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RESUMO

O tema Entomologia Forense e praticas aplicadas a identificagdo molecular de
insetos em investigagbes criminais, € uma revisdo bibliografica que visa a
abordagem das contribui¢des da entomologia, como na identificacédo e analise da
entomofauna em locais de morte, insetos associados a cadaveres, e na extracéo do
DNA a partir de técnicas tradicionais e promissoras. A Entomologia Forense é o
estudo de insetos e outros artropodes, através de suas interagdes com o0s seres
humanos. Estes insetos podem estar associados a questdes juridicas, na area
urbana, na deterioragdo de construgdes, moéveis e produtos estocados, ou
associados a investigagdes criminais, auxiliando na identificagao de vitimas de morte
violenta. O emprego de técnicas moleculares facilitam a identificacdo de espécies,
bem como suas relagdes filogenéticas entre sua populagao, familia, classe, ordem e
etc. O objetivo desta revisédo bibliografica € demonstrar as relagdes, a importancia e
a aplicagdo da entomologia forense em diferentes areas, além de descrever a
composi¢cdo da fauna e determinar os fatores bidticos e abidticos na inter-relagcéo
entre seres vivos e ecossistemas. Neste contexto, o trabalho visa apresentar
métodos moleculares para a aplicagdo na entomologia forense e determinagao das
causas e tempo de morte, como na determinac¢ao do Intervalo pos-morte (IPM).

Palavras-chave: Entomologia Forense. Insetos. DNA. Investigagdes criminais.
Intervalo pés-morte.



ABSTRACT

The theme forensic entomology and practices applied to molecular identification of
insects in criminal investigations, is a bibliographic review that aims to address the
contributions of entomology, such as the identification and analysis of enfomofauna
in places of death, insects associated with corpses and DNA extraction from
traditional and promising techniques. Forensic Entomology is the study of insects and
other arthropods through their interactions with human beings. These insects may be
associated with legal issues in the area of deterioration of buildings, furniture and
stocked products, or associated with criminal investigations, helping to identify
victims that had violent deaths. The use of molecular techniques facilitates the
identification of species, as well as their phylogenetic relationships between their
population, family, class, order and etc. The purpose of this literature review is to
demonstrate the relationships, the importance and the application of forensic
entomology in different areas, as well as describing the fauna composition and
determine the biotic and abiotic factors in the interrelation between living beings and
ecosystems. In this context, the work aims to present molecular methods for
application in forensic entomology and determination of causes and time of death, as
in determining Postmortem Interval (MPI).

Key-words: Forensic Entomology. insects. DNA. Criminal investigations.
Postmortem Interval.
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1 INTRODUGAO

1.1 TEMA

Neste estudo de revisao bibliografica, que visa o aprofundamento na area de
entomologia forense e suas aplicagdes, serdo abordadas as suas contribuicbes em
diversas areas com enfoque na médico-legal, além de serem tratadas as questdes
criminais, como estagios de morte, desenvolvimento de espécies em carcagas ja
analisadas em outros estudos e o emprego de técnicas moleculares para a

identificacdo do DNA de espécies no local de morte.

1.2 PROBLEMA

O conhecimento entomoldgico esta relacionado diretamente com o
conhecimento da entomofauna presente no local de morte, portanto, torna-se
necessario a coleta de informacdes ecoldgicas, bem como a distribuicdo geografica
das espécies encontradas e principalmente, a coleta de materiais bioldgicos, para a
deteccdo de especificidades entre determinadas espécies com o cadaver e suas
variagdes. Desta forma, como a técnica de extracdo do DNA pode auxiliar na
identificacdo de insetos de importancia forense? E qual a relacdo entre o ciclo de

desenvolvimento dos insetos e o tempo de morte do cadaver?
1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo Geral
Demonstrar as relagdes, a importéncia e a aplicagdo da entomologia forense
em diferentes areas, como na area urbana e principalmente médico-legal e analisar

através de artigos a presencga de espécies de maior importancia da fauna brasileira.

1.3.2 Objetivos Especificos
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e Demonstrar e conhecer métodos moleculares para a aplicacdo na
entomologia forense e determinagdo das causas e tempo de morte;

e Descrever as relacbes entre a identificacdo da composigcdo da
entomofauna presente em cadaveres e o espago geografico onde se
encontram, bem como o tempo de morte;

e Citar quais fatores bidticos e abidticos sdo considerados nos estudos da

entomofauna brasileira.

1.4 JUSTIFICATIVA

A Entomologia Forense é o estudo de insetos e outros artrépodes
associados a diversas questdes criminais, que serve como uma ferramenta auxiliar,
na investigacdo de crimes contra pessoas vitimas de morte violenta e em alguns
casos pode estar presente em disputas judiciais em casos de danos a produtos
armazenados ou estruturas (ROCHA; SANTOS, 2015). E uma area da pericia
criminal, que consiste na utilizagdo de insetos que podem servir como evidéncias
para a resolugcdo de casos de morte, além da identificacdo de presenca de
substancias toxicas presente na carcacga, e nos insetos encontrados no local. Esses
estudos iniciaram-se no Brasil em 1908, com os trabalhos pioneiros de Edgard
Roquette Pinto e Oscar Freire, respectivamente, nos Estados do Rio de Janeiro e da
Bahia e, atualmente, € um estudo que vem crescendo e sendo explorado
(PUJOL-LUZ; ARANTES; CONSTANTINO, 2012).

