-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byf’f CORE

provided by Gestion del Repositorio Documental de la Universidad de Salamanca

Talia Missen Tremori Resumen de tesis doctoral 1

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

IDENTIFICACAO CRIMINAL DE ESPECIES DA FAUNA SILVESTRE POR DNA
MITOCONDRIAL

Identificacion forense de especies de fauna silvestre a partir de DNA mitocondrial

Resumen de tesis doctoral en régimen de cotutela:

Universidade Estaudal Paulista, Brasil y Universidad de Salamanca, Espafia

TALIA MISSEN TREMORI

Tesis presentada en el Programa de postgrado de Medicina Veterinaria e el Programa de
“Salud y Desarrollo en los Tropicos” para la obtencion del titulo de Doctor en régimen de
cotutela con la Universidad de Salamanca, Espana

Orientadora: Prof* Dr* Noeme Sousa Rocha
FMVZ — UNESP — Botucatu

Orientador: Prof. Dr. Julio Lépez-Abéan
Facultad de Farmacia — USAL - Salamanca
Coorientadora: Prof* Dr* Cintia Fridman
Coorientador: Prof. Dr. Pedro Fernandez Soto

2 junio 2018


https://core.ac.uk/display/231906097?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Talia Missen Tremori Resumen de tesis doctoral 2

Capitulo 1. INTRODUCION

El comercio internacional de animales silvestre tiene crecimiento todos los afos, la
International Policing Organization (INTERPOL), organizacién internacional de policia,
con 190 paises miembros, de la cual hace parte Brasil, ha declarado que el trafico de
animales ocupa en una posicion que trae preocupacion, detrds solo de trafico de drogas,
armas y personas. Los principales paises financiadores son la Union Europea (EU),
Estados Unidos y Emiratos Arabes y Japon. El comercio ilegal, trafico y contrabando son
actividades ilegales que afectan de manera directa e indirecta la fauna silvestre brasilefia.
Es posible percibir el efecto nocivo de la actividad por el nimero de especies afiadidos en
la relacion oficial de animales de fauna silvestre amenazados de extincion. La
conservacion de las especies también tiene relacion con el sindrome “bosque vacio”, ya
que los gran vertebrados frugivoros actuan haciendo la difusiéon de semillas en una
interaccion llamada planta-difusor la cual hace contribuciéon indirecta para al
mantenimiento, regeneracion y preservacion de los espacios naturales nacionales.

Para la verificacion del nivel de amenaza de extincion de una especie, se puede
consultar la relacion nacional de espécie de la fauna brasilenia amenazada de extincion del
Ministerio del Medio Ambiente (MMA, Brasil)”, y los anexos de la convencion del
Comercio Internacional de Especies de la Flora y Fauna Silvestre en Peligro de Extincion
(CITES “Convention on the International Trade of Endangered Species of Wild Fauna and
Flora”) ey la “Lista Roja de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza
y Recursos Naturales” (IUCN Red List “International Union for Conservation of Nature
and Natural Resources ™).

La vasta extension, su exploracion desordenada, a demas de la falta de fiscalizacion
en las fronteras del territorio brasilefio son las principales razones del problema. Una
manera de percibir el efecto es que en los ultimos diez afos ha elevado 75% de la fauna
silvestre amenazada en Brasil. Los casos sospechosos de animales victimas de trafico
deben ser investigados. La identificacion tiene mucha importancia y la identificacion
taxonomica es una actividad de rutina para los peritos criminales en veterinaria. La
mayoria de las técnicas utilizan foto documentacion, morfologia, genética y también del
pelo. El trafico animal también puede ser un medio de difusion de enfermedades
zoonoticas. La deteccion rdpida de enfermedades requiere participacion de profesionales
envueltos directo y indirecto con la salud publica y ciencias forenses aplicandoselas a

fauna.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Biodiversidad

Brasil es un pais de gran importancia para la biodiversidad mundial, tiene 658
especies de mamiferos y aproximadamente 10% son amenazadas de extincion (REIS et al.,
2016). La pérdida de la biodiversidad es uno de los mayores peligros para la sociedad
actual, de hecho, en la Constitucion Federal Brasileia del 1988 en su articulo 225 donde
dije que el medio ambiente ecoldégicamente en equilibro es un derecho de todos.
Aproximadamente 82 especies de mamiferos se encuentran en peligro de extincidon en
Brasil (INTERPOL, 2017). Brasil alberga a mas del 13% de la biota mundial, siendo
reconocido mundialmente como un pais que tiene mega diversidad, muestra diferentes
biotas complejos por toda su extension geografica. La biota Amazdnica en su mayor parte,
region responsable por mantener la estabilidad ambiental del planeta, a través de la fijacion
de 1 billon de toneladas de carbono por afio, amplitud de recursos naturales y diversidad
biolégica (DASZAK, 2008; GALETTI et al.,, 2017). Las amenazas provocadas por el
efecto de la actividad humana por las actividades agropecuarias, deforestacion, caza y
pesca predatoria, trafico y contrabando de animales, invasiones bioldgicas y actividades de
mineria generan una preocupacion adicional con la conservacion y mantenimiento de la
biodiversidad brasilefia (AN et al., 2007; OGDEN; LINACRE, 2015). Instituciones como
el “Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis” (IBAMA)
y el “Instituto Chico Mendes de Conservagdo da Biodiversidade” (ICMBio), han sido
creados con el objetivo de hacer operaciones de fiscalizacion, pues las actividades de
degradacion del medio ambiente son delitos de acuerdo con la Ley 9.605/98, Brasil — “Lei
de Crimes Ambientais” — que dispone penas para aquellos que cometen infracciones

ligadas con la fauna y flora en Brasil (GALETTI et al., 2017).

