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RESUMO

A analise toxicolégica de formas imaturas e adultas de insetos como
amostra biolégica, contribui em investigacdées criminais para uma estimativa do
tempo de morte mais acurada e permite confirmar a presenca ou auséncia de
substancias quimicas no cadaver.

Duas espécies de moscas varejeiras, Chrysomya albiceps (Wiedemann) e
Chrysomya putoria (Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae) foram selecionadas para
o presente estudo e colonizadas em laboratério. Tais espécies foram escolhidas
por serem uteis nas investigacbes médico-legais, haja vista, sua abundancia e
freqUéncia, tanto de imaturos como de adultos, em carcagas e cadaveres em
decomposicao, sendo consideradas boas indicadoras forenses (MOURA et alli,
1997; CARVALHO & LINHARES, 2001). Diazepam, cocaina, anfepramona e
maconha foram as drogas utilizadas nos experimentos por serem amplamente
consumidas em nosso pais. O coelho comum foi utilizado como animal teste e foi
submetido a concentracao 2x letal de cada droga. Os animais foram sacrificados e
sangue, figado, coracdo, pulmdo e urina foram coletados para a analise
toxicologica, que foi feita utilizando-se um aparelho de cromatografia
gasosa/espectrometria de massa (GC/MS). Uma parte do figado foi utilizada como
meio de criacdo das larvas de moscas durante um periodo de 54 horas. Durante
esse periodo foram pesadas de 6 em 6 horas, sendo posteriormente coletadas e
analisadas. Amostras de pupérios e adultos também foram analisadas
toxicologicamente. Fatores como tempo de desenvolvimento e crescimento das
larvas, mortalidade e longevidade dos adultos foram estudados.

Todas as drogas testadas influenciaram as fases de desenvolvimento das
espécies estudadas, acelerando ou retardando tais fases, agindo de forma mais
visivel em algumas fases do que em outras. Foi possivel detectar a presenca de
drogas tanto nas amostras bioldgicas dos coelhos como na dos dipteros. Os
dados obtidos confirmam a relevancia da utilizacao dos insetos nas investigacoes

legais.
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ABSTRACT

The toxicological analysis of biological samples such as imature stages and
adults of insects can contribute to criminal investigations to improve the estimate
the post mortem interval and to determine the absence or presence of a drug in the
corpse.

Two blow fly species: Chrysomya albiceps (Wiedemann) and Chrysomya
putoria (Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae) were selected to the studies.
Colonies of these two flies were stabilished in the laboratory. These species were
chosen because they are commonly found visiting and breeding in decomposing
corpses and carcasses, beeing, therefore, of forensic importance (MOURA et alli,
1997; CARVALHO & LINHARES, 2001). Diazepam, cocaine, anphepramone and
marijuana were the drugs chosen for the experiments because of their heavy
consuption among drug users in Brazil.

Rabbits were used as test animals and were submited to twice the lethal
dosages of different drugs to study the effects of these drugs on the development
of the flies. Heart, liver, blood, and urine samples were taken for chromatographic
analyse using a GC-MS equipment. A liver sample was used to rear the maggots
and from hours 0 to 54 of exposition, larvae feeding on tissues were weighted and
analised. The time required for pupariation and adult emergence was also
determined. Some factors such as developmental time, mortality and longevity
were also determined.

All drugs influenced the developmental stages of both fly species,
acelerating or delaying these stages related to control the flies. It was possible to
detect the drug presence in fly and rabbit samples. The data confirm the

importance of these insects as tools in criminal investigations.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os artropodes estdo amplamente distribuidos pelo mundo, e, dentre estes, os
insetos representam uma grande porcentagem e estdo adaptados a varios ambientes
como o aquatico ou terrestre e a diferentes altitudes e latitudes (LORD & GOFF, 1990).

A entomologia pode ser aplicada em trés diferentes categorias (LORD &
STEVENSON, 1986):

- urbana, relacionada as pestes dos animais e/ou dos homens e pragas de plantas;
- de produtos estocados, relacionada aos cereais, mantimentos ou até mesmo a bebida;
- médico-legal ou forense, ligada inclusive a patologia ou toxicologia forense

A entomologia forense significa entdo o estudo dos insetos que interagem com o0s
acontecimentos do ambito pericial legal.

Uma vez que os artrépodes sdo o maior e mais diverso grupo zoologico, eles
podem ser encontrados em uma grande variedade de locais incluindo cenas de crime. Isto
€ a porta de entrada para sua aplicacao na investigacao criminal (BENECKE, 2001).

O potencial de contribuicao dos insetos para as investigacdes periciais € conhecido
por pelo menos 700 anos, mas, apenas recentemente a entomologia foi reconhecida
definitivamente como um campo da ciéncia forense.

O primeiro caso documentado de entomologia forense é reportado na China pelo
advogado e investigador Sung Tzu no século 13 num livro texto chamado "The washing
away of wrongs”. Ele descreve o caso de uma morte por golpes de foice perto de um
campo de arroz. No dia seguinte do assassinato, o investigador pediu que todos os
trabalhadores colocassem suas foices no chdo. As moscas eram atraidas por uma foice
em comum, que possuia tracos de sangue. E o proprietario confessou o crime (BENECKE,
2001). Além disso, médicos legistas, escultores, pintores e poetas ja evidenciaram a
decomposicado de corpos humanos, detalhando em particular a atividade das larvas. No
século 15, é notificado o trabalho “Dances of the Dead”, e no século 16, “Skeleton in the
Tumba”. Em 1767, o bidlogo Carl von Linné reportou que trés moscas poderiam destruir
um cavalo tao rapido quanto um ledo! O poema “Une Charogne” do poeta francés Charles



Baudelaire (1821-1867) deve ser mencionado, uma vez que ele contém claras
observacdes de decomposicao de cadaveres humanos, incluindo uma acurada referéncia
ao som da massa de larvas nos corpos. Durante exumacgdes realizadas na Franca e
Alemanha nos séculos 18 e 19, legistas observaram que corpos enterrados eram
habitados por varias espécies de artropodes. Em 1831, o famoso médico francés Orfila
verificou também em exumagdes que o0s insetos desempenhavam grande papel na
decomposicao dos corpos (BENECKE, 2001).

