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RESUMO

As ciéncias forenses sdo de grande utilidade para a solucdo de crimes que
anteriormente ndo poderiam ser solucionados. A andlise genética pode ser de
grande auxilio quando se trata de corpos em avancado grau de decomposicdo ou
quando ndo h& a possibilidade de identificagdo por outros métodos, tais como a
papiloscopia. Ja a entomologia pode contribuir com dados sobre a possivel
movimentagdo de corpos em locais de crime e o calculo do tempo de exposicdo do
cadaver. O presente trabalho uniu as duas ciéncias com o objetivo de recuperar
DNA humano a partir de larvas de Sarconesia chlorogaster alimentadas com
material biolégico de origem humana. Para tal, foram utilizados exemplares de 5
fases distintas de desenvolvimento (larvas de 1°, 2° e 3° instar, pupas e adultos)
alimentadas com dieta artificial acrescida de sémen humano em diferentes
quantidades (500 pl, 1500 pl e 3000 pl). Utilizou-se 15 exemplares por tratamento
para extracdo de DNA e obtencéo de perfis genéticos. Tais perfis foram comparados
com o doador de sémen. Em 87% das amostras foi possivel obter DNA, autossémico
e/ou do cromossomo Y humanos. Nas larvas de 2° instar sob tratamento de 3000 pl,
em ambas as fragbes masculina e feminina, separados por extracdo diferencial
segundo protocolo do FBI, foi possivel a amplificacdo dos 16 regibes STR do kit
PowerPlex® 16 HS, sendo 13 deles incluidos no CODIS. Com esse resultado, foi
possivel a comparacdo com material bioldgico (sangue) do doador, anteriormente
extraido por método de resina Chelex, e constatacdo de que o material proveniente
da extracdo do trato gastrointestinal das larvas e o perfil do doador eram
compativeis. Este resultado indica que larvas de Sarconesia chlorogaster obtidas de
corpos em decomposicdo podem conter DNA humano se estas tiverem ingerido
sémen do agressor. Portanto, esta é uma préatica passivel de ser implementada na
rotina forense.

Palavras chave: Entomologia Forense, Genética Forense, larvas, recuperacao de
amostra, Sarconesia chlorogaster.



ABSTRACT

The forensic sciences are very useful for solving crimes that previously could not be
resolved. The genetic analysis can be of great help when it comes to corpses in an
advanced state of decomposition or when there is the possibility of identification by
other methods, such as fingerprints. Entomology already can contribute data about
the possible movement of corpses at crime scenes and calculation of exposure time.
The present work has joined both sciences with the objective to recover human DNA
from Sarconesia chlorogaster larvae fed on biological material of human origin. To
this end, we used representatives of 5 distinct stages of development (larvae of 1st,
2nd and 3rd instar, pupae and adults) fed on artificial diet plus human semen in
different amounts (500 pl, 1500 pl and 3000 pl). 15 representatives per treatment
were used for DNA extraction and genetic profiling. Such profiles were compared
with the sperm donor. In 87% of the samples, it was possible to obtain DNA, of
autosomal and/or of the human Y chromosome. In the second instar larvae under
3000 ul treatment, in both male and female, fractions separated by differential
extraction according to FBI protocol, it was possible to amplify 16 STR PowerPlex ®
16 HS kit, 13 of them being included in CODIS. With this result, it was possible to
compare then with biological material (blood) from the donor, previously extracted by
resin Chelex method, and find that the material comes from the extraction of the
gastrointestinal tract of the larvae and the profile of the donor were compatible. This
result indicate that larvae of Sarconesia chlorogaster obtained from decomposing
corpses may contain human DNA if they have ingested semen of the assailant.
Therefore, this is a practice wich can be implemented in routine.

Keywords: Forensic Entomology, Forensic Genetics, larvae, sample recovery,
Sarconesia chlorogaster.
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1 INTRODUCAO

Ciéncia forense é o resultados dos esfor¢os de geracédo e transferéncia
de tecnologia e conhecimento com o intuito de esclarecer questbes de
seguranca publica e judicial (FACHONE & VELHO 2007). Dentre varias areas
abordadas pela ciéncia forense duas, em particular, serdo abordadas com
maior énfase nesse trabalho: a entomologia e a genética forense. Em um
primeiro momento, serdo tratadas de maneira isolada para melhor
entendimento de suas particularidades e posteriormente serdo utilizadas em
conjunto para conducao do trabalho. De acordo com o Sistema Nacional de
InformagBes de Seguranca Publica (SINESP), o registro de ocorréncia de
crimes sexuais no Brasil aumentou de 25.485 no ano de 2009 para 48.031 em
2012. Destas vitimas, muitas sdo mortas e tém seus corpos ocultados por
longos periodos. Quando encontrados, estes se encontram em estagios
diversos de putrefacdo, situacdo que dificulta a obtencao de material genético
do agressor em virtude da degradacao sofrida por este material pela acéo do
tempo, tornando inviavel para andlise. Dentro deste contexto, torna-se
importante a utilizacdo de diversos métodos para a identificacdo dos suspeitos.