2.2. Salud Publica

La salud humana y animal estan interrelacionadad, las enfermedades infecciosas
emergentes o reemergentes son un ejemplo, por la distribucion geografica, medio
ambiente, exposiciones o modificaciones genéticas, la politica, la economia, adaptacion de
los microorganismos y otros factores mas (VALLAT et al., 2013; GALETTI et al., 2017).

Estudios muestran que 70% de las enfermedades en hombres son zoonoticas, lo que

crea un escenario complejo, ya que muchas pueden tener su fisiopatologia y epidemiologia
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desconocidas, principalmente cuando hablamos de las enfermedades donde los animales
silvestres tienen participacion en el ciclo (MEAD et al., 1999; GURTLER; CARDINAL,
2015). Por ejemplo, la enfermedad de Chagas (causada por el Trypanossoma cruzi), donde
pequenios roedores, zorros, capibaras, “quatis”, entre otros animales son importantes
hospedadores del protozoo (LOURENCO et al., 2018). Las mismas especies también
pueden ser reservorio del causante de la Leishmaniosis (Leishmania spp.), importante
zoonosis que tiene ciclo silvestre y urbano. Otra situacion son los armadillos infectados por
Mycobacterium leprae, un riesgo para la lepra en seres humanos (KARAGIANNIS-
VOULES et al., 2013; DANDRIEUX et al., 2017).

A través de las técnicas moleculares se puede hacer el diagndstico de enfermedades
zoondticas en animales silvestres, una cosa pertinente, se considera que gran parte de los
animales pueden ser reservorios de enfermedades de importancia para la salud publica.
(ASHFORD, 2003; DASZAK, 2008; FAO; WHO, 2014; PESAVENTO; MURPHY, 2014;
DE SOUZA GODOlI et al., 2017).

Los vectores de enfermedades humanas y reservorios representan una amenaza
permanente, puesto que las zoonosis son muy dificiles de ser controladas. Las
enfermedades infecciones son amenazas no solo para el hombre, pero también para la
fauna y la flora que hacen parte de la biodiversidad mundial. La deteccion répida de
patdgenos requiere la participacion de todos los relacionados con la salud publica

(BOUTSINI et al., 2017, TOMASSONE et al., 2018).

2.3. Legislacion

La Constitucion Federal Brasilefia del 1988, en su Articulo 225, § 1°, parte VII,
tutela la fauna cuando se prohibe practicas que traen riesgo para su funcion ecoldgica, que
pueden provocar la extincidon de especies o someter animales a crueldad. Sin embargo, ha
sido promulgada la Ley de los Delitos Ambientales, Ley n® 9.605, de febrero de 1998. La
cual dispone de especificaciones y sanciones penales y administrativas para conductas y
actividades que dafian el medio ambiente.

De acuerdo con la Ley de Delitos Ambientales 9.605/98 en su articulo 29; matar,
perseguir, cazar, atrapar, utilizar especies de la fauna silvestre, nativos o en ruta
migratoria, sin la adecuada permision, licencia o autorizacién de autoridad, es un delito

y tiene como pena detencion de seis meses a un afno, ademds de multa.
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En la misma seccién, en el articulo 32, practicar actos de abuso, malos tratos,
herir o mutilar animales silvestres, domésticos o domesticados, nativos o exoticos, tiene
como pena detencién de tres meses a un afio y multa. Por lo tanto, la legislacion
brasilefia quiere impedir el comercio ilegal, caza ilegal y malos tratos, y también otros
delitos que afectan la biodiversidad mundial.

El articulo quinto de la Ley brasilefa 5.517, del 23 de octubre de 1968 que dispone
de la actuacién del Médico Veterinario, refiere que “es competencia privada legal la
peritaje en animales, identificacion, defectos, vicios, enfermedades, accidentes y examenes
técnicos en cuestiones judiciales; pericias, examenes e investigaciones reveladores de
pesquisas reveladoras de fraudes o operaciones con o delitos dolosos en animales
inscriptos en competicion deportiva o exposiciones de ganaderia; pericias con propdsitos
administrativos, de seguro; y exdmenes toxicologicos y sanitarios en productos industriales

de origenes animales”.

2.4. Prueba pericial Veterinaria

Elucidacion de delitos que involucran animales es un tema relevante para la
sociedad, tanto por el punto de vista de la ética como también por la justicia (TREMORI,
ROCHA, 2013).