Contudo Sandoval (2011) afirma que insetos que se encontram em estagio
imaturo, apresentam dificuldades para serem identificados por meio de técnicas
tradicionais, por isso, € necessaria a implementagado de outros métodos, que geram
novos estudos importantes para a area de investigagdes criminais. Portanto, a
utilizagdo de métodos convencionais, bem como a coleta destes insetos e algumas
analises iniciais do material coletado, e aplicagdo de praticas moleculares pode
auxiliar na determinagcao da espécie, bem como na identificacdo do cadaver, uma
vez que o material genético humano, pode ser encontrado no trato digestorio de
espécies necrofagos (SANDOVAL, 2011). Neste caso é necessario que haja a

producao de pesquisas e a elaboracido de trabalhos que abordem a diversidade de
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condicbes e espécies encontradas nas cenas de crimes, para o levantamento de

dados principalmente no Brasil.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 ENTOMOLOGIA FORENSE

A entomologia forense € a ciéncia que se aplica ao estudo da taxonomia,
biologia e ecologia dos insetos (grego: éntomon, - que significa cortado, dividido,
uma vez que a maioria dos insetos apresenta o corpo dividido por anéis ou
segmentos e metamerizados e logos - fala, discurso, estudo de algo) (PRESTES
2008). De acordo com Figueira e Souto (2015, p. 461 apud Lord; Stevenson, p. 42,
1986), a entomologia forense pode ser dividida em trés tipos: a entomologia urbana,
que estuda a interagao entre entomofauna e o ambiente urbano, envolvendo insetos
que danificam modveis e construgdes; a entomologia de produtos estocados, que
estuda as relacdes entre os insetos e a infestacdo em produtos armazenados,
podendo causar prejuizos e riscos a saude; e a entomologia médico-legal: a qual
estuda os insetos, principalmente, necréfagos, que sao uteis na elucidagao de casos
de morte. Na esfera criminal, os insetos sdo empregados na investigagdo de casos
voltados para procedimentos médico-legais associados a cadaveres, para a
determinacgao do intervalo pos-morte (IPM) (FIGUEIRA; SOUTO, 2015 apud CATTS;
GOFF, 1992), além da aplicagdo genética e molecular na identificacdo da vitima e
suas causas de morte para assim deduzir as circunstancias envolvidas nos fatos do
crime.

Os insetos estdo presentes em diversos ecossistemas naturais e
modificados, desempenhando varias fungbes na natureza devido a sua grande
biodiversidade. Varias espécies podem ser encontradas tanto em ambientes
terrestres, quanto aquaticos, exercendo fungdes importantes em diversas cadeias
alimentares, como na herbivoria, na decomposicdo de materiais, filtracdo aquatica,
incluindo succédo de seiva, predagao e parasitismo, o que possibilita a utilizagao
destes como bioindicadores das condigdes de determinado ambiente (GULLAN;

CRANSTON, 2017). Além da importancia ecologica, os insetos desempenham um
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papel consideravel na pesquisa cientifica como em ciéncias médicas, veterinarias e
agricolas, na economia como na producédo industrial e florestal. Os insetos também
estdo presentes no controle biolégico de pragas em lavouras, na polinizagdo, na
dispersdo de sementes, na auto-regulacdo das populagdes e na produgado de
produtos de valor comercial, como mel, produzido por abelhas ou algumas formigas,
e a seda produzida pela lagarta Bombyx mori do filo Arthropoda.

Segundo Gomes (2010), os estudos cientificos relacionados a insetos
comegam no século XVI, o que contribui para avangos tecnolégicos a respeito da
diversidade ecoldgica, e a produgédo de alimentos com os avangos na agricultura e
erradicagdo de pragas no cultivo. Neste contexto, também estavam sendo
descobertas as influéncias dos insetos na transmissdao de doengas, como por
exemplo, a peste bubdnica na Idade Média.

O avango da entomologia forense e o uso de praticas médico-legais se
caracterizam pelo registro da primeira estimativa do intervalo pés-morte, feito pelo
médico Louis Frangois Etienne Bergeret em 1855, e o primeiro livio com a
abordagem do tema, publicado por Jean Pierre Mégnin em 1894, La faune des
Cadavres que contém a descrigao de insetos e relatos de casos reais, bem como a
descricao da fauna e da flora presente em cadaveres em estagios de putrefagcéo
(FIGUEIRA; SOUTO, 2015). Com a redescoberta de literaturas classicas, os
avangos na microscopia e os estudos de insetos colecionados por entomdlogos
amadores, surgem no inicio do século XVIII. Ademais, tém-se o aparecimento de
varios textos entomoldgicos, na descrigdo de insetos. Dentre os de maior destaque,
a obra Metamorphosis Insectorum Surinamenis (1705) de Maria von Merian, que
descreve e classifica os insetos conhecidos, em seguida em 1734 houve a
publicagdo de trabalhos envolvendo o desenvolvimento bioldgico, ciclos, anatomia e
fisiologia dos insetos na obra René Antoine Ferchault de Réaumur’s Mémoires pour
Servir a L’Historie des Insectes, e posteriormente em 1758, uma outra forma de
classificagao foi publicada, o Systema Naturae de Carl Von Linné que conta com 10
volumes publicados durante o século. Este periodo foi marcado pelo surgimento de
entomologos e os estudos aplicados a entomologia moderna, que permitiram a
elaboragao de estudos futuros.

O século XIX foi marcado pela formagdo da Société Entomologique de



16

France em Paris em 1832, com o objetivo de aprofundar os estudos a respeito da
fauna francesa e estrangeira, as relagdes dos insetos com o ambiente natural, e as
aplicagbes na medicina e agricultura. Posteriormente houve a formagao da Society
of Entomologists of London em 1833, fundada com o objetivo de promogao e
desenvolvimento da ciéncia entomoldgica, cujos principais membros eram os
naturalistas Charles Darwin e Alfred Russel Wallace, que contribuiram para a
formagao de bibliotecas e estudos relacionados aos insetos. Em destaque, temos o
estudo da evolucdo realizado por Charles Darwin, a partir de sua colegcao de
besouros que € considerada uma das principais obras do século.

No Brasil, segundo os autores Pujol-Luz, Arantes e Constantino (2012), os
estudos entomoldgicos, tomaram forga no Século XX. Em 1908, com os trabalhos
pioneiros de Edgard Roquette Pinto e Oscar Freire, respectivamente nos estados do
Rio de Janeiro e da Bahia, foram registradas diversas espécies necrofagas na regiao
da Mata Atlantica, e assim se iniciavam estudos acerca da decomposi¢cdo e
sucessao ecologica de insetos. Estes estudos facilitaram o conhecimento de insetos
da ordem Diptera, que de acordo com Gullan e Cranston (2017), compreendem por
volta de 150 mil espécies, sendo os maiores representantes as moscas e mosquitos;
e de acordo com Pereira e Alimeida (2001), a ordem Coleoptera que compreende
majoritariamente espécies de besouros, com aproximadamente 370.000 espécies
descritas.