Héa a possibilidade de obtencédo de material genético mais preservado a
partir do trato intestinal de larvas de dipteros necréfagos. Portanto, procurando
simular situagdes ocorrentes em casos de abuso sexual seguido de morte e
ocultacdo de cadaveres, este trabalho teve por objetivo recuperar DNA humano
passivel de andlise a partir do intestino de larvas de dipteros necréfagos

alimentadas com dieta artificial acrescida de sémen humano.



2 OBJETIVOS

2.1

2.2

OBJETIVO GERAL

Recuperar DNA humano em moscas necréfagas alimentadas com

sémen humano para fins de identificag&o individual.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Cultivar dipteros necréfagos e alimenta-los artificialmente com
diferentes quantidades de sémen humano;

Avaliar a qualidade do DNA humano recuperado a partir de diferentes
estagios de desenvolvimento - instares larvais, pupas e adultos;
Analisar STR (unidades de repeticdo curtas em tandem de pares de
base do DNA) do doador de esperma a partir de conteado
gastrointestinal das larvas, pupas e adultos;

Estimar a quantidade minima de DNA passivel de ser amplificada e

analisada.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Histérico das ciéncias forenses

A utilizacdo da ciéncia para a elucidacdo de crimes teve seu inicio
paralelamente ao surgimento da civilizacdo, entretanto a utilizacdo de
conhecimentos quimicos para esse fim € datado do final do século XVII
(FARIAS, 2007). Nascida da Medicina Legal, a Ciéncia Forense é uma area
interdisciplinar que abrange conhecimentos da Quimica, Biologia, Fisica,
Matematica, e outras ciéncias para a elucidacao de crimes (MAIA, 2012). Pode-
se dizer que a criminalistica foi fundada por Hans Gross, ao escrever
“Handbuch fur Untersuchungsrichter: Als System der Kriminalistik” (Manual
para Juizes de Investigacdo: Como Sistema da Criminalistica, em portugués),
uma vez que foi o primeiro a utilizar esse termo, sendo desde entdo
considerado o pai dessa ciéncia (MAIA, 2012). Entretanto, existiu outro
personagem histérico o qual merece esse titulo: Song Ci (1186-1249) teria sido
um médico legista chinés do século Xlll e também autor de “Xi Yuan Ji Lu”
(Coletanea de Casos de |Injustica Retificados, em portugués), manual
constendo regras para que médicos legistas ndo cometessem erros durante
uma necropsia. Também foi o primeiro a reunir informacgdes sobre a utilizacéo

de insetos na elucidacdo de um crime, dando origem a entomologia forense.

3.1.1 Uso da entomologia nas ciéncias forenses

O estudo dos insetos torna-se importante para as ciéncias forenses,
por serem considerados os principais artropodes atuantes na decomposicéo de
carcagas e cadaveres, realizada tanto por organismos adultos, quanto por seus
imaturos. Tal caracteristica ressalta a importancia desses animais para a
elucidacéo do tempo de colonizagcdo do cadaver por meio da identificacdo dos

insetos, bem como de seus estagios de desenvolvimento (THYSSEN, 2008).



Além da determinacdo do tempo de colonizacdo do cadaver, a coleta
de insetos encontrados em cadaveres apresenta outras importantes
finalidades, tais como determinar se houve deslocamento do corpo entre
localidades que apresentam entomofauna diferentes. Entretanto, para atingir
esses objetivos, ha a necessidade de chaves de identificacdo, bem como
especialistas, além da devida conservacdo do espécime e acompanhamento
de seu desenvolvimento, 0 que nem sempre acontece e € possivel na rotina
pericial (TOMBERLIN, 2011).

O estudo da entomologia torna-se importante ndo apenas para a
apuracdo do tempo de exposicdo do cadaver ao ambiente, mas também para
uma possivel identificacdo de cadaveres, utilizando-se insetos necréfagos que
podem ser encontrados nesse tipo de matéria em estado de decomposicao
(THYSSEN, 2008). Através do isolamento, amplificacdo e caracterizacdo do
material genético humano, o qual pode ser encontrado no trato digestivo de
insetos hematdéfagos e necréfagos, pode-se prover a identidade do individuo do
qual as larvas se alimentaram ou do suspeito, em caso de estupro, quando as
larvas se alimentam do sémen (THYSSEN, 2008).

Além da utilizacdo do DNA, especialmente o mitocondrial, para a
identificacdo de estagios imaturos de insetos encontrados em cadaveres, pode-
se identificar os restos humanos dos quais as larvas presentes se alimentaram
(DIZINNO et al. 2002). A identificacdo pode também ser realizada, coletando-
se 0 material armazenado no papo, localidade em que néo ha acédo de enzimas
digestivas, possibilitando a preservacdo do material genético (OLIVEIRA-
COSTA, 2011).