O relato do primeiro caso moderno de entomologia forense utilizando a estimativa
do tempo de morte foi feito pelo médico francés Bergeret em 1855. Em 1879, o presidente
da Sociedade Francesa de Medicina Forense, publica um novo caso, sendo que Perier e
Mégnin auxiliam na identificacdo das espécies. Mégnin calculou ainda as possiveis
geracdes de acaros e quando abandonariam o corpo, passou a pesquisar o ciclo de vida
dos insetos e em 1894 publicou o seu principal livro “La faune des cadavres”. O primeiro
estudo sistematico de entomologia forense foi feito em 1881 pelo alem&o Reinhard.
Klingelhoffer, Maschka e Horoskiewicz, também alemaes, trabalharam em casos
envolvendo mordidas de baratas e formigas. Um dos casos foi interessante, haja vista que
um bebé morreu e o pai foi acusado de envenenar a crianga, permanecendo na prisdo
durante 3 semanas, entretanto, ap6s o laudo dos médicos, a lesdo encontrada na boca do
bebé era consequiéncia da acdo da barata e ndo de veneno e o pai foi inocentado. O
legista Eduard von Niezabitowski trabalhou com fetos resultantes de abortos de gato,
raposa, rato, toupeira e boi. Com isso, sua contribuicdo foi fundamental para provar que
cadaveres humanos apresentam a mesma fauna que carcacas animais, sendo esta de
invertebrados ou vertebrados. Em 1907, Claude Morley publicou um artigo no Reino
Unido, tentando selecionar as espécies necréfagas de besouros. Nos anos 20, as
espécies de insetos de importancia forense foram listadas e catalogadas, com o foco na
ecologia, metabolismo ou anatomia. Nos anos 30, 40 e 50 poucos casos foram relatados.
Porém, entre 1960 e 1980 a entomologia forense tomou novo félego, principalmente pela
atividade do médico belga Marcel Leclecq e do bidlogo finlandés Pekka Nuorteva
(BENECKE, 2001). Desde entéo, a aplicacao da entomologia em investigacdes legais tem
se tornado rotina em paises como os Estados Unidos, Canada, Franga, Japéao, Inglaterra,



entre outros. E grandes nomes surgiram como Bernard Greenberg, Madison L. Goff,
Jeffrey D. Wells, etc.

Centenas de espécies de artropodes sdo atraidas para uma carcaca, primeiramente
adultos de moscas, besouros e suas larvas, e também acaros, opilides, e nematoides.
Depois dos fungos e bactérias, os insetos sdo os mais importantes decompositores de
carcacas animais e/ou humanas. Esses animais se alimentam, vivem ou se reproduzem
na carcaca, dependendo de suas preferéncias bioldgicas e do estagio de decomposicao
(ABBOT, 1937; DEONIER, 1940; MOURA et alii, 1997; BENECKE, 2004). Diferencas
evidentes foram observadas no processo de decomposicédo de carcaga, de acordo com a
presenca ou auséncia de artrépodes (PAYNE, 1965). Estudos demonstraram que
carcagas expostas sem nenhuma protecéo, perderam cerca de 90% de seu peso em uma
semana, enquanto carcacgas cobertas e protegidas contra a acao de insetos, gradualmente
secaram e se tornaram mumificadas num periodo maior que 100 dias (LORD & GOFF,
1990).

A entomologia forense pode ser baseada na sucessdo entomoldgica, onde as
varias espécies de insetos chegam em diferentes intervalos de tempo numa carcaga ou
cadaver, ocasionando uma substituicdo e/ou adicdo gradual ou abrupta de espécies
(NUORTEVA, 1977; WATANABE, 1985; SMITH, 1986). A sucessdo também estd
relacionada com os estagios de decomposicdo da carcaca, uma vez, que as especies
apresentam certa preferéncia por determinados estagios (CARVALHO & LINHARES,
2001). Os insetos adultos sdo atraidos para a carcaga em todos os cinco estagios de
decomposicao (BORNEMISSZA, 1957), mas varias espécies visitam-na apenas durante
estagios especificos (GODDARD & LAGO, 1985; CARVALHO et alii, 2004), sugerindo a
preferéncia pelos estagios e, possivelmente, amenizando uma competicao. A competicao
gerada na carcaca é importante para a comunidade que a compode, e isto acaba gerando
um certo grau de dominancia de espécies na comunidade (HANSKI & KUUSELA, 1977).
As diferentes familias e espécies s6 conseguem coexistir no ambiente de carcaca, devido
a capacidade de cada uma se especializar em diferentes estratégias de exploracdo do
recurso (DENNO & COTHRAN,1975).



Uma carcaca pode ser utilizada como fonte de nutricio ou substrato para
oviposi¢cao das formas imaturas (NORRIS, 1965). Os adultos podem detectar uma carcaca
pelo odor até longas distancias. O odor liberado por uma carcaca muda com a forma de
decomposicdo do corpo, tornando-se mais atrativo para algumas espécies € menos
atrativo para outras (NUORTEVA, 1977). A viséo, coloracdo e a presenca de outros
fatores especificos da carcaca também contribuem para a sua deteccdo (HALL et alli,
1995). Apos a deteccao do corpo, a oviposicao € estimulada pela presenca de compostos
ricos em amdnia, bem como ferormonios e estimulos tateis (ASHWORTH & WALL, 1994).
Embora algumas espécies da familia Piophilidae e Muscidae apresentem preferéncia por
estagios avancados de decomposicao a maioria das fémeas de dipteros nao ovipdem em
tecidos desidratados ou mumificados, pois tanto ovos como larvas necessitam de liquidos
ou tecidos moles para se desenvolver (INTRONA & CAMPOBASSO, 2000). A oviposicao
ocorre primeiramente nos orificios naturais ou nas lesées. O tamanho da carcaga parece
afetar a atratividade pelo menos para espécies das familias Calliphoridae e Sarcophagidae
(THYSSEN, 2000). Porém, nem todas espécies necrofagas preferem carcagcas grandes;
algumas ovipdem preferencialmente em carcacas pequenas. Sabe-se também que fatores
como se o corpo esta ou nao enterrado, carbonizado, com ou sem vestimenta, em
ambiente fechado ou aberto, influenciam ou restringem o acesso dos insetos
(ROGRIGUEZ & BASS, 1985; SMITH, 1986; GOFF, 1991). O fato de cadaveres estarem
expostos em ambientes fechados ou enterrados, usualmente restringe o acesso de muitos
insetos necrofagos, mas nao para pequenas dipteros, como a Megaselia scalaris Loew
(Diptera: Phoridae), Ophyra sp Robineau-Desvoidy (Diptera: Muscidae), Conicera tibialis
Schmitz (Diptera: Phoridae) entre outras, que sdo encontradas freqlientemente em corpos
exumados (CAMPOBASSO et alii, 2004; BOUREL et alii, 2004). Ainda, algumas espécies
sao encontradas indistintamente em areas urbanas e rurais, enquanto outras sdo muito
especificas para certos habitats (CATTS & HASKELL, 1997; CARVALHO & LINHARES,
2001; RIBEIRO, 2003; TAVARES, 2003).

