana

\‘ Gancho da

Mandibula

Figura 3: Morfologia lateral da larva de terceiro instar de Lucilia sp. Numeragdo 1 a 12:
seguimentos.
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1 mm

Foramén

Figura 04: Morfologia da regido posterior de Lucilia sp. TDI: tubérculo dorsal interno. TDM:
tubérculo dorsal médio. TDL: tubérculo dorsal lateral. TVL: tubérculo ventral lateral. TVM:
tubérculo ventral médio. TVI: tubérculo ventral interno.

Com base nos achados deste estudo e balizados em dados de literatura
pode-se afirmar que as larvas do morfotipo 1 sdo do género Cochliomyia e do
morfotipo 2 Lucilia.

Neste estudo foi possivel coletar larvas de Cochliomyia sp. e Lucilia sp.;
apos cinco dias de experimentacao, estes géneros sao relatados como os mais
e mais frequentes na decomposicdo de carcaca em varia regides do pais
(KOLLER, et al 2010; KRUGER et al 2010; OLIVEIRA e VASCONCELLOS,
2010; LUIZ et al., 2012 OLIVEIRA-COSTA et al., 2013).

Vale ressaltar que, dos dois géneros coletados, foi possivel detectar a
presenca de DNA no trato gastrointestinal, de larvas do género Cochliomyia sp.
Entretanto, a ndo deteccdo de DNA em larvas do género Lucilia.sp, pode estar
correlacionado ao estagio avancado de desenvolvimento, ou seja, em larvas
maduras, o processo de ingestdo do alimento € cessado e o tubo digestivo
pode estar vazio ou com muito pouco conteudo, outro fato relatado na literatura
é de que as larvas maduras possuem, geralmente, grandes concentracfes de
lipidios, que podem afetar a amplificacdo de DNA (CAMPOBASSO et al. 2005;
CAINE, 2010). Além disso, diversos autores relatam, que uma das primeiras

espécies de moscas que a frequentaram e colonizam a carcaca sdo do género
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Lucilia. (KOLLER, et al 2010; KRUGER et al 2010; OLIVEIRA e
VASCONCELLOS, 2010; LUIZ et al., 2012; OLIVEIRA-COSTA et al., 2013).

2. 1. Deteccao DNA de vertebrado.

2. 1. 2. Extracdo de DNA

Os dois métodos de extracao foram comparados nas amostras utilizadas
para deteccdo de DNA total (Tabela I). Para a avaliagdo do DNA de vertebrado
presente no conteldo gastrointestinal larval foi pela amplificacdo do gene lep
(Figura 7).

Tabela | — Avaliagdo da quantidade e qualidade do DNA total, utilizando dois diferentes métodos de
extracao.

METODO DE EXTRACAO CONCENTRACAO (n g/uL) 0.D (260/280)
Kit Qiagen (= 20)* 241 1,78
In House (=3)* 2567 1,79
Controle positivo tecido 313 1,69

bovino (in house)

* niimeros de larvas

2. 1. 3. Amplificacédo por PCR

O valor forense do material genético na identificacdo DNA de
vertebrados, seja este humano ou ndo, e de insetos tem sido amplamente
demonstrado. Varios experimentos vem sendo realizados no intuito do
desenvolvimento e validacdo de novas técnicas analiticas, e na expansao da
lista de tecidos bioldégicos para obtencdo de DNA, que possam trazer
beneficios significativos na identificacdo (REPOGLE et al., 1994; LORD, 1998,
CAMPOBASSO et al.,, 2005; TELETCHEA et al.,, 2005; LI et al., 2011,
MARCHETTI et al., 2013).

Os desafios técnicos, conceituais e moleculares na identificacdo de
espécies em amostras forenses tende a aumentar exponencialmente. Em que
varios métodos viaveis tém sido aplicados nas tentativas de identificar espécies
em quase todos os tipos de substratos, sendo que algumas abordagens ja
produziram resultados significativos e interessantes, como por exemplo, em

alimentos, para a identificacdo de espécies de caviar (DeSALLE et al., 1996) e
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200 pb

100 pb

de foie (RODRIGUEZ et al., 2003); e ou em amostras forenses com espécies
com ameacadas de extingdo (WAN e FANG, 2003).

Um fragmento de aproximadamente 98 pb, referente ao gene lep de
bovino foi amplificado com sucesso a partir de amostras do conteudo intestinal
de larvas de moscas do morfotipo 1 alimentadas em tecido de bovino. A
sequéncia amplificada correspondente as posicbes 116-209 de Bos

taurusHaplotipo AT leptin gene, exon 2 (GenBank numero de acesso
KC660113.1).