3.1.2 Marcadores moleculares na identificacdo humana

A genética teve sua primeira utilizacdo para fins de identificacdo
criminal em 1985, na Inglaterra, em um caso de estupro, no qual a partir do
sangue coletado de um suspeito, o autor do delito foi identificado, tornando-se
desde entdo uma das principais ferramentas das ciéncias forenses na
elucidagéo de crimes sexuais, bem como de identificacdo de cadaveres e
testes de paternidade (AMABIS E MARTHO, 1995). O método mais usado € o
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que utiliza marcadores moleculares hipervariaveis denominados microssatélites
ou STR (do inglés, Short Tandem Repeats), referindo-se a regifes polimérficas
curtas e repetitivas do DNA (BUTLER, 2005). Tal estudo é feito a partir da
amplificacdo do material genético através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction), que permite a analise de DNA a
partir de quantidades pequenas de amostras biologicas, como as provenientes
de cabelo, manchas de sangue e outras que podem ser coletadas na cena de
um crime. Em seguida a obtencédo e amplificacdo do DNA é feita a andlise de
tamanhos dos fragmentos amplificados. Uma vez que tais regides sé&o
hipervariaveis € possivel se obter um perfil caracteristico e Unico de cada
individuo. Polimorfismos presentes no DNA mitocondrial e nuclear séo
passiveis de serem utilizados, cada qual com propdsitos distintos (THYSSEN,
2008).

Como mencionado acima, a utilizacdo de marcadores moleculares do
tipo STR tem como objetivo a deteccdo de perfis genéticos e a ligacdo de
vitimas ao suspeito. Em casos de violéncia sexual pode-se utilizar a técnica de
extracdo de DNA diferencial. Esta permite que em amostras biologicas
coletadas da vitima se separe a fracdo masculina (células provenientes do
agressor, principalmente espermatozoides) da fracdo feminina (células
epiteliais, provenientes principalmente da vitima, portanto a denominacao
feminina) e, entdo, é possivel realizar a extracdo de DNA das amostras
separadas (Figura 1). Tal procedimento é importante para impedir que, durante
a PCR, haja uma amplificacdo preferencial do DNA da vitima, ja que a
quantidade de material genético obtido desta €, em geral, muito superior a
quantidade de material genético obtido do agressor (BUTLER, 2005).
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Figura 1. Extrag&o diferencial para obtencdo de DNA da fragdo masculina e feminina.
Fonte: modificado de Butler (2005). Legenda: EDTA: acido etilenodiaminotetracético; SDS:
dodecilsulfato de sédio ; DTT: ditiotreitol.

Atualmente, alguns paises possuem banco de dados contendo perfis
genéticos coletados de vitimas de abuso sexual, mantendo ndo apenas perfis
obtidos a partir de marcadores STR autossdmicos, mas também dos
microssatélites oriundos do cromossomo Y em crimes nos quais ndo ha
suspeitos. Atualmente sao utilizados 13 marcadores STR pelo CODIS
(Combined DNA Index System), programa criado nos Estados Unidos, que séo
utilizados por apresentarem alta variabilidade entre a populacdo e foram
incialmente organizados pelo FBI. Atualmente outros paises, inclusive o Brasil,
que recentemente utiliza o sistema CODIS para a armazenagem de perfis

genéticos de crimes sem solucado, além de criminosos sexuais.

A utilizacdo do DNA na esfera forense tornou-se muito ampla, podendo
ser utilizado na identificacdo de suspeitos de crimes sexuais; identificacao de
cadaveres em decomposicao, carbonizados, relacionando instrumentos lesivos
e vitima; abortos provocados; paternidade nos casos de gravidez resultante de
estupro (LEITE et al., 2005).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

4.1.1 Sémen

A coleta do material vaginal através de swab em caso de estupro &
muito importante para a possivel identificagdo do agressor. Visando a
simulacdo de casos de violéncia sexual e a utilizacdo da entomologia forense
como ferramenta para a obtencédo de material degradado, foi introduzido sémen
humano na dieta artificial das larvas conforme descrito no item 4.1.2. O sémen
foi obtido de doador anénimo, do qual foi previamente obtido o perfil genético
de 15 de marcadores STR e Amelogenina, o qual consiste tem marcador

sexual, para controle.

4.1.2 Cultivo das larvas

A espécie utilizada para o estudo foi Sarconesia chlorogaster
(Wiedemann) devido a sua abundéncia na regido de Curitiba e trabalhos
conhecidos realizados com tal espécie referentes ao tempo de colonizacdo do
cadaver (VAIRO et al., 2015).

Para a obtencao das larvas, foi utilizado como substrato de oviposicéo
carne bovina moida, na qual os adultos foram mantidos a 27 + 1°C, com
fotofase de 12h e 70 + 10% de umidade relativa para a maturacdo de seus
ovos, conforme descrito por Estrada e colaboradores (2009). Assim que houve
oviposicao, estas foram retiradas do substrato sob lupa com auxilio de um
pincel fino umedecido e transferidas para recipientes de plastico com
capacidade de 500 ml, contendo 1g de dieta artificial de carne bovina moida
para cada larva. Em cada recipiente foram colocadas aproximadamente 100
larvas, e, portanto 100g de dieta.

