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RESUMO

O numero de exames forenses relacionados a vitimas de casos de estupro estd aumentando constantemente. A
identificagdo do sémen ¢é de extrema importincia na investigacdo destes casos e outros crimes sexuais. O
procedimento mais comum, utilizado para identificacdo de sémen, é a detecgao citologica do espermatozoide. O
Antigeno Prostatico Especifico (PSA) ¢ uma glicoproteina produzida pelo tecido da prostata e secretada no
plasma seminal. O PSA ¢ utilizado como um biomarcador de cancer e como marcador forense na deteccdo da
presenga de fluido seminal. Neste estudo foram avaliadas duzentos e sessenta e trés amostras de suabes e outras
pecas através de testes de PSA em membranas imunocromatograficas. Os resultados indicam que este método
pode ser utilizado para identificar a presenca de sémen em amostras forenses e apresenta nivel de concordancia

maior que 85% com a pesquisa citologica de espermatozoide.
ABSTRACT

The number of forensic examinations concerning rape victims is constantly increasing. The identification of semen is
of extreme importance in the investigation of this cases and other sexual crimes. The most commonly used
procedure for semen identification is the cytological detection of spermatozoa. The Prostate specific antigen
(PSA) is a glycoprotein produced by the prostatic gland and secreted into seminal plasma. The PSA is used as a
cancer biomarker and as a forensic marker in the detection of presence of seminal fluid. In this study was
evaluated two hundred and sixty three samples of swabs e other pieces by immunochromatographic PSA
membrane tests. The results indicate that this method can be used to identify the presence of semen in forensic

samples and show agreement level most of 85% with cytological sperm research.



1. INTRODUCAO

A violéncia sexual ¢ uma questao historica e cultural que afeta criangas, adolescentes e
adultos, independente de cor, religido, etnia, nacionalidade, op¢ao sexual ou condi¢do social
(FERREIRA ¢ SCHRAMM, 2000). Atinge, principalmente, mulheres jovens em idade
reprodutiva que ao pedirem ajuda, seja no ambito da justica ou da saude, muitas vezes estao
sujeitas ao preconceito, julgamento e intolerancia, fatores que dificultam o conhecimento
acerca da prevaléncia deste tipo de violéncia na populacdo. Estima-se que menos de 20%
destes crimes chegam ao conhecimento das autoridades (CAMARGO, 2000).

No Brasil, ndo ha dados precisos a respeito da incidéncia de crimes sexuais. Dados
epidemiologicos estimam que os registros das delegacias correspondam em média, de 10 a
20% dos casos que realmente acontecem na populagio (BEDONE & FAUNDES, 2007).

Os recentes avangos do conhecimento na area de imunologia e biologia molecular tém
proporcionado uma nova visao e compreensdo das doengas e permitido o desenvolvimento de
novas metodologias no campo diagnostico. Técnicas laboratoriais, com um alto fundamento
tedrico e aplicado, t€ém permitido uma interpretacdo mais adequada dos diagndsticos e
auxiliado na elucidagdo de diversas doengas (PINHO, 2005).

Na pratica forense, a fosfatase acida prostatica (FAP) foi bastante utilizada na investigagao
e caracteriza¢do do liquido seminal. Porém, foi considerado um marcador de sensibilidade e
especificidade limitado, entrando em desuso apds a descoberta do PSA (do inglés: Prostate-
Specific Antigen), (OESTERLING et al., 1987; KHALDI et al., 2004).

O antigeno prostatico especifico (PSA) descoberto por Hara et al., (1971), foi denominado
inicialmente como uma gamasemiproteina. O PSA ¢ uma glicoproteina de cadeia simples,
peso molecular entre 33- 34 kDa e expresso em altos niveis no epitélio prostatico humano
(WANG, 1979). Sensabaugh, (1978) caracterizou uma proteina do plasma seminal,
denominada p30 (peso molecular: 30 kDa) e esta apresentava imunoreatividade com o anti-
soro preparado contra uma proteina E1, sugerindo alguns determinantes imunoldgicos em
comum. A concentra¢io do PSA no esperma varia de 0,2 até 5,5 x 10° ng/mL e ¢ um milhdo
de vezes maior que no soro de homens normais (SAWAYA & ROLIM, 2003). Os niveis de
PSA aumentam no soro de individuos com patologia prostdtica e tém sido utilizados na
detecgdo precoce de progressdo ou recorréncia de neoplasia da prostata e também no
acompanhamento de pacientes apos terapia sist€mica, cirargica ou radioterapica (SHARIAT

et al., 2004; THOMPSON et al., 2007)