As espécies de insetos atualmente sao identificadas, descritas e
classificadas conforme sua taxonomia e divididos em ordens. De acordo com Leite e
Sa (2010), a taxonomia consiste no estudo tedérico da classificagao, incluindo bases,
principios, procedimentos e regras para identificacdo de espécies. Os taxons sao

dispostos em niveis, que sao as categorias como:

Filo - Subfilo
Classe — Subclasse
Ordem — Subordem
Superfamilia - Familia — Subfamilia - Tribo - Subtribo (animais)
Género - Subgénero

Espécie - Subespécie
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Conforme Gullan e Cranston (2017) as ordens principais, com o maior indice
de espécies descritas sdo: os besouros (Coleoptera) com = 350.000 espécies
descritas; moscas e mosquitos (Diptera); vespas, abelhas e formigas (Hymenoptera)
com e * 150.000 espécies descritas; borboletas e mariposas (Lepidoptera), e
percevejos (Hemiptera) com 100.000 espécies descritas.

De acordo com Beutel et al. (2017), o subfilo Hexapoda inclui os artropodes
com divisdes em 3 (trés) tagmas: cabeca, térax trisegmentado e abdémen; sistema
traqueal; perda do 22 par de antenas; perda de 6rgéos nefridiais (excretores); perda
de glandulas do intestino médio; transferéncia de espermatozoides via
espermatoéforos etc. Atualmente inclui classes Entognatha e Insecta, como

demonstra a Figura 1.
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FIGURA 1 - Cladograma da classificagdo em ordem de insetos
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Os insetos que estdo ligados a matéria organica e cadaveres em
decomposigéo sao classificados em: necréfagos, estes por sua vez, sdo os de maior
importancia forense, que colonizam e decompdem tecidos animais, e podem ser
encontrados tanto no estagio larval (imaturo) ou adulto (FIGURA 2), cujo os

principais representantes sdo moscas (Diptera) e besouros (Coleoptera); os onivoros
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sdo colonizadores de carcagas em decomposi¢ao, sao eles as formigas e vespas; 0s
parasitas sdo aqueles utilizam a entomofauna presente no local de morte, para o seu
desenvolvimento, ou seja como fonte de recursos; os predadores se alimentam de
larvas e insetos no estagio adulto, sdo eles, os himendpteros (vespas, abelhas,
formigas), coledpteros, dipteros muscoides e dermapteros (tesourinhas). Ademais
sdo encontrados insetos denominados de acidentais que sdo os que encontram o
cadaver por acaso, neste caso incluem acaros, aranhas e outros organismos
(STAMATO; COSTA; PREVIDE, 2014).

Figura 2 - Ciclo de desenvolvimento das moscas

adulto
ovVos
pupa
3° estagio 1° estagio
larva larva
2° estagio
larva

Fonte: (MOSCAS..., 2019)

2.1.1 Diptera

Diptera (di = duas e ptero = asa) € uma ordem que compreende moscas,
mosquitos, varejeiras, mutucas, pernilongos e borrachudos, e € um dos grupos de
insetos mais diverso ecologicamente. Estes insetos estdo distribuidos por todo o
mundo, e colonizam praticamente qualquer tipo de habitat, sobretudo em ambiente

aquatico como em zonas marinhas, costeiras e estuarios, lagos, rios e riachos,
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aguas estagnadas, aguas termais, pogos de petréleo e fitotelmos (tanques biolégicos
vivos), no qual se encontram em estagio larval. Este grupo ocupa diversos nichos
alimentares, podendo ser parasitas, hematéfagos (se alimentam de sangue),
predadores e os que se alimentam de folhas, frutos, flores, néctar e substancias
acucaradas (CAMARGO, 2015).

Pinho (2008) cita que unica caracteristica comum a todos os Diptera em
estagio adulto, € a completa auséncia de pernas toracicas, caracteristica também
comum em ordens como Siphonaptera (pulgas) e alguns Hymenoptera e Coleoptera.
Portanto, a variagdo morfolégica das larvas em Diptera é tdo grande, que néo existe
um carater que as diferenciam das outras ordens de insetos.

Além da importancia ecoldgica, os dipteros desempenham fung¢des que
favorecem estudos forenses na entomologia, na veterinaria, na medicina e na
economia. Os insetos de maior importancia forense, em sua maioria sdo moscas e
mosquitos que se alimentam de matéria organica em decomposi¢cdo, ou da matéria
vegetal (GULLAN; CRANSTON, 2017).

De acordo com Brito et al. (2008) os Muscideos, representam uma familia de
Dipteros (FIGURA 3), que sao moscas caracterizadas por serem cosmopolitas, ou
seja, € um grupo que possui grande dispersao e distribuicdo, pela sua capacidade
de se adaptar em diferentes ambientes naturais rurais e urbanos, independente das
transformacdes do local. Um exemplo é a Musca domestica, uma espécie de grande
interesse forense e médico-sanitario, que possui grande capacidade de voo e tem
habitos diurnos, e € caracterizada pela sua alta capacidade de se instalar nos
povoamentos humanos, e € umas das responsaveis pela transmissdo de mais de 60
categorias de patdgenos para o homem, animais domésticos e silvestres. Em zonas
rurais, se encontram em fezes de equinos, bovinos e suinos, restos e etc.; em zonas

urbanas, se encontram principalmente em aterros sanitarios (BRITO et al., 2008).
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FIGURA 3 - Dipteros de importancia Forense'

FONTE: (RODRIGUEZ; SALAZAR; D, 2016)

2.1.2 Coleoptera

De acordo com Audino et al. (2007) a Ordem Coleoptera (do grego, koleos =
estojo; pteron = asa) € umas das maiores ordens da classe Insecta e agrupa os
insetos comumente chamados de besouros, que correspondem a + 350.000
espécies, 0 equivalente a 40% da classe Insecta. A maioria dos besouros possui
grande importancia forense, sendo estes os terrestres, e essas espécies agrupam
aproximadamente dois tercos de todas as espécies de besouros existentes no

Planeta Terra, enquanto os aquaticos equivalem a 10% desta ordem.