Os recipientes contendo as larvas foram separados por quantidade de
sémen inoculado a dieta, sendo estes: 500 pl, 1500 pl e 3000 pl.
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Estes frascos foram inseridos em recipientes maiores com capacidade
para 1000 ml (transparentes para facilitar a observacdo e identificagdo com
data, nimero de exemplares e instar larval), contendo vermiculita para
empupacao das larvas errantes. Os recipientes foram armazenados em
camaras climatizadas a 27 + 1°C, fotofase de 12h e 70 £ 10% de umidade
relativa, sendo que as datas de fixacdo do material seguiram o
desenvolvimento da espécie e mudancas de instares sob essas condicdes.
Decorridas 24h apls a eclosdo das larvas, foram retiradas 15 larvas de
primeiro instar, as quais foram lavadas com hipoclorito de sédio (NaClO) a
10%, para garantir que o material posteriormente amplificado fosse do interior
da larva; e agua destilada para limpar os residuos de NaCIlO, uma vez que este
€ um conhecido inibidor de PCR. 24 horas ap0s a fixacdo das larvas de
primeiro instar foram fixadas as de segundo instar, seguindo o mesmo
procedimento de lavagem. 96 horas ap0s essa etapa, houve a fixacdo das
larvas de terceiro instar, seguindo, também os mesmos procedimentos de
lavagem a fim de evitar contaminacéo externa.

Observou-se que 48h apods a fixacdo de larvas do terceiro instar, todas
as larvas do tratamento com 3000 ul de sémen haviam empupado, as restantes
empuparam apenas 24 horas depois, das quais 15 de cada tratamento foram
fixadas e, apés 168 horas, os adultos emergiram e 15 de cada tratamento
foram fixados.

O ciclo de vida de Sarconesia chlorogaster mantida em condicbes
laboratoriais (temperatura de 27+1°C, 70+10% de umidade relativa, e fotofase
de 12 horas), foi de aproximadamente 19 dias, conforme observado na
literatura (BONATTO, 1996).

4.2 Andlise laboratorial
4.2.1 Extracdo de DNA
A extragdo do material contido no intestino das larvas cultivadas e
alimentadas com a dieta artificial suplementada com sémen deu-se por

maceracao dos individuos e extracdo diferencial do DNA total do material. De

maneira aleatoria foram selecionadas 15 larvas de cada tratamento (500 pl,
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1500 pl e 3000 pl de sémen na dieta) e isto para cada um dos trés instares

larvais, além de pupas e adultos (Tabela 1).

Tabela 1. Desenho experimental mostrando o numero de exemplares de cada tratamento
utilizados para os ensaios de extracdo de DNA.

Estagio de Quantidade de | Numero de
desenvolvimento | sémen (ul) * exemplares 2
500 15
12 instar 1500 15
3000 15
500 15
22 instar 1500 15
3000 15
500 15
32 instar 1500 15
3000 15
500 15
Pupas 1500 15
3000 15
500 15
Adultos 1500 15
3000 15

Nota: ' Refere-se & quantidade de sémen adicionada na dieta artificial das moscas. Z Indica o
namero de exemplares utilizados para maceracgéo e extracdo de DNA.

A extragdo diferencial de DNA foi feita a partir de tratamento com
tampdao de lise, proteinase K e DTT (ditiotreitol), seguido de extracdo organica
por meio de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1), conforme
procedimento operacional padrdao (POP) do FBI, com modificacfes.

Os exemplares foram macerados em 200 pl de tampé&o de lise (10 mM
Tris-HCI , 10 mM EDTA, 100 mM NacCl, 2% SDS, pH 8,0 ), acrescidos de 40 pl
de proteinase K (10 mg/ul) e mantidos em banho-maria a 56°C por 24h. Apo6s
esse periodo as amostras foram centrifugadas a 16500 x g por 5 minutos,
sendo, em seguida, separado sobrenadante, chamado a partir de entdo de
fracdo feminina (FF), por conter, em casos de violéncia sexual,
predominantemente células epiteliais da vitima. JA& a por¢do sedimentada,
chamada pellet, é denomina fracdo masculina (FM) e foi submetida a trés
lavagens com tampédo de lavagem de esperma (10 mM Tris-HCI , 10 mM
EDTA, 50 mM NaCl. 2% SDS, pH 7.5 ), sendo cada lavagem seguida de

agitacdo e centrifugacdo (5 minutos a 16500 x @), retirando-se completamente
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o tampao a cada lavagem. Em seguida, foi adicionado 300 ul de tampéo de
lise, 40 pl de proteinase K (10 mg/ul) e 15 pl de DTT (ditiotreitol) (1M). Apos
agitacdo, a amostra foi levada a banho-maria por 2h a 37°C. A adi¢do do DTT
apenas na segunda fase da extracdo da-se pela razdo de esse ser capaz de
quebrar a membrana do acrossomo, regido em que se encontra o material
genético do espermatozoide.