Corpos com lesdes, traumas e/ou extravasamento de sangue atraem
imediatamente insetos adultos pois sédo locais ideais para postura e desenvolvimento das

larvas e se decompdem mais rapidamente em conseqiéncia da presenca e do numero de



insetos. Entretanto, corpos cujo acesso é dificil ou restrito aos insetos necréfagos, se
decompdem mais lentamente uma vez que a velocidade da decomposicao € reduzida pela
auséncia dos insetos (MANN et alii, 1990). No Brasil, OLIVEIRA-COSTA et alii (2001)
verificaram a influéncia de diferentes fatores na freqiiéncia de dipteros em cadaveres e
constataram que a presenga ou auséncia de vestimenta ou cobertura nao foi significativa,
as condicées climaticas bem como o tipo de ambiente (interno ou externo) foram
significativos, mas a presenca de sangue foi altamente significativa quando relacionada
com a freqiéncia dos insetos. Quase todos (97%) 0s corpos que apresentaram
extravasamento sanguineo tiveram insetos coletados.

Muitas vezes, baratas, formigas e outros animais produzem abrasdes na pele que
podem ser confundidas por exemplo com sinais de envenenamento (acido sulfurico) ou
orificios causados por violéncia (KLINGELHOFFER, 1898 in BENECKE, 2004). Artrépodes
aquaticos principalmente pequenos crustaceos produzem pequenas lesées que destroem
as camadas da pele de partes do corpo que ficam expostas ou nao estdo cobertas por
roupas.

Além dos fatores climaticos, geograficos e o tamanho da carcaca um outro fator
que afeta o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos insetos € a presenca de parasitas e
parasitoides. Algumas espécies de himendpteros tém sido encontradas parasitando larvas
e ou pupas de moscas necréfagas e este acontecimento é de singular importancia, pois
pode alterar o seu desenvolvimento causando até mesmo a morte e conseqliientemente
influenciando os dados para a estimativa do intervalo pés-morte (IPM) (TURCHETTO &
VANIN, 2004).

Particular importancia € dada as moscas sarcossaprofagas pertencentes a familia
Calliphoridae, comumente conhecidas como varejeiras, e Sarcophagidae (Diptera) pois
sao os principais invertebrados consumidores de carcacas (REED, 1958; BRAACK, 1987),
suas larvas sdo capazes de viver num meio semiliquido (LORD & GOFF, 1990), sao
geralmente os primeiros a chegar em pouco tempo ap6s a morte e permanecem na
carcaca durante os estagios de decomposicao (CATTS & GOFF, 1992), embora a

atratividade diminua quando o corpo se torna mumificado ou seco (NUORTEVA, 1977).



Os insetos sao utilizados nas investigacdes criminais como evidéncia fisica em um
julgamento e, ainda, auxiliam na determinagdo do local do crime, visto que algumas
espécies tém distribuicdo geografica e habitat especifico. Até mesmo a auséncia de
insetos em situagdes em que eles deveriam estar presentes é uma grande evidéncia de
que o corpo foi modificado ou mantido submerso, enterrado, congelado, etc (SMITH,
1986). Mas, eles podem principalmente contribuir para a estimativa do IPM. Essa
estimativa envolve o intervalo maximo e minimo de tempo entre a morte e a descoberta do
corpo. Entretanto, segundo BENECKE (2004) tecnicamente isto ndo seria uma estimativa
de intervalo de morte, uma vez que a pessoa pode ter morrido em condicbes que
parcialmente restringe o acesso dos insetos. Com isso, o autor sugere a utilizagdo do
termo intervalo de colonizacdo como sendo mais apropriado, mas neste trabalho
manteremos o |IPM.

A determinacdo do intervalo de morte pode ser feita por meio da sucessdo
entomoldgica ou pela aplicacdo do tempo do ciclo de vida dos insetos (CATTS, 1992). E
possivel estimar-se o IPM pela determinagéo do instar da larva e pelo tempo que ela leva
para completar o seu ciclo, associados a valores de temperatura e fatores ambientais
(ERZINCLIOGLU, 1983; SMITH, 1986), entretanto, erros podem ocorrer na estimativa,
desde que as larvas venham a ser dessecadas, congeladas ou contaminadas com
substancias quimicas (NUORTEVA et alli, 1974; MICOZZI, 1986). Ademais, a presenca de
drogas nos tecidos pode interferir no resultado em conseqiiéncia da alteracdo do tempo de
desenvolvimento dos insetos que se alimentaram em tal tecido (GOFF et alli, 1991a). Uma
determinacao do IPM acurada é de suma importdncia em qualquer investigacao forense
relacionada a morte seja ela homicidio, suicidio, acidental ou de causa natural (INTRONA
et alli, 1998).