Las pruebas periciales en animales son hechas para identificar especie, diagnosticar
lesiones, verificar substancias como ejemplo esperma, sangre, saliva (POLLANEN, 2016).
Las aprehensiones de trafico y contrabando de animales son comunes en Brasil y la
identificacion de las especies deben ser hechas por un perito. Las practicas criminales
implican en diferentes maneras de malos tratos a los animales, empezando por su captura,
transporte, comercializacion, hasta el mantenimiento en cautiverio, provocando lesiones
que en muchas situaciones son fatales, en estos casos, un 90% de los animales victimas de
trafico no van sobrevivir (FERNANDA; HERNANDEZ, ; TULIO et al., 2016).

La prueba pericial tiene su consolidacion por medio de informes, que son
documentos escritos, teniendo por base el material examinado. La finalizacion del informe
es de total responsabilidad de los peritos que lo firman. En todas las etapas de la pericia es
esencial garantizar la cadena de custodia, o sea, preservar la cronologia de las pruebas de
manera que puedan ser rastreadas para asegurar el valor probatorio de la prueba pericial

(GARCIA DA COSTA FILHO, 2011).
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Un perito puede ser oficial, tener su designacion hecha por juez (perito judicial), o
ain con la denominacioén de asistente técnico (cuando hace prestacion de servicios para
una de las partes interesadas en el proceso) (GARCIA DA COSTA FILHO, 2011). La
pericia puede ser hecha de manera directa o indirecta y, de acuerdo con el articulo 158 del
Codigo de Proceso Penal (CPP) brasilefio, cuando en la infraccion quedan vestigios es
indispensable la realizacién del examen del cuerpo de delito, y no se puede suprimir la
confesion del acusado. Un profesional con capacitacion puede actuar en distintas areas
periciales en la medicina veterinaria, por ejemplo: evolucién y evaluacion de ganado,
evaluacion de animales y sus rentas, valoraciéon economica, diagnostico de lesiones,
identificacion de animales, de fraudes, costes de produccion, identificacion de productos y
subproductos de origen animal, exdmenes forenses veterinarios, determinaciéon de
impericia, imprudencia y omision, bestialismo y zoofilia, intoxicacion y envenenamientos,
valoracion econdémica en animales exdticos, transporte nacional y internacional de
animales, productos de origen animal y medicamentos de uso animal (COOPER, 1998;
MCDONOUGH; MCEWEN, 2016; NEWBERY; COOKE; MARTINEAU, 2016).

La anamnesis es esencial para sospechas de la cauda de lesiones o de circunstancias
en un caso, situaciones como el transporte, pueden tener gran influencia, por lo tanto el
cuidado debe ser todavia mas grande en casos donde la historia es pobre. La policia, el
veterinario, el tutor, instituciones protectoras o también testimonias pueden ayudar con el
histérico del animal, y con el examen indirecto, donde se necesita la prueba testimonial
(MUNRO; MUNRO, 2013).

La finalidad del perito en el lugar del delito es hacer el levantamiento de vestigios
del cuerpo de delito, haciendo un estudio sistematico. Evaluar el tiempo transcurrido desde
el obito, por estudios de las alteraciones post mortem; observar, describir, recoger y
materializar vestigios, fotografiar y dibujar; son principios de la investigacion criminal
para llegar a una conclusion con comprobacion cientifica del informe pericial

(MCDONOUGH; MCEWEN, 2016; TREMORI et al., 2017).

2.5. Medicina Legal Comparada

La Medicina Legal se constituye con el uso de los conocimientos médicos para el
cumplimiento de la leyes, por lo tanto es una interseccion del derecho y la medicina
(BONACCORSO, 2005; GARCIA DA COSTA FILHO, 2011). Para el concepto de

Medicina Legal Comparada se hace una extrapolacion de muchos conceptos, métodos y
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patrones de la Medicina Legal Humana. La aplicacion de métodos similares, con
adaptaciones pueden adecuarse al contextualizacion de la Veterinaria y es muy
contributiva para la elucidacion de delitos con relacion a los animales, por ejemplo, el
empleo de los conceptos de traumatologia forense, entomologia forense, toxicologia
forense, y otros mas (MORAITIS; SPILIOPOULOU, 2010; GERDIN; MCDONOUGH,
2013; KAFADAR; KAFADAR, 2015).

El uso de terminologias y nombres semejantes hace mas facil comprehender
informes, ya que estos van a ser enviados a autoridades que estdn acostumbradas con una
rutina de casos de delitos relacionaodos con seres humanos; y los casos con animales,
aunque crecientes, son menos habituales de ser abordados por la justicia (TREMORI;
ROCHA, 2013).

El aumento de la notificacion de delitos donde haya animales ha transformado la
Medicina Forense Veterinaria en una especialidad creciente, por consiguiente es
fundamental la existencia de profesionales con capacidad para actuar en esta area. La
Veterinaria, ha ganado espacio desde el final del siglo XX en Brasil, cuando hubo la
introduccion de la disciplina de Medicina Veterinaria Legal en las carreras, la UNESP —
Campus de Botucatu, fue la primera institucién que impartia la disciplina para los alumnos
de grado. A partir de entonces se ha notado una crecente incidencia de pericias en delitos
en los que los animales aparecen como afectados (RIBAS et al., 2016; L. B. L. TEZZA, S.
T.J. REIS, C. F. M. MOLENTO, 2017).