Em seguida, realizou-se a extracao organica. Foi adicionado 500 ul da
solucdo de fenol-cloroformio-alcool isoamilico (25:24:1) a cada amostra,
seguido de agitacdo e centrifugacdo (5 minutos a 16500 x g) para separacao
entre as fases. Utiliza-se esse método de extracdo, pois o fenol possui
propriedades que desnaturam e possibilitam a solubilizagdo de proteinas; o
cloroférmio, além de ajudar na desnaturacdo, possibilita a formacdo de fases
com maior estabilidade, sendo possivel a distincdo do solvente (organico)
contendo as proteinas e a fase aquosa contendo o DNA. J4 o alcool isoamilico
nao permite a formacdo de espumas durante a agitacdo da amostra, anterior a
centrifugacéo. Aplicou-se ao método de extracdo trés vezes, até a obtencéo de
apenas duas fases na amostra (organica e aquosa), tornando a solucao,
teoricamente, livre de impurezas, como contaminantes e inibidores.

Posteriormente, foi feita a precipitacdo do DNA com 1000 pl de etanol
absoluto e estes foram mantidos a -20°C por 24 horas. ApOs esse tempo, as
amostras foram centrifugadas a 16500 x g por 5 minutos, e o sobrenadante foi
retirado por inversdo. O DNA foi entdo eluido em 50 pl de agua destilada.

O perfil genético do doador de sémen foi extraido pelo método de
resina Chelex® (resina magnética que se liga ao DNA e evita sua
solubilizac&o), utilizando sangue armazenado em cartdo FTA (papel filtro com

propriedade de lise de membranas celulares), do mesmo.

4.2.2 Quantificacdo do DNA

A quantificacdo do DNA obtido foi feita através de PCR de tempo real
no equipamento Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR Systems,
utilizando-se o Quantifiler® Duo DNA Quantification Kit (limite de deteccao de
0,006 ng/ul) e o programa HID Real-Time PCR Analysis Software vl1.1,

consistindo em um método que utiliza 0 mecanismo de amplificacdo de DNA
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feita pela PCR, juntamente com a deteccdo de fragmentos amplificados e a
posterior quantificacdo por florescéncia produzida durante os ciclos de
amplificagéo.

4.2.3 PCR e anélise dos STRs

O material quantificado foi submetido a amplificagdo por PCR
utilizando-se o kit comercial PowerPlex® 16 HS System PCR Amplification Kit
(Promega). Os alelos dos locus STR séo diferenciados pelo nimero de cépias
da sequéncia de repeticdo contido na regido amplificada e sao distinguidos uns
dos outros utilizando deteccdo de fluorescéncia apés separacao eletroforética.
Este kit € amplamente utilizado no ambito forense e permite a co-amplificacao
por meio da deteccdo de 3 diferentes fluoroforos, resultando na analise de 16
locus, sendo 15 STRs (Penta E, D18S51, D21S11, THO1, D3S1358, FGA,
TPOX, D8S1179, VWA, Penta D, CSF1PO, D16S539, D7S820, D13S317 E
D5S818) e mais a Amelogenina (marcador que permite identificacdo sexual).

Destes, 13 marcadores STR estdo inclusos no CODIS (Sistema
Combinado de indices de DNA, em traduc&o livre), que se trata de um banco
de dados criado por laboratérios criminais, a fim de identificar suspeitos de
crimes. Os STR utilizados pelo CODIS sao: CSF1PO, D3S1358, D5S818,
D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11, FGA, THO1, TPOX,
VWA e Amelogenina.

A mistura de reacdo, a qual conttm Taqg Polimerase e iniciadores
especificos foi realizada seguindo o protocolo do kit com adaptacdes (Tabela
2).

Tabela 2. Reagentes utilizados para a reacdo de amplificacao.

Reagentes Volume/Quantidade
DNA molde 0,5-1ng
PowerPlex® 16 HS 5X master mix 2,5l

PowerPlex® 16 HS 10X primer pair mix 1,75ul
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Agua g.s.p. 12,5l

Ap6s o preparo da reagdo a amplificacdo foi realizada com a

termociclagem indicada pelo fabricante (Tabela 3).

Tabela 3. Condi¢des de ciclagem utilizadas na PCR.