' Familia Calliphoridae: 1 - L. cuprina; 2 - L. eximia; 3 - Co. macellaria; 4 - C. albiceps; 5 - C.
megacephala; Familia Muscidae: 6 - O. aenescens; 7- M. domestica. Familia Phiolidade: 8 - P. casei.
Familia Sarcophagidae: 9 - Sarcophaga sp.
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Segundo Magalhées et al. (2015), as espécies Coleoptera ocupam diversos
nichos ecologicos (matas, florestas tropicais e temperadas, deserto), e possuem
variados habitos alimentares, podendo ser detritivoros, ou seja, que se alimentam de
matéria organica em decomposi¢ao; herbivoros, que se alimentam de material
vegetal; frugivoros, que se alimentam de frutos; ou predadores os que se alimentam
de outros insetos e contribuem para o controle biolégico. Os besouros necréfagos,
sao aqueles que se alimentam de matéria organica de animais em decomposi¢ao; os
micetofagos se alimentam de fungos e bolor e os copréfagos, se alimentam de
excrementos de grandes animais.

Entre as familias mais comuns desta ordem estdo os besouros rolabosta
(familia Scarabaeidae), os serra-paus (familia Cerambycidae), os vaga-lumes
(familia Lampyridae), os pirilampos (familia Elateridae), os gorgulhos (familia
Curculionidae), as joaninhas (familia Coccinellidae), entre outros. As familias mais
numerosas com numeros aproximados de espécies descritas em todo o mundo sao:
Curculionidae  (50.000), Chrysomelidae (35.000), Staphylinidae (30.000),
Cerambycidae (26.000), Carabidae (25.000), Scarabaeidae (20.500), Tenebrionidae
(20.000) e Buprestidae (13.000) (MAGALHAES et al., 2015).

A Familia Scarabaeidae é representada por besouros comumente chamados
“rola-bosta” (FIGURA 4). Estes besouros s&o de grande importancia para a ciclagem
de nutrientes dos ecossistemas, pois processam a matéria organica em
decomposigéo, e recebem o nome por utilizarem fezes e outros detritos organicos,
carcaga e frutos em decomposi¢do como recurso alimentar, tanto no estagio adulto
como no larval, localizando a matéria através do odor (AUDINO et al, 2007).

Por exemplo, um dos principais representantes dessa familia € o besouro
Hércules (Dynastes hercules), que possui 17 cm de comprimento, com o corpo
estreito e alongado, sendo considerado o inseto mais pesado e volumoso, conforme
mostrado na (FIGURA 5) (GULLAN; CRANSTON, 2017).
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FIGURA 4: Besouros rola-bostas (Coleoptera: familia 2Scarabaeidae: Scarabaeinae) de pastagens
brasileiras

I 3
' 6
I g

FONTE: (TISSIANI; VAZ-DE-MELLO; CAMPELO-JUNIOR, 2017)

5 mm

2 mm

2
5
7B

5 mm

o,

5 mm

y

FIGURA 5 - Besouro Dynastes hercules, “rola-bosta”.
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FONTE: (KELLER; CAVE 2006)

21 - Agamopus unguicularis; 2 - Canthidium barbacenicum; 3 - Canthon corpulentus; 4 - Canthon
histrio; 5 - Canthon lituratus; 6 - Chalcocopris hesperus; 7A e 7B - Coprophanaeus cyanescens ; 8 -
Coprophanaeus ensifer.
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2.1.3 Estudos Precursores da Entomologia

Um estudo importante para a Entomologia Forense foi a descoberta do acido
desoxirribonucleico (DNA), por Friedrich Miescher em 1868, um bioquimico suico, e
posteriormente Rosalind Franklin, em 1952 descobre a estrutura do material
genético, o que leva a uma nova revisao de metodologias no estudo da taxonomia
dos insetos (ARIAS, 2004). Segundo Santos (2018), no Brasil, a primeira analise do
material genético, ocorreu em 1994, no Laboratério da Policia Civil no Distrito
Federal.

Dentre as principais obras brasileiras, se destacam respectivamente os
livros, Entomologia Forense - quando os insetos sdo vestigios, 3° edi¢cao, de Janyra
Oliveira Costa, publicado em 2011, e o Entomologia Forense: novas tendéncias e
tecnologias nas ciéncias criminais de Leonardo Gomes, publicado em 2010, utilizado
na elaboragao deste artigo.

O Brasil apresenta uma ampla diversidade biolégica de insetos, e os indices
de criminalidades cada vez mais evidentes, consequentemente, torna-se necessaria
a expansao de estudos entomoldgicos para a resolugcéo de crimes e aprimoramento
de técnicas elaboradas por peritos e médicos-legistas na identificacdo do cadaver,
das causas de morte e do conhecimento fauna cadaveéricos presente no local. Como
principal base tedrica, utilizam-se estudos como os citados neste artigo, que sao
primordiais para novas descobertas e o avanco das areas envolvidas para o
conhecimento da entomofauna e a as relagcdes desta com os tipos e as causas da

morte.

2.2 ENTOMOLOGIA MEDICO-LEGAL

Segundo Santos (2018), a ciéncia forense € uma area ampla que tem como
principal objetivo auxiliar nas investigagdes na justica, principalmente a criminal, e ha
varias subareas como a Toxicologia Forense, Quimica Forense, Genética Forense,
Entomologia Forense. Os profissionais entomélogos forenses utilizam técnicas
como, por exemplo, analises microscépicas da fauna local, que sucedem a

decomposicdo do cadaver, possibilitando o calculo entre o tempo decorrido entre a


https://www.amazon.com.br/s/ref=dp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&field-author=Janyra+Oliveira+Costa&search-alias=books
https://www.amazon.com.br/s/ref=dp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&field-author=Janyra+Oliveira+Costa&search-alias=books
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morte e a decomposicao, através da observacao das condigdes ambientais do local
(GULLAN; CRANSTON, 2017). Ademais, a medicina legal € a responsavel pela
observacdo do desenvolvimento, controle e manipulagdo do habitat de insetos,
empregados na elucidacédo de casos de morte violenta, como crimes contra pessoas,
acidentes de massa, genocidios e etc. (SANTANA; BOAS, 2012). Sendo neste caso,
uma especialidade juridica, baseada em conhecimentos cientificos que sao
aplicados na analise de provas e elucidacdo de crimes, como na criminalistica,
contribuindo para a cronologia e estimativa do intervalo post-mortem (IPM).