La Veterinaria Forense actia en muchos asuntos, como por ejemplo: proteccion
animal, 4rea de conservacion del medio ambiente, combate del contrabando, trafico ilegal
de animales, verificacion del valor econdmico, bestialismo, transporte, identidad y
identificacion, bienestar animal y también productos de origen animal (COOPER, 1998;
MUNRO; MUNRO, 2013)

Debe destacarse que muchos delitos contra los animales no son notificados, por esta
razén la incidencia de victimas de malos tratos debe ser muchos mas grande que la
incidencia generalmente descrita en delegaciones y clinicas veterinarias y en la mayoria de
los casos relatados son originarios de regiones menos favorecidas y propietarios de clase
social baja. (TREMORI; ROCHA, 2013).

El veterinario debe estar preparado para tratar casos de diferentes categorias:
delitos de crueldad contra los animales, bienestar animal, comercio ilegal, o situaciones en
que si requiere una recompensa. Los requisitos pueden variar de acuerdo con el caso y

haber diferencias conforme la autoridad que solicitd el examen. Verificar si una muerte
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sospechosa se trata de un proceso criminal o no es una gran responsabilidad del forense
que iréd a realizar la necrosia del cadaver (MCDONOUGH; MCEWEN, 2016; KARSTEN
et al., 2017)

La realizacion de la necropsia es muy importante y tiene el papel fundamenta en la
conclusion del proceso principal y causa de la muerte del animal. En este momento
también se debe recoger muestras para examenes complementares como histologia y
toxicologia. Siempre se debe aprovechar para hacer andlisis con atencion del contenido
estomacal e intestinal, observacion de la coloracién y presencia de plantas, cépsulas,
comprimidos, cuerpos extrafios, entre otros (COOPER, 1998; MUNRO; MUNRO, 2013)

Una descripcion con detalles de las lesiones macroscopicos y el registro fotografico
son obligatorios. La necropsia debe tener infografia, pues es un documento de interés
médico legal que luego va acompafiar todo el proceso judicial (GERDIN; MCDONOUGH,
2013).

Aun asi, actualmente hay aproximadamente tres millones de animales abandonados
en Brasil, en este modo los delitos de malos tratos cada vez es mayor, si bien la conciencia
de los derechos crece debido al concepto de bien estar animal en todo el mundo,
conservacion del medio ambiente, la lucha contra la delincuencia y tréafico, legislacion y
sanidad en relacion con los productos de origen animal, asi es progresivamente necesaria la
ciencia forense veterinaria (REIS et al., 2016; CARDOSO et al., 2017; L. B. L. TEZZA, S.
T.J. REIS, C. F. M. MOLENTO, 2017).

2.6. Trafico , Contrabando

Teniendo en cuenta que el articulo 334 del Codigo Penal (CP) brasilefio y los
articulos 29, 30 y 31 de la Ley 9505/1995, si hace necesario conceptuar sus diferencias. En
este tema se comprende por trafico la practica habitual de entrada y salida de alguna cosa,
por comercio ilegal de productos, personas o animales. Ya el contrabando si refiere a
entrada de un producto falso o original en un pais (REIS et al., 2016). Con el aumento del
niamero de especies en extincion, el efecto es adverso: al revés de reducir el trafico, la
busca por especies es mas grande por su escased, aumentando consecuentemente el lucro
con esta practica (IYENGAR, 2014; TULIO et al., 2017). Cuando las instituciones
internacionales definiero a través de la JUCN Red List, criterios para evaluar el riesgo de
extincion de todas las especies del mundo. Para ofrecer informaciones con base cientifica

sobre el estado de las especies y subespecies a nivel global, utilizando la zoobiologia para
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establecer criterios que puedan identificar una especie, inclusive otras particularidades de
forma de decir con seguridad que se trata de determinado animal y todos los de su clase e
influir la decision politica nacional y internacional para tomas de decision de conservacion
de la diversidad biologica (MIRANDA; RODRIGUES; PAGLIA, 2014; STAATS et al.,
2016; GALETTI et al., 2017).

La explotacion desordenada de especies en su habitat tiene graves consecuencias,
que pueden terminar con el peor, la extincion, lo que provoca el desequilibrio ambiental
que afecta todo el ecosistema terrestre y representa una amenaza para la conservacion de la

naturaleza (ALACS et al., 2010; MUNRO; MUNRO, 2013).

2.7. Identificacion

Identidad es el conjunto de caracteristicas que permiten la individualizaciéon de una
persona, animal o cosa, para que sea distinto de los demas. Identificacion es el proceso
donde de puede permitir la identidad. Son etapas fundamentales y muy comunes en
exdmenes periciales en crimenes contra fauna. Es importante que la identificacion siga los
criterios de unidad, inmutabilidad, perpetuidad viabilidad y clasificabilidad para que sea
sencilla, fiable y econdémica (SATO et al., 2010; GARCIA DA COSTA FILHO, 2011).