Grande parte dos métodos usados para a estimativa estd baseada na taxa ou
padréo de desenvolvimento. Medidas do comprimento ou do peso seco da larva também
podem revelar a idade dos imaturos quando comparados com um banco de dados
(WELLS & La MOTTE, 1995). Um outro método bastante utilizado esté relacionado com o
acumulo de calor em graus hora (ADH) ou graus dias (ADD), isto é, a quantidade total de

calor requerido por uma espécie se desenvolver desde a oviposicdo até o estagio adulto



(KAMAL, 1958; GREENBERG, 1991; SOUZA, 1998; MARCHENKO, 2001; GREENBERG
& KUNICH, 2002).

A maior vantagem da utilizacao dos artropodes contra os métodos rotineiros para
determinacao do intervalo de morte recente é que os artrépodes podem ser uma medida
eficaz quando os métodos tradicionais ndo podem ser utilizados, principalmente depois de
aproximadamente 4-5 dias apdés a morte (BENECKE, 2004). Desta forma, usando-se
técnicas médico-legais como temperatura do corpo, rigidez cadavérica, mancha verde
abdominal e analise de livores, o tempo de morte pode ser apenas medido com eficacia
nos dois ou trés dias ap6s a morte. Em contraste, pelo célculo da idade/ tempo dos
estagios imaturos dos insetos que se alimentam num corpo e analisando as espécies
necrofagas presentes, o intervalo de morte de um dia até varias semanas pode ser
estimado (AMENDT et alii, 2004).

Além da estimativa do tempo de morte, ha inUmeras maneiras em que o0s
artropodes podem ser usados como evidéncia ou prova fisica em uma investigacao, seja
em casos onde a pessoa esteja viva ou morta (AMENDT et alii, 2004). Possiveis
aplicagdes da entomologia forense incluem movimentacdo do corpo, identificacdo por
DNA, artefatos (lesédo no cadaver ou manchas de sangue), casos de negligéncia,
identificacdo de suspeitos que tenham ligagdo com a cena do crime por apresentarem
picadas ou lesoes feitas por insetos especificos do local, a localizacdo de uma lesao pode
ser determinada por sitios de alimentacdo ndo usuais de imaturos e adultos e também na
toxicologia. Em casos onde sdo encontrados apenas esqueletos ou o corpo esta em ma
conservacao, a analise dos insetos necréfagos ou de suas partes, pode significar a fonte
qualitativa mais eficaz para uma informacao toxicolégica (GOFF & LORD, 2001).

E certo que fatores como o resfriamento do corpo, livores, rigidez, mancha verde
abdominal, o exame de fundo de olho, entre outros, sdo utilizados primariamente para a
estimativa do IPM. Porém, a fauna cadavérica tem um grande valor, ndo apenas pelas
caracteristicas supracitadas, mas também porque ha vantagem no que diz respeito ao
método e tempo de coleta de amostra. Os insetos podem ser coletados no local do crime,
no cadaver, no necrotério, durante a necropsia, na geladeira ou até mesmo em uma
exumacao (CATTS & HASKELL, 1997).



A fim de se minimizar erros e aumentar a eficacia da utilizacdo da entomologia
forense, VON ZUBEN et alii, (1996) descreveram um modelo matematico baseado em
equacOes de difusdo para estudar a dispersdao de larvas de 3° estagio na fase pés
alimentar em moscas varejeiras pertencentes a familia Calliphoridae. Nesta fase, as larvas
tendem a abandonar o corpo para empuparem e se a dispersédo nao for considerada pode
levar a uma estimativa errébnea do IPM, visto que a ndo consideracao de pupas localizadas
a distancias variaveis do cadaver acarretara na nao inclusao de larvas mais antigas que
abandonaram o cadaver para empupar.

Os insetos podem, assim ser considerados indicadores forenses seja para a
estimativa do tempo de morte, local do crime, modo de morte, etc. Um bom indicador
forense € aquele inseto que ndo apenas visita a carcaca utilizando-a como fonte protéica e
sim aquele que deixa sua descendéncia, ou seja, que se cria no substrato, uma vez que
se 0 corpo se encontrar em avancado estagio de decomposi¢do, os adultos poderdo nao
estar mais presentes (CARVALHO, 1996).

A entomotoxicologia estuda a aplicacdo dos insetos necréfagos na analise
toxicolégica a fim de se identificar drogas e toxinas presentes em um tecido. A
entomotoxicologia também investiga o efeito causado por estas substancias no
desenvolvimento dos artropodes para aumentar a precisdo na estimativa do tempo de
morte. O aumento de mortes relacionadas a drogas, principalmente heroina e cocaina, ou
ainda mortes ligadas ao consumo acidental ou proposital de venenos ou substancias
toxicas, justifica o grande interesse por esse novo ramo da medicina forense (INTRONA et
alii, 2001).

A toxicologia pode ser encarada sob diversos aspectos. Na area forense, a
investigacdo da substancia “fatal” deve ser feita com um esfor¢co cooperativo entre os
investigadores, peritos, bidlogos, quimicos ou farmacéuticos. Tudo deve ser bem
detalhado desde a cena do crime até ao laboratério de andlises.

Além da deteccéao e quantificagcao, a diferenciagcdo das amostras de drogas ilicitas €
importante para a determinacao da origem da substancia e presenca de metabdlitos. A
cocaina, por exemplo, apresenta uma origem natural: as folhas de coca e a caracterizagao

de certos produtos naturais ou derivados presentes podem contribuir para a determinacao



de uma origem comum ou diferente das amostras. Por outro lado, as amostras de
anfetaminas ou metanfetaminas tém sido sintetizadas quimicamente e elas contém
produtos e residuos quimicos. Amostras de varios produtos manufaturados podem ser
caracterizados pela deteccao e quantificacdo de impurezas e contaminantes tais como
adulterantes e diluentes (TANAKA et alii, 1994).

Nas ultimas décadas, tem sido registrado um aumento no numero de mortes
relacionadas a drogas em varios paises. Em muitos casos, tais mortes nédo sao
descobertas ou relatadas imediatamente as autoridades competentes e o corpo
permanece em oculto por alguns dias ou mais (GOFF & LORD, 1994).