N° CICLOS TEMPERATURA TEMPO

1 ciclo 96°C 2 minutos
94°C 30 segundos
10 ciclos 60°C 30 segundos
70°C 45 segundos
90°C 30 segundos
22 ciclos 60°C 30 segundos
70°C 45 segundos
1 ciclo 60°C 30 minutos
1 ciclo 4°C o0

O produto amplificado foi submetido a analise de fragmentos por meio
do sequenciador Applied Biosystems® 3130 Genetic Analyzer, juntamente com
a escala alélica (allelic ladder), o tamanho padrdo ILS600 (size standard) e
formamida Hi-Di e posteriormente submetido & andlise pelo software
GeneMapper® ID v.3.2 para comparacao entre o perfil genético encontrado nas

amostras e o perfil do doador.

4.2.4 Andlise dos resultados

Apés a obtencdo dos resultados das andlises quantitativas, foi feito
levantamento do niamero de amostras em que se obteve material proveniente
de cromossomos autossémicos e do cromossomo Y e entéo tabulados com os

respectivos valores de material genético obtido.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacao da quantificacéo

As concentracOes de DNA obtidas de cada tratamento sdo mostradas
na Tabela 4. Na maior parte dos tratamentos e seus respectivos instares
conseguiu-se obter DNA humano proveniente do contetdo gastrointestinal das
larvas, pupas e até mesmo adultos. As maiores concentracfes de DNA foram
obtidas em larvas de 2° instar sob tratamento de 3000 pl de sémen inserido na
dieta. Neste, obteve-se na fragdo masculina, 0,034678 ng/ul para autossémicos
e 0,022609 ng/ul para cromossomo Y.

As larvas de 1° instar sob tratamento de 500 pl de sémen inserido na
dieta separado em fracdo masculina, 3° instar sob tratamento de 500 pl
separado em fracdo masculina e feminina, 3° instar sob tratamento de 1500 pl
de material bioldgico separado em fragdo feminina ndo amplificaram nem
material autossdbmico nem do cromossomo Y. Ja& em larvas de 1° instar sob
tratamento de 1500 pl de sémen separado em fragcdo masculina, 2° instar sob
tratamento de 500 pl de sémen separado em fracdo feminina, 3° instar sob
tratamento de 3000 ul de material biolégico inserido na dieta separado em
fracdo masculina e feminina, pupas submetidas aos trés tratamentos de
material biologico inserido na dieta, separadas em fracdo feminina, e adultos
submetidos aos tratamentos de 500 pl e 1500 pl de material biolégico inserido
na dieta separados em fracdo feminina, obteve-se apenas material amplificado
proveniente de cromossomos autossdmicos.

A partir da quantificacdo do material genético amplificado, proveniente
no conteddo gastrointestinal das larvas, pupas e adultos de Sarconesia
chlorogaster, foi feita uma porcentagem de amplificacdo tanto de cromossomos
autossémicos quanto sexual Y, conforme pode ser observado nas Figuras 2 e

3, uma vez que houve casos em que o material ndo pode ser amplificado.
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Tabela 4. Relacdo de amostras e respectivas concentracdes e quantidade de DNA proveniente
de cromossomos autossdmicos e do cromossomo sexual Y.

AUTOSSOMICO Quantidade Y Quantidade
Amostras
(ng/ul) (ng) (ng/pl) (ng)
1° instar 500 FM N/A N/A N/A N/A
1° instar 500 FF 0,0034 0,1686 0,0031 0,1526
1° instar 1500 FM 0,0007 0,0336 N/A N/A
1° instar 1500 FF 0,0018 0,0916 0,0008 0,0405
1° instar 3000 FM 0,0017 0,0864 0,0006 0,0295
1° instar3000 FF 0,0023 0,1163 0,0012 0,0609
2° instar 500 FM 0,0061 0,3070 0,0074 0,3679
2° instar 500 FF 0,0008 0,0417 N/A N/A
2° instar 1500 FM 0,0127 0,6346 0,0121 0,6031
2° instar 1500 FF 0,0024 0,1178 0,0020 0,1021
2° instar 3000 FM 0,0347 1,7339 0,0226 1,1305
2° instar 3000 FF 0,0098 0,4888 0,0091 0,4528
3° instar 500 FM N/A N/A N/A N/A
3° instar 500 FF N/A N/A N/A N/A
3% instar 1500 FM 0,0020 0,0987 0,0002 0,0110
Pinstar 1500 FF  N/A N/A N/A N/A
3% instar 3000 FM 0,0004 0,0223 N/A N/A
3% instar 3000 FF 0,0003 0,0141 N/A N/A
Pupa 500 FM 0,0023 0,1170 0,0009 0,0447
Pupa 500 FF 0,0022 0,1078 N/A N/A
Pupa 1500 FM 0,0084 0,4219 0,0042 0,2083
Pupa 1500 FF 0,0014 0,0692 N/A N/A
Pupa 3000 FM 0,0097 0,4837 0,0085 0,4228
Pupa 3000 FF 0,0012 0,0576 N/A N/A
Adulto 500 FM 0,0011 0,0559 0,0004 0,0183
Adulto 500 FF 0,0002 0,0101 N/A N/A
Adulto 1500 FM 0,0013 0,0657 0,0003 0,0140
Adulto 1500 FF 0,0008 0,0412 N/A N/A
Adulto 3000 FM 0,0005 0,0226 0,0002 0,0096
Adulto 3000 FF 0,0030 0,1519 0,0012 0,0620

Legenda: FM: fracdo masculina; FF: fracdo feminina; AUTOSSOMICO: DNA proveniente de
cromossomos autossémicos; Y: DNA proveniente de cromossomo Y; N/A: material ndo
amplificado.