Las técnicas actuales incluyen el uso de la foto documentacion, morfologia,
genética forense y también la identificacion a partir de pelo. La manera mas utilizada a lo
largo de los afios ha sido por la morfologia, con utilizacion de la anatomia comparada
(BOSMALI et al., 2012).

Sin embargo, es normal en aprehensiones la obtencion solamente de fragmentos no
identificados. En estos casos es posible realizar técnicas moleculares siendo este un modo
seguro de determinar la identificacion del material (ALACS et al., 2010; KHEDKAR et al.,
2014). Otro método sencillo y rapido es la identificacion por tricologia (examen del pelo),
ya que estudios de comparativos muestran ser técnicas bastante viables (SATO, 2003;
POZEBON; SCHEFFLER; DRESSLER, 2017).

La realizacion del examen no es fécil, pues hay situaciones donde las muestras son
inadecuadas y insuficientes para algunos examenes. Con la inversion de nuevas técnicas de
identificacion de especies y crecimiento de estudios en taxonomia el niimero de casos

exitosos se tiende a ser cada dia mas grande (AN et al., 2007; FERRI et al., 2009).
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2.8. Genética Forense

A través de la genética forense, considerada el “patrén de oro” para evidenciar
productos y subproductos de la fauna silvestre es posible determinar los materiales
sospechosos, su origen, ademds de la epidemiologia en los casos que envuelven animales.
El andlisis de ADN (4cido desoxirribonucleico) aplicado a la fauna viene desarrollando
junto con la genética forense humana y extrapolacion de técnicas moleculares y
estadisticas, mientras tanto sigue siendo una area muy especializada con los desafios y
avanzos suyos, ya que necesita recursos tanto personal como estructural (BELLIS et al.,

2003; JOHNSON; WILSON-WILDE; LINACRE, 2014).

Tecnologias de genética molecular son adecuadas para la deteccion y recogida de
pruebas en investigaciones de delitos, estas técnicas son de gran utilidad para casos de
comercio ilegal de especies silvestres. De todos los métodos disponibles, muchos atn no
tienen aplicacion forense, pero las investigaciones tienen como objetivo avanzar e
mantener la utilizacion en estos casos. Para la realizacion de pruebas genéticass fiables es
necesario establecer dentro del laboratorio estrictos patrones de calidad, como la
calibracion periodica de los equipos, recogida adecuada de muestras, garantizar la cadena
de custodia y reducir al minimo la posibilidad de cambios ascidentades o dolosos de
muestras (ALACS et al., 2010; MWALE et al., 2017).

La colaboracion de cientificos forenses con genetistas de conservacion con y
veterinarios para el desarrollo de programas de investigacion en filogenia, filogeografia y
genética de poblaciones conjuntamente contribuyen a la conservacion y gestion de las
especies comercializadas y puede proveer base cientifica para el desarrollo de métodos
forenses para la reglamentacion y control policial del comercio de especies silvestres. Por
ejemplo, la determinacion de origen taxondmico de animales puede ser alcanzado por
métodos moleculares, una cosa poco viable cuando se hace la identificacion solo por la
morfologia (BELLIS et al., 2003; ALACS et al., 2010; OGDEN; LINACRE, 2015).

Analisis del ADN (4cido desoxirribonucleico) tienen relacion con la identificacion de
pruebas para determinacién la especie (taxonomia molecular), poblacion, relacion o
identificacion individual de una muestra. Ese tema se ha desarrollado en paralelo con la
ciencia forense humana y se ha beneficiado de la extrapolacion de técnicas moleculares y
estadisticas entretanto permanece un area altamente especializa, con sus propios desafios y

avances (JOHNSON et al., 2014).
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Una de las etapas fundamentales de la genética forense es la recogida de muestras,
que pueden incluir cualquier trozo de tejido, sangre, pelos, cuernos, plumas, musculo,
huesos, heces, canales entre otros. Productos industrializados, resultantes del proceso con
animales también pueden ser material para andlisis. A través de ellas se pueden
respondidas preguntas relacionadas con la determinacién de la especie, origen de la
muestra, si la muestra es silvestre o doméstica entre otras (COOPER, 1998; WOODALL et
al., 2015).

De las técnicas de genética molecular para el uso forense si puede utilizar ADN o el
acido ribonucleico (ARN). El ADN si puede dividir en gendmico ADN (nDNA) y el
mitocondrial ADN (mtDNA), la mayoria de técnicas pueden ser utilizadas en los dos tipos
de ADN, como la secuenciacion de nucleétidos. En esta técnica se hace la identificacion de
cada nucleétido en una region diana del ADN. Identificacion de especies en general se
necesita secuenciacion de 50 pares de bases (bp) de ADN para probar una secuencia
especie especifica. (BELLIS et al., 2003; WAN; FANG, 2003; AN et al., 2007,
JOHNSON; WILSON-WILDE; LINACRE, 2014).

Otra técnica conocida son los marcadores Single Nucleotide Polymorphism (SNP),
esto hace posible el estudio de dianas especificas y pequefias del ADN. Asi, facilitan el
desarrollo de ensayos mas rapidos y econdmicos, que no requieren fragmentos largos de
ADN en buena calidad, pero son obtenidas menos informaciones si comparas con la
secuenciacion del ADN completo (SATO et al., 2010).