Wang et al., (1982), Graves et al., (1990), Sensabaugh & Blake, (1990) e Johnson &
Kotowski (1993) sugeriram que o PSA era bioquimicamente idéntico a p30. O PSA (ou p30)
faz parte da familia das calicreinas, proteases do soro com diversas fungdes fisiologicas. A
denominacao PSA refletia a idéia inicial de que a expressdo da proteina era restrita a prostata,
mas sua presenca no liquido seminal em altas concentragdes, quando comparada ao soro
humano, o caracterizou como um importante marcador na pratica forense, permitindo a
identificacdo e caracterizagdo do fluido seminal em evidéncias criminais deixadas por
individuos vasectomizados, azoospérmicos ou oligospérmicos, casos onde pode nao ser
possivel detectar a presenca de espermatozoides por avaliagdo microscopica.
(SENSABAUGH, 1978; KOTOWSKI, 1993; HOCHMEISTER et al., 1999).

A presenca do PSA ndo esta restrita apenas ao epitélio prostatico. Estudos recentes
relataram a presenca do PSA em fluidos extra-prostaticos, como no soro de mulheres e
criancas, urina de mulheres, liquido amniotico, leite materno, saliva e liquido
encefaloraquidiano (LAUX & CUSTIS, 2003). Porém, segundo Sawaya e Rolim, (2004), os
niveis de PSA existentes em fluidos extra-prostaticos ndo interferem no valor da pesquisa de
PSA na investigacdo do liquido seminal em pericias criminais, permitindo seu uso como
marcador na determinagdo dos vestigios de esperma coletados das vitimas, preservativos e a
partir de manchas obtidas em pegas de vestuario.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a correlagdo entre os casos concordantes e
discordantes da analise laboratorial de PSA e pesquisa de espermatozoides em vitimas de
violéncia sexual, no periodo de janeiro de 2006 a julho de 2007, no Laboratério de Biologia,
do Instituto de Criminalistica Leonardo Rodrigues (ICLR) da Secretaria de Seguranga Publica
do Estado de Goias, visando verificar a utilidade da técnica de pesquisa de PSA como

marcador da presenca de sémen.

2. DESENVOLVIMENTO

Foram selecionados, aleatoriamente, para realizacdo deste estudo, duzentos e sessenta e
trés (263) casos de pericias encaminhadas para realizacdo de Pesquisa de Espermatozdides, as
quais foram encaminhadas ao Laboratorio de Biologia do ICLR no periodo de janeiro de 2006
a julho de 2007. Paralelamente, estas amostras foram submetidas a Pesquisa de PSA, a fim de

se comparar o nivel de concordancia entre as duas técnicas.



Amostras de vestuario e de outros objetos contendo secregdes bioldgicas (preservativos,
compressa de gaze, fralda, absorvente intimo, lencgol e toalha) foram denominadas como
pecas. As amostras biologicas impregnadas em suabes eram de secrecao vaginal, vulvar, anal,
perianal e oral. Do total de 263 pericias examinadas, 209 eram de suabes e 54 de pecas. As
pecas e os suabes contendo secrecdo bioldgica foram processados e analisados segundo os
protocolos experimentais acreditados pelo proprio laboratério.

A avaliagado citologica da pesquisa de espermatozoide foi realizada a partir de esfregacos
em laminas, e posteriormente corados utilizando metodologia de coloragdo diferencial rapida.
A analise das laminas foi feita por microscopia Optica.

Para a determinacdo da presenca de PSA nas amostras periciadas, foi utilizado teste
imunocromatografico, que detecta qualitativamente a presenga de PSA em soro humano ¢ em
fluidos corporais em quantidades superiores a 4 ng/mL.

Para extracdo da amostra na realizacdo do ensaio foi utilizado cerca de 1 mL de dgua
destilada tanto para suabes quanto para pecas, sendo, o extrato obtido, aplicado (150 pL) na
placa de PSA juntamente com um ensaio controle (branco) utilizando somente agua destilada.