Maia (2012) diz que, a criminalistica & considerada uma disciplina nascida
da Medicina Legal, e que busca a materializar o crime para a elucidagao dele. No
Brasil, surge através de investigagdes realizadas em universidades, em sua maioria
por Médicos Legistas. De acordo com Garrido (2008), estudos relacionados a esta
area teriam seu inicio quando Hans Gross, um criminologista austriaco e jurista
criminal, no final do século XIX, propds que os métodos da Ciéncia moderna fossem
utilizados para solucionar casos criminais. Neste contexto, ciéncia forense e a
criminalistica, comeca a ter destaque em meados dos anos 80, com os avangos de
técnicas de identificagdo e analises através do DNA (SANTOS, 2018). Portanto,
além de coletas fisicas realizadas pela pericia, torna-se necessaria a coleta de
amostras bioldgicas, os quais sao coletados fios de cabelo, pele, fluidos, substancias
ou fibras microscépicas que contenham material genético, para a obtencdo de
evidéncias.

Maia (2012) comenta que:

Exames de natureza técnico-cientifica sdo comumente realizados quando
formalmente sado solicitados pelas autoridades policiais ou judiciais, em
decorréncia da necessidade de esclarecimento de um fato delituoso, através
de uma sistematica norteada por padronizagbes e regras cientificas e
juridicas.

Nos locais de morte por crimes violentos, homicidios ou suicidios, é
necessario a presenga de um perito, que é um profissional capacitado para a analise
superficial do corpo e do local de morte, onde serdo realizados exames

perinecroscopicos, que consiste na coleta de dados e vestigios para a avaliagao.
Bina (2009, apud JUNIOR; CASTRO, 2014, p. 188), define que o “O vocabulo ‘peri’
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vem de periferia, logo, tal exame é realizado sobre a regido periférica do cadaver,

em outras palavras, o local a volta desse”.

O artigo 164, decreto Lei n° 3.689 de 03 de Outubro de 1941, do Cédigo de
Processo Penal, prevé a figura do exame perinecroscopico através da
necessidade de se fotografar o cadaver na posi¢ao em que for encontrado,
assim como todas as lesdes externas e os vestigios que forem deixados no
local, para que possa ser realizada minuciosamente a analise do local em
volta do cadaver (JUNIOR; CASTRO, 2014).

Areas como a de medicina legal, a quimica forense, a crono-tanatologia
juntamente com a tanatologia, contribuem para estimativas, sobretudo das causas e
o tempo da morte. Maia (2012) diz que, o estudo das reagdes fisico-quimicas e
fendmenos bioldgicos sao ferramentas para avaliagdo da hora da morte. Parametros
como temperatura local e umidade relativa do ar podem ser decisivos na busca pela
verdade de como ocorrera o Obito.

Segundo Marinoski (2016, p. 49 apud OLIVEIRA-COSTA, 2011), logo apds a
morte, se inicia o processo de putrefacdo, que se resume em um evento de
destruicdo e alteracbes fisicas, quimicas e biolégicas, que consistem na
decomposicéo e degradagcao da matéria organica, realizado por bactérias aerébicas
e anaerdbicas e por organismos microscépicos. As bactérias que participam deste
processo, em sua grande maioria, sdo provindas da microbiota intestinal do
individuo.

Fatores como, por exemplo, os climaticos, promovem as primeiras
transformacdes fisicas e bioldgicas, que consistem na perda de liquido, provocando
a perda de peso, o dessecamento e o endurecimento da pele. Assim inicia-se a
desidratacdo muscular, em aproximadamente 48 horas que acarretam na rigidez
cadaveérica. Outros fatores como os bidticos, causam o resfriamento e inchamento
do corpo, com o aparecimento de manchas vermelho-violaceas formadas pela falta
de circulagdo sanguinea, os chamados, livores hipostaticos. Posterior a isto,
ocasiona as transformacdes quimicas tardias de deterioramento, que ocorrem em
dias ou semanas apés a morte. Como o processo de autdlise, que é a desintegragcao
de tecidos que ocasiona o processo de putrefacdo, que consiste na acado de
microrganismos. A autdlise € um fendbmeno abidtico que se inicia em poucas horas

apdés a morte, e se estende até a fase de fendbmenos transformativos destrutivos,


https://www.jusbrasil.com.br/legislacao/91622/cpp-decreto-lei-n-3-689-de-03-de-outubro-de-1941#art-164
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que causam alteracbes na estrutura tecidual. Com a morte celular, proteinas
armazenadas nos lisossomos da propria célula, iniciam este processo denominado
como autolise (BANDARRA; SEQUEIRA, 1999).

De acordo com Sakuma (2015) os fatores que contribuem para as
transformacdes e degradagao de tecidos e da matéria organicas, também chamadas
de fatores abidticos, avitais ou tanatogndsticos, e podem ser divididos em:

- Imediatos: que consistem na cessagao das fungdes vitais, como, perda da
consciéncia, perda da sensibilidade, abolicdo da motilidade e do tono
muscular, cessacado da respiracdo, cessacao da circulagdo, cessacado da
atividade cerebral.

- Consecutivos, como, desidratagao cadavérica, esfriamento cadavérico (algor
mortis), manchas de hipdstases cuténeas, rigidez cadavérica, e espasmos
cadaveéricos.

Em seus estudos acerca do calendario tanatolégico, Sakuma (2015) realizou
um compilado de estudos de outros autores sobre as variagdes dos fenbmenos de
resfriamento corporal.

Para Dantas Filho et al. (1998), a analise da sistematizacao tradicional dos
sinais abidticos leva os profissionais a trés importantes conclusdes: auséncia de
sinal patognoménico de morte, ou seja, ndo ha sinais de morte por doengas; em
segundo lugar evidencia que a morte nao € um evento unico e sim uma sequéncia
de eventos; e, por ultimo, esse diagndstico € tanto mais dificil quanto mais recente é
a morte.

Em seu estudo Dantas Filho et al. (1998), comenta que “o préprio Cédigo do
Processo Penal Brasileiro s6 autoriza a realizagdo de autdpsias apos 6 horas da
constatagdo da morte para diminuir o risco desse tipo de erro (Art. 162 CPP)”".