Marcadores moleculares llamados microsatelites también tienen gran aplicacion
forense para identificacion. Son diferencias entre secuencias del ADN por una variacion en
el nimero de bases que se repiten del ADN en una region especifica. Los cambios de bases
llevan a distintos tamafios de fragmentos de ADN que pueden ser separados por

eletroforesis y después la comparacion y interpretacion (BOSMALI et al., 2012).

2.9. Identificacion por ADN mitocondrial

Muchas veces el mtDNA puede ser favorable en relacion al nDNA para
identificacion de especies. Una de las ventajas es la facilidad de obtenerlo en tejidos
procesados y deteriorados, por motivo de su forma circular y tamafio més pequefio, esto
permite que sea mas resistible a degradaciéon, muy comun en situaciones forenses

(HAJIBABAEI et al., 2006). Esto pasa pues el mtDNA se encuentra en multiplicidad en
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una célula, si comparas con el nDNA que estd en una sola copia por célula (CARMO,
2011; KHEDKAR et al., 2014; MUHAMMAD TAHIR; AKHTAR, 2015)

La region del mtDNA Ilamada, Citocromo b, ha sido utilizada hace mucho tiempo
en estudios de biologia de evolucion en animales. A demds es una técnica que se puede
aplicar para diagnostico de enfermedades genéticas que pueden presentarse en las
mitocondrias (HEBERT; RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003; DAWNAY et al.,
2007).

En los casos de identificacion los marcadores universales son sencillos, pues los
cebadores (primers) son mas pequefios, y la secuenciaciéon de una region del gene de
codificacion puede ser suficiente para la identificacion. Con base en estos principios ha
surgido en principios del siglo XXI el proyecto DNA barcoding, donde a través de la
secuenciacion de una region llamada citocromo oxidase I (COI) del mtDNA, con
aproximadamente 650 bp, fue fundado el banco de datos Barcode of Life Database
(BOLD). La identificacién de especies ocurre por comparacion directa, rapido, online y
accesible (HEBERT et al., 2003; HEBERT; RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003;
FREZAL; LEBLOIS, 2008; YANCY et al., 2009).

Por lo tanto, el DNA barcoding ha vuelto una propuesta eficiente, barata y rapida
para la identificacion de especies. Con objetivo de catalogar la biodiversidad del planeta.
Las desventajas son que es un método con baja sensibilidad para identificacion de especies
muy proximas en nivel genético, donde es necesaria la secuenciacion de una diana mas
larga. También el mtDNA tiene ascendencia materna, y dificulta la investigacion donde se
requiere la paternidad (BRANICKI; KUPIEC; PAWLOWSKI, 2003; ALACS et al., 2010;
GOLDSTEIN; DESALLE, 2011; KHEDKAR et al.,, 2014; MUHAMMAD TAHIR;
AKHTAR, 2015).

2.11. Loop-mediated isothermal amplification

La amplificacion del ADN es uno de los principales métodos para el diagnostico de
enfermedades infecciosas. Examen como el Polimerase Chain Reaction (PCR) ha sido
muy utilizado para ayudar en el reconocimiento de estas enfermedades (DA COSTA
LIMA et al., 2018).

El diagndstico de zoonosis en animales silvestres es esencial, se tiene en cuanta que
muchos de los animales pueden ser reservorios de patogenos importantes para la salud

publica (REPORT, 2010; VALLAT et al., 2013).
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Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) es una técnica molecular que fue
desarrollada y tiene gran sensibilidad, hace la amplificaciéon de muchas copias del ADN en
una hora y una concentracion muy pequefia como 0,5ng/ul, en condiciones isotermas se
puede obtener positividad (BESUSCHIO et al., 2017; CEVALLOS et al., 2017).

Diferente de otras técnicas moleculares, LAMP no necesita una estructura
especifica que va detener la realizacion en la rutina en clinicas o a campo, no hay
restriccion para que sea hecho solo en laboratorios (NZELU et al., 2014; CEVALLOS et
al., 2017; VERMA et al., 2017).

La técnica LAMP utiliza cebadores (primers) y se lleva a cabo en dos etapas, lo que
hace que sea especifico en relaciéon a su diana. Asi es tiene menos influencia por la
presencia de un ADN que no sea importante para el diagnostico, reduciendo la posibilidad
de un resultado falso positivo. Después de la amplificacion hay secuencias que tienen
repeticiones al revés del ADN diana en la misma cadena lo que permite una identificacion
rapida y sencilla después de una revelacion colorimétrica. Otra ventaja del ensayo LAMP
es porque no se restringe solo al ADN, pero si puede utilizar también en cadenas de ARN
juntamente con transcriptos y la polimerasa. Es un método sensible, rentable, y practico y
puede ser aplicable en muestras de trafico de animales (MORI; NOTOMI, 2009;
BESUSCHIO et al., 2017; IMAI et al., 2017).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general
Expandir los estudios en el area de la Medicina Forense Veterinaria con relacion al

trafico, contrabando de animales y su implicacion en Salud Publica.