Sabe-se que ha inumeras técnicas e metodologias para a andlise toxicolégica,
entretanto, existem dificuldades na aquisicao da amostra e cada vez mais 0s insetos vém
sendo utilizados como recurso para a analise, pois apresentam vantagens e podem ser
utilizados em varios casos (KINTZ et alli, 1990b; POUNDER, 1991):

- em virtude do longo tempo para a disponibilizacdo das amostras, o0 material pode sofrer
autélise e se decompor;

- as amostras ndo estdo mais disponiveis pelo fato da avancada decomposicdo e
esqueletizagédo do corpo;

- material biolégico pode estar alterado em conseqiéncia do modo de morte. Ex. morte
decorrente de intoxicagao por mondxido de carbono, ou ainda

- casos em que a familia ndo permite que haja a retirada de sangue ou algum érgao, por
questdo de principios religiosos; porém, nos casos forenses a familia ndo tem
autonomia, ficando o Estado responsavel pelo cadaver.

Com isso, podemos dizer que quando ndao ha elementos necessarios para a
realizacdo da analise toxicolégica e/ou o cadaver se encontra em estagio de
decomposicado avancada, os insetos também sao utilizados, e sdo os responsaveis pela
possibilidade de se detectar a ocorréncia ou nao de abuso de substancias toxicas, uma
vez que eles apresentam uma relagdo direta com o cadaver ou carcagca e nao poderia
haver uma outra fonte de contaminacéo pela droga (BEYER et alli, 1980; KINTZ et alli,
1990a). Entao, a andlise dos insetos, especialmente larvas de dipteros, encontradas num
corpo em decomposicao pode servir ndo apenas para a estimativa do intervalo pés-morte



(IPM) e como indicador forense, mas também pode ser usada na identificacdo qualitativa
de drogas ou substancias estimulantes, soniferas, antidepressivas, etc (BEYER et alli,
1980).

Substancias tém sido detectadas através de varios métodos de extragcdo em
larvas, pupas, puparios e adultos de dipteros bem como em material fecal de coledptero
(MILLER et alii, 1994). Além da deteccao da droga através de técnicas cromatogréficas,
os insetos também podem contribuir para o estudo de metabolismo e deteccao de
substancias através de métodos imuno-histoquimicos. Morfina foi detectada em larvas
de 3° estagio de Calliphora vomitoria Linnaeus (Diptera: Calliphoridae) que se
alimentaram em uma dieta contendo a droga através deste método. Os espécimens
positivos demonstraram uma coloracdo especifica da hemolinfa e uma intensa
imunorreagcdo na area localizada no limite entre a exocuticula e endocuticula. Esses
resultados constituem uma evidéncia do acumulo da morfina dentro da cuticula das
larvas de dipteros durante o seu desenvolvimento (BOUREL et alii, 2001b).

A vantagem de usar a larva ao invés de tecidos de um cadaver, séo os resultados
encontrados na cromatografia, pois as larvas apresentam menos contaminantes do que
os tecidos (KINTZ et alli, 1990b), e sao de facil coleta e manutencao. A analise de larvas
de insetos coletadas de um corpo em decomposicao para uma identificacdo qualitativa
de droga foi primeiramente proposta por BEYER et alli (1980). Desde entdo, alguns
pesquisadores estrangeiros, principalmente aqueles ligados ao “Federal Bureau of
Investigation” (FBI), vém desenvolvendo trabalhos com larvas, utilizando varias drogas e
técnicas diferentes, e muitas vezes solucionando casos envolvendo homicidios,
suicidios, sequestros, entre outros (GUNATILAKE & GOFF, 1989; GOFF et alli, 1991a;
GOFF et alli, 199; SADLER et alli, 1997; BOUREL et alli, 1999). Larvas de moscas tém
sido utilizadas como amostras toxicolégicas para detectar-se diversas substancias como
bromazepam, levomepromazine (KINTZ, 1990a), malation (GUNATILAKE et alii, 1989),
fenobarbital, brazotam, oxazepam (KINTZ, 1990b), cocaina (GOFF et alii, 1989), morfina
(BOUREL et alii, 2001), diazepam (CARVALHO et alii, 2001), entre outras.

NOLTE et alii (1992) trabalharam no primeiro caso forense registrado onde foi

possivel a deteccdo de cocaina e benzoilecgonina em larvas de moscas que se
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alimentaram em um corpo de um homem em decomposi¢cdo. O corpo foi encontrado
quase totalmente esqueletizado e sem nenhuma lesao aparente. Qual seria a causa
mortis? Segundo sua namorada ele poderia ter feito uso de cocaina e provavelmente
teria desaparecido. Amostras de musculo da perna e larvas de moscas mortas foram
coletadas e preparadas para andlise cromatografica e o resultado foi positivo para
benzoilecgonina. A cocaina apresenta uma certa toxicidade e pode causar sérias
manifestacbes fatais que incluem acometimento pulmonar, cerebral, cardiaco e
intestinal. No caso descrito, 0 conhecimento destas circunstancias associado com a
auséncia de injurias e a presenga da cocaina na larva e no musculo, permitiu determinar
uma “overdose” da droga como causa da morte.

No Brasil, todavia, nossa pesquisa € pioneira e estamos aprimorando os
conhecimentos e técnicas a serem utilizadas.

Embora os estudos comprovem a eficacia das larvas como amostra alternativa nas
analises toxicoldgicas, € necessario determinar os efeitos das substéncias na taxa de
desenvolvimento desses insetos, como foi citado anteriormente. Os insetos
freqientemente envolvidos na estimativa do IPM sao os dipteros da familia Calliphoridae e
Sarcophagidae, conhecidos como varejeiras, e que sdo também os mais utilizados na
analise de drogas, por serem ageis, bons voadores e tipicamente, os primeiros a chegar
na carcaca (GOFF & LORD, 1994).