Insetos e larvas aceleram o processo de degradacdo da matéria organica e
auxiliam na estimativa do tempo de morte. Os artropodes, em sua maioria os de
ordem Diptera e Coleoptera, podem auxiliar na estimativa do IPM - Intervalo
post-mortem através de sua coleta no local de morte. A técnica de identificagao
baseia-se na comparagao de dados sobre o desenvolvimento de insetos, desde o
ovo até a fase adulta, obtidos em analises laboratoriais de material coletado no

corpo ou proximo deste logo apds sua descoberta.
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2.3 IPM (ESTIMATIVA INTERVALO POS-MORTE)

A Entomologia Forense utiliza de dados do desenvolvimento e relagbes
ecoldgicas e biologicas de insetos que se alimentam de corpos em decomposigao,
para investigagdes criminais. De acordo com Pinheiro, Reis e Silva (2012) o intervalo
pos-morte (IPM), corresponde ao periodo de tempo entre a ocorréncia da morte e o
momento em que o corpo € encontrado, ou seja, a cronologia da morte auxiliando na
reconstrucao dos eventos do crime. Apesar do processo de decomposi¢cdo ser um
processo continuo, ele é constituido de uma série de eventos e estagios. Para a
realizacdo do IPM, é necessaria a presenca de espécies necrofagas, que se
alimentam da matéria organica em decomposi¢cao, e que aceleram o processo de
desintegragdo do corpo com o ato de oviposicéo facilitando o estudo do caso de
morte (SANTANA; BOAS, 2012). Porquanto, o processo de identificagdo, varia
conforme o grau de desenvolvimento destas espécies, que podem ser encontradas
em estagios imaturos, puparios ou apenas fragmentos corporais, 0 que pode
dificultar o processo de identificagao.

Atualmente, o emprego de marcadores moleculares facilita a identificagao e
separagao taxonémica de insetos presentes em carcagas, desde o estagio imaturo
até o estagio adulto, auxiliando na caracterizagdo da variabilidade genética de
espécies, e também na identificagdo do cadaver (SANDOVAL, 2011).
Denominam-se marcadores moleculares, sequéncias ou fragmentos especificos de
DNA, que fornecem alta diversidade de polimorfismos, ou seja, apresenta
capacidade alotrépica, de assumir diferentes formas, o que permite a distingéo
genética de individuos e espécies (SEGATTO, et al., 2017). Os marcadores
moleculares exibem neutralidade fenotipica, e geralmente s&o herdados
co-dominantemente (interagcdo entre alelos), raramente exibem interagdes
pleiotropicas, podendo ser detectados tanto em tecidos jovens como em adultos,
portanto, exercem vantagens em relagao aos marcadores morfolégicos (BRAMMER,
2000). Os marcadores de sequéncias podem ser isolados a partir de genomas
nucleares e citoplasmaticos (mitocéndria e cloroplasto), dependendo do objetivo do

estudo; e de diferentes regides, tanto DNA codificador como nao codificador
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(SEGATTO, et al., 2017). De acordo com Kosmann (2009), devido a combinagao de
caracteristicas, o emprego do DNA mitocondrial (DNAmt) possibilita a caracterizagéo
de populagdes, subespécies e espécies, evolugao e filogenia de insetos.

O DNAmt, € um composto organico presente nas mitocdndrias, que séo
organelas responsaveis pela fosforilagdo oxidativa. Este processo ocorre por meio
da canalizagao de elétrons complexos (cadeia transportadora de elétrons), em uma
etapa metabdlica da cadeia respiratéria, para a formagdo da molécula de ATP
(adenosina trifosfato), um nucleotideo responsavel pelo armazenamento de energia
nas ligagdes quimicas do processo de respiragao celular (BIANCO; MONTAGNA,
2016). Conforme Goveia (2010), o DNAmt possui varias caracteristicas singulares e
distintas em relagdo ao genoma nuclear, pois € uma sequéncia bastante curta, em
relagdo ao genoma inteiro e poucas proteinas sao codificadas pelo genoma
mitocondrial. Portanto, possui seu proprio genoma distintos e componentes basicos
que conferem informagdo genética extra-nuclear. Desta forma, o DNAmt € uma
molécula circular dupla e fechada, que contém (16.569 pb) e possui seu proprio
codigo genético. Contendo 37 genes que codificam 13 RNAs mensageiros (RNAm),
22 RNAs de transferéncia (RNAt) e 2 RNAs ribossomais (RNAr) (FIGURA 6). O
DNAmt ndo contém introns, que sao regides nao codificadoras, mas tem varios
genes sobrepostos e codons de terminagdo incompleta (BIANCO; MONTAGNA,
2016).

FIGURA 6 - DNA mitocondrial animal
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Técnicas como a de PCR - Reacdo em Cadeia de Polimerase, Método de
Sanger e principalmente a de DNA Barcoding, que inclui as duas técnicas anteriores,
sdo empregadas no sequenciamento gendmico de insetos e artropodes
colonizadores de carcagas em decomposicdo, a partir da utilizacdo do genoma

mitocondrial.
2.3.1 PCR - Reacao em Cadeia de Polimerase

Os marcadores de DNA sado divididos em trés categorias principais: os
baseados em hibridizagédo, os baseados em PCR (Reagdo em cadeia da Polimerase
— Polymerase Chain Reaction) e por fim, marcadores baseados em sequenciamento
(TURCHETTO et al., 2017).

A Polymerase Chain Reaction ou Reagdo em cadeia da polimerase € uma
técnica desenvolvida por Kary Banks Mullis, um bioquimico estadunidense, que
recebeu o prémio Nobel de quimica de 1993 pela sua contribuicdo no
desenvolvimento da técnica (KARY, 2019). A PCR €& uma técnica de polimerizagéo
e duplicagao in vitro do DNA. De acordo com Camargo (2011) a técnica envolve a
utilizagao quatro nucleotideos (dNTP’s) do DNA, sequéncias iniciadoras (primers) e

uma enzima, a DNA polimerase termoestavel, e consiste em trés etapas com



variacado de temperatura (FIGURA 7):

32



33

FIGURA 7 - Ciclo da PCR
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1) Desnaturagao: a sequéncia a ser amplificada, a fita molde de DNA, é
desnaturada por aquecimento entre 92°C a 96°C por cerca de 30 segundos.
Por conseguinte, a dupla fita desnaturada, € aberta, tornando-se uma fita
unica.