3.2. Objetivos especificos
En muestras de animales silvestres:

* Evaluar el significado de la técnica de identificacion de especies por medio de pelo
y validar la técnica de identificacion de animales procedentes de trafico a través de
pelo;

* Identificar las especies a través de la técnica del DNA barcoding;

* Determinar la prevalencia de Trypanossoma cruzi por la técnica loop-mediated

isothermal amplification (LAMP).
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Resumen

Trypanosoma cruzi, un importante parasito protozoario para humanos y animales, causa la
enfermedad de Chagas, una enfermedad tropical desatendida (NTD) que afecta
aproximadamente 6-7 millones de personas en el mundo, principalmente en paises
subdesarrollados. El vector es un insecto chupador de sangre y muchos mamiferos pueden
ser reservorios. El trafico de animales, el contrabando y el comercio ilegal es la cuarta
actividad ilegal mas comun en el mundo. Un punto importante relacionado con el comercio
ilegal de animales y la creciente globalizacion es que representa un posible vehiculo para la
diseminacion de enfermedades, incluidas las zoonosis, creando un problema publico de
salud. Por lo tanto, el diagnostico en regiones endémicas y recursos limitados es muy
importante, una alternativa es una técnica molecular denominada amplificacion isotérmica
mediada por bucle (LAMP), y este ensayo es una reaccion de amplificacion de un paso que
amplifica un ADN diana con alta especificidad, eficiencia y répido bajo condiciones
isotérmicas. El objetivo de este estudio es verificar la prevalencia del agente zoonoético T.
cruzi en 50 mamiferos del trafico de animales utilizando muestras de musculo, sangre y
piel, el diagnostico molecular del 7. cruzi utilizando el ensayo LAMP. En nuestro trabajo,
un 50% de los animales fueron positivo en el ensayo LAMP a T. cruzi. Este analisis podria
ser importante para identificar los embalses y el riesgo del trafico de animales para la salud

humana y el uso del ensayo LAMP en el diagnoéstico rapido y de prueba.
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Resumen

El trafico de animales, el contrabando y el comercio ilegal constituyen la tercera actividad
ilegal mas comln en el mundo. La biodiversidad y el desequilibrio ambiental afectan y
aumentan el riesgo de extincion de varias especies en peligro de extincion. La
identificacion taxonomica de la vida silvestre es un proceso rutinario del experto forense.
El objetivo de esta investigacion es identificar especies de la fauna silvestre por ADN
mitocondrial. Se analizaron 17 muestras de musculo y piel. Una region conservada del
mtDNA (600 pares de bases) ha sido secuenciada y se compard con la base de datos
Barcode of Life (BOLD) y Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) para realizar la
identificacion de la especie. La identificacion ha sido efectiva en la mayoria de los casos.
En ocasiones, la calidad de las muestras genéticas afecta el andlisis y puede dificultarlo.
Esta es una de las atribuciones del veterinario en pericia animal para ayudar a la justicia a

reducir los delitos ambientales.

Palabras clave: genética forense, trafico de animales, ADN mitocondrial, crimen animal.
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Resumen

El trafico de vida silvestre se clasifica como el cuarto méas grande del mundo. La
identificacion taxonomica de la vida silvestre es un proceso ordinario para los expertos
forenses. El objetivo de este estudio fue analizar el pelo de los animales de la vida silvestre
de Brasil a través de microscopio y comparar la morfologia de los pelos entre las especies
analizadas. Se analizaron muestras de pelo de nueve especies. Los portaobjetos de vidrio
fueran analizados mediante microscopia Optica y se obtuvieron las siguientes medidas:
longitud total, diametro de la médula, didmetro total y didmetro de la relacion general del
diametro de la médula. Las imédgenes obtenidas en la identificacion de los animales a
través de la morfologia del cabello y el andlisis estadistico corroboran a favor de la

validacion de la técnica.

Palabras clave: Zoobiologia forense, analisis del cabello, medicina forense veterinaria,

experiencia con animales, trafico de an amal, contrabando.
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Resumen

Objetivos: Identificar una especie de material de aprehension policial por ADN
mitocondrial y pelo.

Presentacion del caso: una region preservada de mtDNA ha sido secuenciada y
comparada con la base de datos de ADN (GenBank) con el fin de hacer la identificacion
genética. Para el andlisis del cabello se ha utilizado microscopia 6ptica en 100, 200 y 400x
y las fotografias han sido tomadas por el software "AxioVision". Para las mediciones se ha
empleado el programa "Imagen J" y la identificacion del cabello se ha completado por
analisis comparado. Con la asociacion entre la genética forense y las técnicas de tricologia
ha sido posible identificar la Panthera onca con un 100% de similitud en este caso.
Discusion: el trafico de animales, el contrabando y el comercio ilegal constituyen la cuarta
actividad ilegal méas comun en el mundo. La biodiversidad y el desequilibrio ambiental
afectan y aumentan el riesgo de extincion de varias especies en peligro de extincion. La
identificacion taxondmica de la vida silvestre es un proceso rutinario del experto forense.
Conclusion: este estudio puede demostrar una manera de mejorar y ayuda a los expertos
forenses a solicitar el analisis para reducir los delitos ambientales.