As larvas de dipteros que se alimentam em tecidos humanos com a presenca da
droga introduzem em seu proprio metabolismo drogas e toxinas ingeridas quando o
individuo ainda estava vivo. A transferéncia dessas substancias do organismo humano
para os dipteros ndo € acompanhada apenas neste nivel da cadeia alimentar, mas
continua também nos colebpteros predadores (besouros) de larvas destas moscas
(INTRONA et alii, 2001). Assim, os coledpteros podem também ser submetidos a analise
toxicoldgica, haja vista que uma segunda bioacumulagao pode ocorrer. Foi observado que
uma substancia quimica pode influenciar ou ndo o desenvolvimento dos insetos,
acelerando ou retardando este processo em uma segunda bioacumulacdo. NUORTEVA &
NUORTEVA (1982) detectaram mercurio em adultos de Creophilus maxillosus Linnaeus

(Coleoptera: Staphilinidae) e Tenebrio molitor Linnaeus (Coleoptera: Tenebrionidae) que
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se alimentaram de larvas necréfagas criadas em tecidos contendo o mercurio. Nao foi
observado nenhum efeito adverso no comportamento ou na taxa de desenvolvimento nos
adultos do estafilinideo. Entretanto, os adultos do tenebrionideo apresentaram uma
alteracdo no comportamento, com diminuicdo ou reducao de atividades.

Na auséncia de larvas de dipteros, principalmente quando o corpo se encontra em
avancado estagio de decomposicao, os coledpteros podem ser utilizados como amostra
biolégica para a andlise toxicolégica, uma vez que algumas espécies apresentam habitos
necréfagos e outras sdo predadoras de espécies necrofagas. Duas espécies de besouros,
Dermestes frischi Kugelann (Coleoptera: Dermestidae) e Thanatophilus sinuatus Fabricius
(Coleoptera: Silphidae) foram criadas em substratos contendo concentracdes de morfina.
Amostras de larva, pupa e adulto foram analisadas e foi possivel detectar a droga em
todos os estagios de desenvolvimento de D. frischi e nos estagios larvais de T. sinuatus
(BOUREL et alii, 2001).

Os insetos podem ser facilmente analisados apds homogenizacao de uma amostra
representativa de espécimens através de procedimentos toxicolégicos como radio-imuno-
ensaio (RIA), cromatografia gasosa (GC), liquida (HPLC), de placa (TLC) ou gasosa com
espectrometria de massas (GC-MS).

Entre os métodos modernos de anélise, a cromatografia se destaca devido a sua
precisao em efetuar a separacao, identificacdo e quantificacao das substancias quimicas,
juntamente com o auxilio da espectrometria de massa (COLLINS et alii, 1997). A utilizacao
da cromatografia permite ainda a caracterizagdo do nivel de impurezas nas drogas ilicitas
(MOORE & CASALE, 1994). Além da determinagdo da droga, os métodos
cromatograficos, como exemplo para maconha, tém sido aplicados com pelo menos trés
aplicacoes forenses (GUDZINOWICZ et alii, 1980):

1 — determinar se a amostra de planta apreendida contém maconha;

2 — determinar se amostras de maconha apreendidas em diferentes locais originam
de um mesmo lote, e;

3 —tragar o perfil das amostras de cada regido geografica

Dentre as técnicas de cromatografia a gasosa merece atencao, pois apresenta um
poder de resolucdo e sensibilidade bastante elevados, o que torna possivel a andlise de
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varias substancias de uma mesma amostra. Isso faz com que haja a necessidade de
apenas pequenas quantidades de amostra, 0 que muitas vezes, € um fator critico e limita
a utilizacado de outras técnicas. Apesar dessas vantagens, a cromatografia gasosa pode
apresentar alguns inconvenientes, pois, anterior a andlise é necessaria a preparacao da
amostra em varias etapas, o0 que acaba gerando um custo maior da analise e um certo
tempo para a determinacao do resultado (COLLINS et alii, 1997).

Nos anos 70, SOHAL & LAMB (1977) demonstraram o acumulo de varios metais
incluindo cobre, ferro e zinco em adultos de Musca domestica Linnaeus (Diptera:
Muscidae). Similarmente, NUORTEVA & NUORTEVA (1982) registraram a presencga de
mercurio em larvas, puparios e adultos de insetos criados em peixe contendo mercurio.
Esta experiéncia foi aplicada num caso forense onde o corpo de uma mulher foi
encontrado em avancado estagio de decomposicao e colonizado com larvas de dipteros
em uma area rural da Finlandia. A baixa concentracdo de mercurio obtida na analise
toxicolégica das moscas tornou possivel a localizacdo da provavel area geografica de
onde a vitima era proveniente, uma area relativamente livre da contaminacao por
mercurio.

Em 1985, LECLERCQ & BRAHY demonstraram a presenca de arsénico em
dipteros das familias Piophilidae, Psychodidae e Fanniidae num caso ocorrido na Franca.

Em um caso de suicidio por envenenamento, GUNATILAKE & GOFF (1989)
detectaram organosfosforados (malation) em larvas de califorideos submetidos a analise
toxicologica.

KINTZ et alii (1990c) demonstraram o potencial da entomotoxicologia descrevendo
varios casos, entre eles um corpo encontrado aproximadamente 2 meses ap6s a morte
que teve amostras de tecidos (coracao, pulmao, figado e rim) e de larvas de califorideos
analisadas pela cromatografia liquida. A analise mostrou a presenca de
benzodiazepinicos, barbitiricos e outros antidepressivos. A analise comparativa dos
resultados mostrou alta sensibilidade, uma vez que um benzodiazepinico foi detectado
apenas nas larvas e foi negativo para os tecidos. O mesmo autor estabeleceu uma

correlacao entre as concentragdes de drogas em larvas e em tecidos humanos.
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INTRONA et alii (1996) conseguiram um resultado positivo para morfina em
puparios vazios de uma espécie de califorideo criada em uma dieta contendo a droga.
Similarmente, GOFF et alii (1993) encontraram amitriptilina e nortriptilina em larvas e
puparios vazios de dipteros que se desenvolveram em carcacas de coelhos que
receberam diferentes doses das substadncias em questdo. A presenca destas drogas
também foi detectada em puparios de moscas e fezes de besouros que foram encontrados
perto de um corpo mumificado que havia desaparecido ha cerca de dois anos.