1 2 3 4 5 1 2 3 4

_o8pb ~98pb

€ 100 pb

€ € CEEEH

50pb

Figura 5: Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 10%, da PCR do gene lep. A: (1) padrao
de pares de base 100 pb Invitrogen®; (2) Controle negativo mix da PCR sem DNA; (3) e (4)
DNA extraido de larvas coletadas com cinco dias apés o inicio do experimento (DNA extraido
com Kit Qiagen); (5) Controle positivo de DNA de carne bovina (DNA extraido in house).
B: (1) Padrdo de pares de base 50 pb Invitrogen®; (2) Controle negativo da PCR; (3) Controle
positivo de DNA de carne bovina (DNA extraido in house); (4) DNA extraido de larvas
coletadas com cinco ap6s o inicio o experimento (extraido in house).

Durante o processo de digestdo, alteracdes bioquimicas produzidas por
enzimas proteoliticas quebram as ligacdes peptidicas entre os aminoacidos,
estas enzimas sdo dominantes no ambiente intestinal dos insetos,
responsaveis por 95% da atividade digestiva total. As enzimas presentes na
saliva tém um papel fundamental na digestdo oral sdo, posteriormente
incorporadas no saco gastrico, o que podera explicar alguma da degradacgéo do
DNA durante a digest&o larval (CANIE, 2010).
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As amostras de tecidos, muito degradadas coletadas em cadaveres em
um estado mais avancado de putrefacdo, ou as provenientes do contetdo
gastrico larvar, apresentam varias caracteristicas desfavoraveis, que poderéo
ser responsaveis pelo insucesso da genotipagem, tais como a inibicdo da
reacdo de PCR, a degradacdo do DNA e as alteracdes bioguimicas desta
molécula (CANIE, 2010).

No entanto, muitos estudos tém sido realizados com amostras muito
degradadas, como as provenientes do conteudo gastrico larval, e o0s
marcadores utilizados para a identificacdo de DNA humano e posterior
comparacao com uma amostra de referéncia do cadaver, sédo os: DNA nuclear
das regibes repetidas em tandem (STR) (100-400 pb fragmentos) (ZEHNER et
al, 2004) e o DNA mitocondrial (mtDNA) e o gene amelogenina humano
(AMEL 212-218 pb / 106-112 pb) (WELL et al., 2001; LINVILLE et al., 2002,
LINVILLE e WELL , 2004).

Na busca de mais marcadores o gene leptina (lep) pode ser um bom
candidato. Este gene esta presente no cromossomo 4 de bovinos € constituido
por trés éxons separados por dois introns, dos quais o éxon 1 ndo é transcrito.
A leptina € um hormonio protéico de 162 aminoacidos de 16 kDa sintetizado
pelo gene da leptina, produzida principalmente pelos adipdcito. Varios estudos
tém demonstrado a homologia entre o gene da leptina de diversas espécies. O
gene da leptina humana tem 84% de homologia com o gene da leptina de
camundongos, 83% com o de ratos e 85% com o de bovinos e suinos (DOYON
et al., 2001; ZHANG et al., 1994)

Além disso, sugerimos que varias vias de investigacdo devem ser
perseguidas de forma a refinar esta técnica, que possam ser determinados
protocolo para coleta in loco; pois, as larvas coletadas durante uma
investigagdo forense devem ser preservadas e fixadas utilizando uma ampla
variedade de técnicas, fazendo-se necessario a observacdo dos provaveis
efeitos que esses conservantes podem influenciar na extragao do DNA.

Neste estudo, foi possivel expandirmos a lista de fontes de
provas de DNA, mostrando que a analise do gene lep pode ser potencialmente
usada para associar uma larva ao cadaver, corraborando com as ciéncias

forenses.
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E finalmente, embora a analise aqui apresentada foi capaz de identificar
0 conteudo gastrointestinal das larvas, ndo houve a determinacdo de quanto
tempo a larva inicialmente seria eficaz na ingestdo e quando cessa sua
alimentacéo efetiva antes do conteudo possa ser recuperado, também nao foi
possivel afirmar quais instares larvais sdo mais favoraveis para obtencao e

avaliacao do gastrointestinal.

CONCLUSAO

Os estudos realizados apés as devidas adequacgfes e adaptacbes para
os fatores mesologicos e eventuais para a realidade deste Estado, houve a
confirmacédo da tese que é possivel a identificacdo de DNA de vertebrados a
partir do conteddo gastrointestinal de larvas de dipteras necrofagicas, bem
houve a determinagé&o do género das larvas.
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