Palabras clave: pelo de animales, veterinaria forense, identificacion genética, crimen

animal, conservacion.
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CAPITULO 6 DISCUSION GENERAL

Hay diferencia entre las medidas hechas en el pelo de distintas especies y también
con relacion a la morfologia (MIRANDA; RODRIGUES; PAGLIA, 2014; TRIDICO et al.,
2014; DA COSTA LIMA et al., 2018).

Las imagenes obtenidas facilitan la elaboracion de material cientifico de manera
que contribuyan a la identificacion de animales a través de morfologia del pelo y los
andlisis estadisticos con significacion pueden valorar la técnica. Se verifica de acuerdo con
los materiales de referencia que hay similitud con las identificaciones hechas (SATO et al.,
2010; MIRANDA; RODRIGUES; PAGLIA, 2014; POZEBON; SCHEFFLER;
DRESSLER, 2017).

La identificacion del pelo es sencilla, facil y puede contribuir de manera efectiva
para muchas situaciones, como la proteccion animal cuando de la actuacion del veterinario
en las ciencias forenses (TREMORI; ROCHA, 2013; MCDONOUGH; MCEWEN, 2016).

La rotulacion de muestras es muy importante, el acondicionamiento, la
identificacion y garantizar la cadena de custodia en un examen pericial (BONACCORSO,
2005; WOODALL et al., 2015; KHATUN et al., 2017).

El requerimiento de identificacion de animales recogidos por la policia durante la
ejecucion del proyecto, ha mostrado la aplicabilidad del trabajo, donde la genética forense
junto con la comparacion de la morfologia del pelo ha resuelto un examen mas para
confirmacion de la especie cuando ha sido posible su realizaciéon. Aun que la genética
forense sea el “patron de oro” para la identificacion, la utilizacion de técnicas
complementares traen mas sensibilidad al informe de un experto (JOHNSON et al;
KHEDKAR et al., 2014; LINDQUIST & WICTUM, 2016).

Es adecuada la realizacion de estudios de morfologia del pelo para confirmar
medidas en mas especies y mas individuos. Es de gran interés la medida de otras variables
del pelo ademas de los hechos en este trabajo, para mas especificidad (SILVA, 2001;
MIRANDA et al., 2014; TREMORI et al., 2014).

La técnica DNA barcoding es efectiva, adecuada y rentable, en casos donde hay
material genético deteriorados, como en muchos forenses, en esta situacion muestras de
traficos y contrabando animal. No identificar puede ser un problema de la técnica, no
entrenamiento o necesidad de otros recursos de reactivos y materiales especificos para la
investigacion forense (HEBERT; RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003; DALTON;
KOTZE, 2011; KHEDKAR et al., 2014; MUHAMMAD TAHIR; AKHTAR, 2015).
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Los avances en la veterinaria legal son importantes para la elucidacion de casos de
delitos con animales, asi se obtienen informaciones que ayudan al peritaje veterinario,
sobre todo para respuesta de las cuestiones de la justicia (COOPER, 1998; ALACS et al.,
2010; FROSCH et al., 2011; TULIO et al., 2017).

La positividad en el LAMP para Trypanosoma cruzi en las muestras demuestra que
son necesarios mas estudios para identificacion de hospedadores, reservorios y la
comprehender el comportamiento y ciclo del parasito (GURTLER; CARDINAL, 2015;
CEVALLOS et al., 2017; HODO et al., 2018). Ademas, es importante la implementacion
de normas para proteccion animal, el medio ambiente y también el hombre, en el contexto
de Una Sola Salud (GOULD et al., 2013; CARDOSO et al., 2017).

Mas estudios deben abordar la situacion de actividades ilicitas (comercio ilegal de
animales) y diseminacion de enfermedades zoondticas causadas por pardsitos es necesario,
de acuerdo con los resultados (ESCH; PETERSEN, 2013; VALLAT et al., 2013;
TOMASSONE et al., 2018).

Las andlisis de riesgo de enfermedades son efectivas cuando hay técnicas
disponibles y los conocimientos cientificos, pero es un tema muy amplio y con muchos
hallazgos que hacen la investigacion con animales silvestres actual y sobre todo pertinente
(ESCH; PETERSEN, 2013; POLAK; SMITH-BLACKMORE, 2014; MERIGUETI et al.,
2017).

CONCLUSIONES GENERALES

El estudio ha demostrado que se puede llevar a cabo la identificacion de animales
en ruta de trafico, contrabando, aunque hayan dificultades para analisis del pelo y también
genéticas, la principal razon es la manera como se hace la obtencion de las muestras y los
recursos disponibles que se necesita. Las técnicas deben tener una mejor adecuacion para
ayudar los profesionales que trabajan con la amenazada fauna brasilefia.

Los dafios provocados por la caza ilegal, trafico y contrabando de animales pueden
ser directos o indirectos, tiene gran implicacion en el medio ambiente con la recogida de
evidencias genéticas forenses para identificacion de animales y andlisis de riesgo de

enfermedades zoonoéticas causadas por parasitos.
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