2) Hibridizagcao ou pareamento: Apos a abertura e separagao das fitas, dois
iniciadores sintéticos (primers) ligam-se a regido complementar da fita de
DNA molde. Um dos primers é complementar a sequéncia em uma de fita do
DNA genbmico e o outro € complementar a outra sequéncia da outra fita.
Essa etapa ocorre em temperatura de + 60°C.

3) Polimerizagao: Nesta etapa ocorre a extensao e amplificagdo da fita molde, a
enzima Tag DNA polimerase adiciona as bases complementares, formando
uma nova fita, utilizando os quatro dNTP’s como substrato da reacado de

polimerizacao. Essa etapa ocorre a temperatura de 72°C e dura em média de
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45 s a1 min.

O ciclo é repetido em torno de 30 vezes, e os produtos do primeiro ciclo de
replicacdo sdo desnaturados, hibridizados e replicados com a Taq DNA polimerase
novamente para maior amplificagdo do genoma (CAMARGO, 2011). Entre os
marcadores baseados em PCR, que permitem a amplificacdo de uma sequéncia
especifica de DNA sem necessidade de clonagem, apenas com a utilizacdo de
algumas moléculas da sequéncia alvo, podemos citar: RAPD (Random Amplified
Polymorphism DNA), ISSR (Inter-simple sequence repeats), SSR (Simple Sequence
Repeats), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) (TURCHETTO et al.,
2017).

2.3.2 DNA Barcoding

Para Gullan e Cranston (2017) a técnica molecular denominada “DNA
barcoding”, funciona como um sistema bioindicador. A técnica permite o
conhecimento do potencial de diversas espécies, proporcionando estimativas mais
confidveis sobre a temporizagcao da evolucido de insetos nos ultimos 400 milhdes de
anos, modelando sua fisiologia e morfologia (Figura 4).

De acordo com Carvalho, Candido e Queiroz (2013), esta metodologia surge
como um projeto intitulado “Barcode of life” (Barras da Vida), largamente utilizada
para a identificacdo de espécies eucaridticas, que conta com a colaboracao
internacional, principalmente de bibliotecas de mamiferos, insetos e peixes. A
técnica consiste no sequenciamento da regidao do genoma que possui 648 pb (pares
de bases) do gene mitocondrial na subunidade | da citocromo oxidase c
(cytochrome c oxidase) (COI) (relacionada ao terminal 5’) contido no material
genético (KOSMANN, 2009). Esta sequéncia por sua vez, €& padronizada
internacionalmente em plataformas e bancos de dados, funcionando como uma
etiqueta molecular, com um codigo de barras que identifica a espécie, sendo
especifica para cada organismo analisado.

A coleta de larvas necrofagas ou artropodes em variados estagios precede o

inicio da técnica, que deve ser adequada, coletando as larvas na superficie do
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material organico em decomposigao, de tal forma que nao influencie no material € no
local de coleta. De acordo com Camargo et al. (2015) se a coleta é destinada a
pesquisa cientifica do material biolégico e documentacdo, torna-se necessaria a
concessao de autorizacao e licenca do Sistema de Autorizacdo e Informagao em
Biodiversidade (SISBio), instituido pelo Ibama, por meio da Instrugdo Normativa (IN)
n° 154, de 1° de margo de 2007.

Conforme Kosmann (2009), apds a coleta, deve ser realizada a identificagéo
do material coletado, acondicionado e, no caso das larvas, preservadas em tubos
com solugdes de etanol 96%, nitrogénio liquido e ou alcool 70% e refrigerados. Os
insetos adultos serdo coletados e introduzidos em frascos com éter, cloroférmio ou
acetato de etila e retirados apds a morte.

Os primeiros passos sao dedicados a identificacdo do material coletado, e a
selecdo apropriada do DNA com o marcador barcode, ou seja, a selegao da regiao
da COI no genoma mitocondrial. A identificacao sera realizada a partir de referéncias
anatbmicas, fisioldgicas e morfoldgicas, em plataformas. Os passos desde a coleta
de espécimes até a validacdo estdo contidos na plataforma National Center for
Biotechnology Information - Centro Nacional de Informacéao Biotecnolégica (NCBI), e
na plataforma de bioinformatica, Barcode of Life Data Systems - Cédigo de barras
dos sistemas de dados da vida (BOLD), que integra a elaboragdao completa da
técnica (KOSMANN, 2009).

De acordo com Kosmann (2009), na técnica de extracdo do DNA séo
utilizadas partes dos insetos coletados, no caso de insetos no estagio adulto, podem
ser utilizadas asas, torax, cabecas, pernas e outras. A extragdo do DNA inicia-se
com a lise (ruptura) das membranas celulares com a finalidade de liberar os
componentes citoplasmaticos, ou nucleares intracelulares, ou seja, que estédo
contidos no nucleo e citoplasma da célula. Nesta etapa podem ser empregadas
metodologias diversas, dependendo do tipo de amostra e ou célula utilizada,
técnicas como: a digestdo enzimatica com a proteinase K e lisozima confere pureza
ao material extraido; a dodecilsulfato de sodio (SDS) que s&o detergentes comuns,
nao idnicos, com propriedades hemoliticas e emulsificante que permeabiliza
membranas celulares vivas; ou com detergentes nao idnicos; a ruptura mecanica na

homogeneizagao; a sonificagdo com uso de ondas sonoras; solugdes como a salina
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hipoténica ou outras (SCORSATO; TELLES, 2011).

Para o procedimento de extragdo deve ser escolhida a metodologia
adequada, os autores Kosmann (2009) e Gongalves (2009), utilizam o método de
digestdo com proteinase K, dodecilsulfato de sédio (SDS) e purificagdo com
fenol-cloroférmio, que sdo métodos que resultam em um material extraido puro.

Roselino (2008) diz que, para a extracdo do RNA da amostra, o método de
fenol-cloroférmio ou o método do reagente trizol, permitem a extracao inicial do RNA,
seguida pela extracdo de DNA e de proteinas de uma mesma amostra, conforme as
Figuras 8, 9 e 10.