E possivel verificar que se obteve DNA de cromossomos autossomicos
em 87% (26) das amostras, porém ndo em 13% (4 ndo amplificaram, indicando
auséncia ou quantidade insuficiente de DNA). Ja para o cromossomo Y, 57%
(17) amplificaram, apresentando alguma quantidade de material genético, e
47% (13), ndo amplificaram. Ao todo, 87% das amostras tiveram seu material
genético amplificado, seja ele autossomico e/ou sexual Y, enquanto 13% nao

amplificaram nenhum tipo de material, conforme observado na Figura 4.
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Porcentagem de amplificagcdo de material
genético proveniente de cromossomos
autossdmicos

B N 3o amplificado Amplificado

B7%

Figura 2. Porcentagem de amplificacdo de material genético proveniente de cromossomos
autossodmicos.

Porcentagem de amplificagdo de material
genético proveniente do cromossomo
Y

B M 3o amplificado Amplificado

57%

Figura 3. Porcentagem de amplificacdo de material genético proveniente do cromossomo Y.
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Porcentagem de amplificacdao de material
genético (autossdmico e/ou sexual Y)

B N &0 amplificado Amplificado

87%

Figura 4. Porcentagem total de amplificacdo de material genético, sendo ele autossémico e/ou
sexual, referente ao cromossomo Y.

5.2 Andlise dos STR

Foi possivel a obtencao de perfil genético apenas a partir de larvas de
2° instar submetidas ao tratamento de 3000 pl de sémen inserido na dieta.
Tanto em fracdo feminina quanto em fracdo masculina obteve-se perfil viavel
para comparacdo com o material do doador (Figuras 5, 6 e 7).

Observou-se que nessa fase de desenvolvimento das larvas todos os
16 locus amplificados nas amostras tiveram o perfil genético idéntico ao do
doador. Nos locus D21Slle D7S820 das amostras de contetdo
gastrointestinal tanto de fracdo masculina quanto feminina houve possivel
artefato, uma vez que um alelo amplificado ndo é pertencente ao doador
(Figura 5 e 6). Houve aparecimento de um possivel stutter (repeticcdo de uma
regido curta e repetitiva do DNA, alinhando-se a alelos) no locus VWA, na
fracéo feminina (Figura 7).

E importante ressaltar que os 13 locus referentes ao CODIS foram

amplificados.
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Figura 5. Comparacdo de material amplificado das regies D3S1358, THO1, D21S11, D18S51
e Penta E entre as amostras de conteudo intestinal de larvas de 2° instar sob tratamento de
3000 pl FF (fracdo feminina) e FM (fracdo masculina) e o doador. Ha um possivel artefato
indicado pela seta, entretanto seu alelo néo foi identificado.
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Figura 6. Comparacdo de material amplificado das regides D5S818, D13S317, D7S820,
D16S539, CSF1PO e Penta D entre as amostras de conteldo intestinal de larvas de 2° instar
sob tratamento de 3000 pl FF (fracdo feminina) e FM (fragdo masculina) e o doador. Pode-se
observar um stutter na regido D7S820, na qual um pico de alelo 12, indicado pela seta aparece
nas amostras de contetdo intestinal tanto em FF quanto em FM, e néo aparecendo no doador.
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Figura 7. Comparacdo de material amplificado das regides Amelogenina, VWA, D8S1179,
TPOX e FGA entre as amostras de conteudo intestinal de larvas de 2° instar sob tratamento de
3000 pl FF (fragéo feminina) e FM (fragdo masculina) e o doador.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho destinou-se a obter DNA humano a partir de dipteros
necrofagos alimentados com sémen humano. Para tanto foram testadas varias
quantidades de sémen em diferentes estagios do desenvolvimento das
moscas. Em larvas de 2° instar alimentadas com 3000 pl de sémen foi possivel
obter perfil genético passivel de analise.

Este resultado indica que larvas de Sarconesia chlorogaster obtidas de
corpos em decomposicdo podem conter DNA humano se estas tiverem
ingerido sémen do agressor e podem ser utilizadas para obtencdo de perfil
genético proveniente de suspeitos de crimes sexuais. Tal abordagem pode ser
acrescida ao método convencional de obtencdo de DNA de agressores, 0S
quais utilizam swabs para a coleta de material bioldégico a partir da cavidade
vaginal, roupas e superficie corporal da vitima. O material proveniente dos
swabs muitas vezes resulta em insucesso na obtencdo de DNA e consequente
impossibilidade de andlise de perfil do agressor, uma vez que este DNA pode
estar degradado em funcdo do tempo de decomposicdo e condicdes
ambientais (SILVA E PASSOS, 2006).