Os resultados obtidos foram armazenados em planilhas da ferramenta Excel®™ (2003) para o

tratamento dos dados e confeccdo dos graficos (figuras expositivas).
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Figura 01. Avaliagdo dos resultados concordantes e discordantes, correlacionando pesquisa de

PSA e analise citologica da presenga de espermatozoide (SPTZ) em suabes.



Correlagao entre as técnicas em amostras obtidas de
pecas
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Figura 02. Avaliagdo dos resultados concordantes ¢ discordantes, correlacionando pesquisa de

PSA e analise citoldgica da presenga de espermatozoide (SPTZ) em pegas.

Observa-se na figura 01 uma significativa predominancia de resultados concordantes, 88%
(184/209) entre a pesquisa de PSA e espermatozoides em amostras biologicas obtidas a partir
de suabes. Nas secrecdes obtidas a partir de pecas, a concordancia entre as técnicas foi de
85,2% (46/59), conforme apresentado na figura 02. Como os indices de concordancia nas
amostras obtidas de suabes e pecas foram semelhantes, percebe-se que o suporte onde se
encontrava o material bioldgico ndo influenciou o resultado das analises.

Dos 263 casos de pericia examinados, 20 casos foram discordantes, com resultado de
pesquisa de PSA positiva e pesquisa de espermatozoide negativa (figuras 1 e 2). A
sensibilidade da técnica de microscopia depende de diversos fatores como presenca de
estruturas obscurecedoras (fungos e sobreposicdo de células escamosas), qualidade dos
equipamentos e corantes ¢ da quantidade de espermatozoides na amostra. Teixeira et al.,
(1998) relatam o desconhecimento no Brasil da coloragdo de Christmas Tree e a vantagem
desta metodologia pelo facil reconhecimento dos espermatozéides o que poderia diminuir os
casos falso-negativos.

Resultados falso-negativos na pesquisa de PSA por imunocromatografia podem ocorrer
devido ao excesso de PSA, causando o efeito ook, no qual o PSA livre em excesso chegard a

zona de reagdo antes do conjugado, ndo desenvolvendo assim, cor na regido teste (SAWAYA
& ROLIM, 2003).



Analises forenses t€m uma caracteristica peculiar quanto a conservagdo das amostras, pois
estdo sujeitas a degradagdo por acdo ambiental, enzimatica, fisica e/ou microbiana. Como a
molécula do PSA ¢ uma glicoproteina, também pode sofrer degradagdo, resultando em casos
falso-negativos, principalmente em pecas com manchas antigas de esperma e em suabes com
secrecdo coletada de vitimas que tém um prolongado tempo entre o intercurso e a procura
pelo servigo do Instituto Médico Legal (IML). Johnson & Kotowski, (1993) perceberam
resultados falso-negativos para pesquisa de PSA em amostras contaminadas com detergente.
Espera-se que este tipo de resultado aconteca com certa freqii€ncia, ja que a primeira reagao
normalmente observada nas vitimas de violéncia sexual ¢ fazer higiene intima.

A quantidade de agua destilada adicionada a amostra no momento da extracdo das
secrecoes, de pecas ou de suabes, pode diluir a quantidade de PSA a niveis ndo detectaveis,
dependendo da técnica. A imunocromatografia como teste qualitativo de PSA tem a
sensibilidade de 4 ng/mL. Testes imunoenzimaticos, como ELISA, sdo sugeridos por diversos
autores na pratica forense, por possuirem uma sensibilidade maior em relagdo a
imunocromatografia (JOHNSON & KOTOWSKI, 1993; HOCHMEISTER et al., 1999;
SIMICH et al., 1999; LEVINE et al., 2004).

3. CONCLUSAO

Diante dos dados obtidos no presente estudo, conclui-se que a analise qualitativa do PSA ¢
uma importante ferramenta de auxilio-diagnoéstico na pratica forense, corroborando o
resultado final do laudo laboratorial da investigagdo e caracterizagdo do liquido seminal em
diversas fontes bioldgicas. Os exames laboratoriais sofrem influéncia principalmente das
condigdes das amostras. Dessa forma, apesar do reconhecido valor cientifico do PSA como
marcador da presenca de liquido seminal, os resultados ndo devem ser analisados
isoladamente. Portanto, a avaliagdo microscopica adicionada a andlise qualitativa do PSA, sao

ferramentas potenciais na elucidagdo de casos de violéncia sexual.
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