FIGURA 8 - Extracdo de RNA através do método de Trizol
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FIGURA 9 - Extracdo de DNA através do método de Trizol
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FIGURA 10 - Extracdo de proteinas pelo método de Trizol
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A purificagdo € um processo de separagdo do material genético (DNA) de
outras moléculas, como membranas, proteinas, RNA, lipidios e impurezas. O
procedimento de separagao e purificagdo possui diversas metodologias que podem
variar conforme o experimento. A metodologia utilizada por Gongalves (2009) de
purificacdo com fenol-cloroférmio € a mais utilizada, de acordo com Scorsato e
Telles (2011), o principio da técnica de separagao, é a diferenga de solubilidade de
acidos nucleicos, proteinas e lipidios nesses solventes organicos, formando uma
fase aquosa, uma vez que fenol-cloroférmio utilizado apés o rompimento da
membrana celular auxilia na desnaturagao das proteinas, removidas posteriormente
na etapa de centrifugacdo, a etapa de isolamento. Apds a purificagcdo do material
extraido, é realizada a quantificacdo no equipamento de espectrofotometria, através
da medicao da quantidade de luz absorvida pelo material presente em solugao, que
sera determinado seu grau de pureza e sua concentragdo, no comprimento de onda
de 260 nanémetros (nm). Para a obtencao de determinada regido da molécula-alvo,
neste caso, a porgcédo de citocromo c oxidase subunidade | (COIl) do genoma
mitocondrial, é realizada a amplificacdo do DNA, através da técnica de Reacédo em
Cadeia da Polimerase (PCR). A técnica de PCR utilizada por Mesquita et al. (2001)
consiste em trés etapas: a desnaturacao onde o DNA ¢é aquecido a 95°C durante 30
segundos; o anelamento ou hibridizagdo, na qual o molde se anela a fita
complementar a temperatura de 60°C; e a extensado ou polimerizagdo, um processo
que ocorre a 72°C, onde a enzima DNA polimerase forma uma nova fita, através da
duplicacdo do DNA.

A etapa posterior € a de sequenciamento, que pode ser realizada pelo
método tradicional de Frederick Sanger para a determinagdo das sequéncias de
nucleotideos a partir de fragmentos maiores e DNA. O equipamento ABI 377 € um
sequenciador utilizado na realizagdo do método semi-automatizado de Sanger,
detectando a fluorescéncia emitida pelos didesoxinucleotideos (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) para determinar nucleotideos do fragmento de interesse. Este equipamento
possibilita o sequenciamento de 48 fragmentos de DNA em um intervalo de 5 a 6
horas. Os métodos automatizados apresentam capilares muito finos com gel, estes
fragmentos se separam muito rapido, produzindo em média meio milhdo de pares de

bases (pb) em 24 horas. Atualmente estes métodos, sao rapidos, simples e seguros,
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sem a utilizacdo de compostos radioativos ndo apresentando riscos a saude humana
(FIETTO; MACIEL, 2015). Segundo Fietto e Maciel (2015), apds a desnaturagéo
(PCR) da dupla fita e as marcagdes de fluorescéncia de didesoxinucleotideos sao
anexados a cadeia sintetizada pela enzima DNA polimerase.

Para a migragédo dos fragmentos sintetizados, é incorporado um sistema de
eletro injegao, neste sentido, os fragmentos ao correrem se encontram a um feixe de
raios de laser excitando compostos da molécula (fluoréforos) que faz com que ela
emita uma fluorescéncia caracteristica, expressando um dos quatro tipos de
nucleotideos. O equipamento ABI 377 registra a intensidade do comprimento de
onda da fluorescéncia emitida pela molécula e transmite software gerando
cromatogramas, com 0s picos que sao decodificados na sequéncia de nucleotideos
do fragmento (FIGURA 11).

FIGURA 11 - Sequenciamento de Sanger
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FONTE: (FIETTO; MACIEL, 2015)

A Ultima etapa consiste na analise dos dados obtidos durante os

procedimentos. Os fragmentos de pares de bases obtidos serao filtrados, cortados e
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agrupados. Através das analises bioinformatica, as bases moleculares serao
submetidas a uma plataforma ou banco de dados, como a NCBI. A espécie é
identificada e classificada de acordo com sua taxonomia, sendo possivel descobrir o

nome cientifico e suas particularidades genomicas ja registradas (FIGURA 12).

FIGURA 12 - DNA barcoding
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3 CONSIDERAGOES FINAIS

O conhecimento entomoldgico objetiva-se no estudo e exploragao,
principalmente no conhecimento da fauna local. De fato, a entomologia forense é
uma area muito ampla, que permite varias formas de aplicacbes, tanto na area
urbana, como meédico legal. Desta forma, a identificacdo de espécies € uma etapa
indispensavel para a exploragao de cenas de crimes, bem como na identificacdo de
cadaveres.

Fatores como os abidticos, que sido as influéncias que os seres vivos
recebem em um ecossistema, bem como em aspectos fisicos e quimicos,
influenciam em seu desenvolvimento. Além disso, os fatores bidticos ocasionam
efeitos que condicionam a existéncia de espécies, o que promove a inter-relagcao
entre estas espécies de insetos, e os seres vivos, em locais de morte. As Ordens
Diptera e os Coleoptera, apresentadas ao decorrer do trabalho, incluem espécies de
maior importancia forense, justamente por se adaptarem a diversos habitats e serem
cosmopolitas, o que permite sua instalagdo em povoamentos humanos.

Uma vez conhecidas as espécies de insetos de maior importancia e
ocorréncia nos locais de crimes, facilita o processo de representacdo do sistema
filogenético destes organismos. A técnica DNA Barcode, surge como uma alternativa
para a identificacdo de espécies, e apresenta vantagens por integrar equipamentos
convencionais (PCR, Método de sequenciamento de Sanger), que auxiliam na
realizacao da pratica.

Portanto, é evidente a precariedade de estudos acerca de novas tecnologias
na entomologia forense, que sdao empregadas na area criminal, tornando-se
necessario o desenvolvimento de técnicas com esta, para a melhor determinagao do

IPM - Intervalo pos-morte.
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