Uma explicacéo possivel para a ndo obtencdo de DNA em quantidades
suficientes para obtengcédo de perfil em larvas de 1° instar sob tratamento de
500 pl de sémen estd na alimentacdo insuficiente dos individuos, que por
consequéncia nao absorveram material genético suficiente para a amplificacao.
JA no instar mais avancado (3° instar), as larvas expelem o contetudo
gastrointestinal para empupar, motivo pelo qual se pode nao encontrar material
a ser analisado. Entretanto, foi possivel amplificar o material presente em
pupas, o0 que nos leva a sugerir estudos fisiolégicos de possivel reabsorcéo de
conteudo gastrointestinal.

Todos os exemplares foram lavados com hipoclorito de soédio para
garantir que o DNA obtido fosse apenas o ingerido pelas larvas. Embora
lavados subseguentemente com agua destilada para a retirada dos residuos,
esse produto pode também ter causado a inibicdo da amplificacdo, bem como
poderia haver alguma outra substancia inibidora da reacdo que nao foi
detectada.
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Pode-se inferir, portanto, que o melhor estagio larval para obtencéo de
material genético corresponde ao 2° instar com uma quantidade de 3000 ul de
sémen. Essa quantidade ndo € improvavel de ser encontrada em vitimas, uma
vez que a quantidade média de ejaculacdo ¢ de 3 ml (LIMA et al., 2001). E
importante ressaltar que ndo houve perda de nenhum locus, sendo possivel
afirmar que, apesar do aparecimento de artefatos, o perfil encontrado no trato
gastrointestinal das larvas é compativel com o perfil genético do doador.

Deve-se levar em consideracdo que para 100 g de dieta com 3000 pl
de sémen inseridos, havia cerca de 100 larvas se alimentando, das quais
apenas 15 foram utilizadas para a obtencédo do perfil genético para cada instar.

Entretanto, ndo é certo o nimero de larvas encontradas em cadaveres,
e talvez seja menor ainda o numero das que sado levadas ao laboratério para
analise de taxonomia, ou até mesmo para a aproximacdo de tempo de
exposicdo do cadaver. Com isso, experimentos futuros devem basear-se em
menor numero de exemplares, a fim de avaliar o potencial do método com um
namero reduzido de individuos, e até mesmo estimar qual o nimero minimo de
individuos necessarios para a deteccdo de material genético humano, bem
como sua possivel amplificac@o e andlise viavel para comparagéo.

Outro fator a ser levado em consideracao € a quantidade de material
bioldgico utilizado. Uma vez que h& possibilidade de homens oligospérmicos,
ou até mesmo azoospérmicos cometerem crimes sexuais, a tentativa de
deteccdo utilizando-se quantidades menores de sémen também se faz
necessaria, assim como estimar qual a quantidade minima necesséaria de
sémen. Podendo-se também ser testada qual a quantidade minima de sémen
por larva, otimizando o método e tornando-o mais eficaz.

Ha também a possibilidade de utilizacdo de marcadores do
cromossomos Y, uma vez que esses sdo mais especificos para individuos do
sexo masculino. Em contra partida, o banco de dados de laboratérios criminais
ainda é preferencialmente listado a partir de 13 regibes presentes em
cromossomos autossémicos, o que torna mais eficiente a detecgdo a partir
desse tipo de material genético.

E importante mencionar também que o ciclo de vida de Sarconesia

7z

chlorogaster, em condi¢cbes laboratoriais, € de aproximadamente 19 dias
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(BONATTO, 1996), sendo que a introducdo de sémen na dieta artificial ndo
causou diferenca no tempo de desenvolvimento dos individuos.

A coleta de insetos imaturos em locais de crime ainda néo € rotina na
ciencia forense (THYSSEN, 2008). Neste trabalho, demonstrou-se a
possibilidade de obtencdo de perfil genético humano a partir de larvas
alimentadas com sémen. Dessa maneira, fica demostrada a possibilidade de se
obter perfil genético de agressores a partir de larvas que se desenvolvem em
cadaveres. Nosso trabalho evidencia a necessidade de padronizacdo e
insercao desta pratica na rotina forense.

Em suma, a implementacdo de coletas e a conscientizacao de peritos
da importancia dessa pratica € muito importante, ndo apenas para a estimativa
de tempo de morte, mas também para a possivel identificacdo de criminosos

através da andalise de DNA.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e Foi possivel recuperar DNA humano em larvas de moscas necrofagas
alimentadas com sémen humano para fins de identificacdo individual,

e Larvas de 2° instar alimentadas com 3000ul de sémen permitem a
obtencédo de DNA em quantidade suficiente para andlise;

e A guantidade minima de DNA para analise foi de 0,4888 ng;

e A introducdo de sémen na dieta artificial ndo alterou o ciclo de vida das

maoscas.
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