MANHOFF et alii (1991) detectaram cocaina em tecidos mumificados, no sangue e
em larvas de moscas e fezes de besouros coletados em um corpo. A cocaina e outras
drogas tém sido identificadas na proteina do cabelo de usuarios de droga e elas podem
ser detectadas varios anos apés a morte. Essas substancias podem ser depositadas nos
puparios, que também contém proteina.

WOLFF et alii (2004) pesquisaram a presenca de paration em insetos necrofagos,
gue € um inseticida e acaricida amplamente utilizado na agricultura e fortemente absorvido
pelo solo. O numero de casos de intoxicacdes seja pelo uso indiscriminado, mau uso de
equipamento de protecdo ou como tentativa de suicidio é elevado, especialmente nas
areas consideradas agricolas no estado de Sao Paulo. O inseticida foi administrado em
coelhos, que apds a necropsia foram expostos para a colonizacao de insetos. Amostras de
imaturos (larvas e pupas) e adultos de artrépodes tais como dipteros, coledpteros,
himendpteros, hemipteros, isépodas e acarideos foram coletadas para a analise
toxicologica. O paration foi detectado em varias espécies, mas a analise foi qualitativa e
nao quantitativa. Embora is6podos e acaros sejam pequenos, foi possivel a extracdo do
inseticida pois eles acumularam niveis suficientes para a deteccdo. A constituicdo de
quitina na epiderme pode contribuir para a deposicao ou fixacdo da droga no artropode
(INTRONA et alii, 2001). A presenga do paration apresentou alguns efeitos na atratividade
dos insetos. Foi verificado que a presenca do inseticida na regiao oral dos coelhos repeliu
os artrépodes nesta regido. Esse fator € interessante uma vez que normalmente os
dipteros ovipéem nas cavidades naturais do corpo. Nenhuma diferenca significativa foi
observada no padrdo de sucessao dos insetos. Estes dados mostram a importancia de
novos estudos utilizando inseticidas, pois GUNATILAKE & GOFF (1989) relataram
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diferencas na taxa de oviposicéo e padrao sucessional dos insetos que se alimentaram em
carcagas contendo malation.

Assim, véarias drogas tém sido detectadas por meio dos insetos. Embora muitos
destes casos e estudos descrevam uma correlacao entre concentracdo da larva e tecidos
humanos nos quais elas se alimentaram, outros estudos ndo mostraram nenhuma relagcéo
OuU mesmo a concentragcdo encontrada na larva ser significativamente menor que a do
tecido.

Estes exemplos demonstram ndo apenas que o0s insetos encontrados em
cadaveres podem ser utilizados nas analises toxicoldgicas, mas também explicitam o risco
de um calculo de intervalo de morte incorreto devido a taxa de desenvolvimento alterada
dos estagios imaturos.

Portanto, é de fundamental importancia que outros trabalhos sejam feitos com o
objetivo de se caracterizar a relagdo entre exposicdo a estes agentes toxicos com o
padrao sucessional de artropodes com habitos necréfagos.

Este projeto pretende estudar a agdo de algumas drogas que sdo amplamente
consumidas em nosso pais, como o diazepam, a cocaina, a anfepramona e a maconha no
crescimento, desenvolvimento e na mortalidade de moscas de interesse forense utilizando

uma concentracao 2x a letal.
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OBJETIVOS

Essa pesquisa teve como propositos:

1 - comparar o crescimento (peso) e o desenvolvimento (tempo) de formas imaturas e
adultas de Chrysomya albiceps e Chrysomya putoria, duas espécies de moscas
necréfagas que foram expostas as drogas: diazepam, cocaina, anfepramona e maconha
com um grupo controle;

2 — determinar a mortalidade larval, pupal e dos adultos em relacdo ao grupo controle;

3 — determinar a longevidade dos adultos em relagéo ao grupo controle;

4 — detectar a presenca das drogas nas amostras de tecido e fluidos do coelho;

5 — detectar a presenca das drogas nas amostras de dipteros;

6 — quando possivel, quantificar a droga nas amostras dos coelhos e dipteros.
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ABSTRACT

Larvae of Chrysomya albiceps and Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae) were
reared on tissues from rabbits administered two times a lethal dosage of diazepam to
study the effects of this drug on the development of these two species. The rabbits were
given 50 mg of diazepam via ear vein infusion. From hours 18 to 54, larvae feeding on
tissues containing the drug developed more rapidly than larvae from the control colony for
both flies species. The time required for pupariation and adult emergence was significantly
greater for colony fed on tissues from diazepam dosed rabbits than for the control ones.
These differences are significant for they are large enough to alter the estimate of
postmortem interval based on fly development. The presence of diazepam could be
detected through gas chromatography — mass spectrometer in all rabbit samples and in
almost all Diptera samples in this experiment.
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INTRODUCTION

Necrophagous insects have been used as an alternative in estimating the time of
death. In addition, the study of insects, especially the larvae found in cadavers can also
contribute to the qualitative identification of substances or abuse drugs present in the
corpse [1]. Drug related deaths have increased in Brazil [2] and other countries of the
world. Usually, victims are not discovered for many days to months and, because of it,
entomological techniques are useful in forensic analysis [3].

Larvae are easily collected and maintained in the laboratory and they present
less contaminants than tissues that are usually sampled for toxicological analysis [4].
However, if larvae are no longer present due to the long time of body exposition, it is still
possible to use insect puparia. Recently, researchers have shown that is possible to detect
chemical substances in puparia [5, 6].

Diazepam, a benzodiazepine drug, has sedative and tranquilizing effects, with
large number of them are available on drugstores. They can be classified into short,
intermediate and long-acting compounds. Diazepam is included in the long duration group
and it is widely prescribed as an antianxiety, antispasmodic and antiepileptic drug [7, 8]. It
is one of the tranquilizer drugs mostly associated with unexpected deaths in Brazil caused
by drug overdose [2].

The purpose of this study was to determine the effect of diazepam on the
development and growth of larvae as well as to verify the time of emergence of adults, that
can affect the estimate of postmortem interval. It was also studied if is possible to detect
this drug in rabbit and fly samples using gas chromatography-mass spectrometry.
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MATERIALS AND METHODS
NECROPHAGOUS FLIES EXPERIMENT

Male rabbits weighing 3.2 to 4.0 kg were used as test animals for the
administration of pure diazepam. The drug was supplied through the courtesy of
Intoxication Control Center, University Hospital of Campinas State University. The lethal
dose for rabbits is 9 mg/Kg [9] and a two times the letal concentration (50 mg) diluted in
2.5 ml of saline solution was administered by ear vein injection. Five replicates were done,
and the control rabbit received only normal saline solution. The rabbits were killed
mechanically, and samples of blood, liver, heart, lung and urine were taken for chemical
analysis of diazepam in GC-MS.

A sample of liver was exposed to newly emerged larvae of Chrysomya putoria
and Chrysomya albiceps (Diptera: Calliphoridae). Both colonies of larvae were established
from adults insects collected on exposed rat carcasses. At 6-h intervals up to 54-h, total
weighs were individually recorded for ten larvae of each liver sample and each species.
These larvae samples were taken to toxicological analysis. Subsequently, the rest of the
larvae were placed in an artificial diet and kept in the laboratory at 27°C, in order to
complete their development. The time in hours required for pupariation, emergence and
longevity were also recorded. Samples of puparia and adult specimens were collected for
toxicological analysis.

The statistical program used to analyze the data of the life cycle of the flies was
the SAS Package [10]. ANOVA tests were performed using the General Linear Models
(GLM). The means for each main factor and for each species were compared using the

Duncan multiple comparisons test.

CHEMICAL ANALYSIS

We used a modified Greaves [7] procedure to extract diazepam. Approximately
1.0 g of tissue, fluids and insect samples were weighed and homogenized on a
homogenator equipment in 5 ml of borate buffer (pH 9). The buffer solution was prepared
with 21.3 ml of 0.1 M sodium hydroxide solution and 50 ml of each of 0.1 M boric acid and

0.1 M potassium chloride solution and diluting to 100 ml with distilled water. An 8 ml
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volume of tert-butyl methyl ether was added and the sample was shaken for 2 min in a
vortex equipment and centrifuged at 3.000 RPM for 20 min. The solvent layer was
transferred into a centrifuge tube containing 2.0 ml of 2 M hydrochloric acid. The mixture
was then shaken in a vortex for 2 min and centrifuged at 3.000 RPM for 20 min. To the acid
layer was added 4 ml of tert-butyl methyl ether and the sample was shaken for 2 min in a
vortex and centrifuge at 3.000 RPM for 20 min to remove lipid materials from the acid
phase. The organic phase was discarded and the aqueous phase received 2 drops of
bromothymol blue solution (0.04%) as indicator and the mixture was made alkaline by
adding 2 M sodium hydroxide solution until the indicator turned blue. To the solution were
added 2 ml of tert-butyl methyl ether and the sample was shaken for 2 min in a vortex and
centrifuged. After centrifugation, the solvent layer was dried with sodium sulfate and
evaporated. The residue was dissolved in 50 ul of ethyl acetate. A 2 ul aliquot of the
solution was injected into the gas chromatograph-mass spectrometer (GC-MS)[6].

Rabbit and fly samples were analyzed in the laboratory of Chemical Ecology-
Institute of Biology. The analysis were performed on a Hewlett Packard model-6890 series
II, coupled on a selective mass detector HP-5973A. Chromatographic separations were
done on a HP-5MS 30mx0,32mmx0,25u capillary column (HP). A programmed column
temperature, initially set at 200°C and increased to 300°C at 25%/min was used. The GC
injection port was operated at 250°C. The helium carrier gas linear velocity was 1.0 ml/min.
Detection was done by multiple ion monitoring (m/z 256 e 283).

CURVES

Five mg of diazepam were dissolved in 50 ml of methanol. Aliquots containing
concentrations of 10, 8, 6, 4, 2, 1, 0.5, 0.1ug/ml were taken, dissolved in 50 pl of ethyl
acetate, from which, 2ul were collected and injected in the GC-MS. The same
concentrations were collected and added to whole blood samples and extracted as describe
above. Calibration curves were obtained by plotting the peak-area ratio of diazepam. The
curve obtained was: y = 1E — 08x, R?= 0.98.
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RESULTS AND DISCUSSION

All analyzed variables and interactions were significant to the fly weight: Species
(F=14.62, P=0.0001); Drug (F=306.49, P=0.0001); Time of exposure (F=572.78,
P=0.0001); Species*Drug (F=5.24, P=0.0222); Species*Time (F=4.80, P=0.0001) and
Drug*Time (F=88.62, P=0.0001). In the first few hours of exposure, the difference of larval
development was not noticed, but from 18 hours on, it was observed that the presence of
the drug was significant for fly development. Control larvae developed slower than larvae
exposed to liver containing the drug. In general, C. albiceps (x=88.44) showed higher
means than C. putoria (x=75.55), both for control larvae and for larvae containing the drug.
In addition, in both species of flies exposed to diazepam, the larval growth was faster when
compared to the controls in almost all hours of observation. In general, the larvae that
developed on livers treated with diazepam weighed significantly more than the others and
the weight differences between the control and drug exposed groups were almost two
times heavier. The time of exposure to the liver was significant to fly development and the
weight increased directly with time of exposure. The only moment that the control larvae
were heavier than treatment larvae was in the sixty hour after exposure. This suggests that
the drug probably is incorporated and affects the larval development after six hours of
exposure to the drug.

The initial time required for pupariation was significant (F=16.55, P=0,0001).
However, among the two studied variables and the interaction of variables: Species, Drug
and Species*Drug, only the drug was significant (F=47.74, P=0.0001). The total time
required for pupariation was also significant (F=7.81, P=0.0020) and it was affected by the
drug (F=22.96, P=0.0002). The interval between the initial and final development time was
not significant. Chrysomya albiceps and C. putoria started and finished their pupariation
time almost at the same time. For C. albiceps, the pupariation time was affected by the
drug concentration from the beginning (F=79.53, P=0.0001) to the end (F=32, P=0.0005) of
this stage of development. The difference was marginally significant (F=5.85, P=0.0419).
Diazepam was significant to C. putoria from the beginning (F=19.01, P=0.0024) to the end
(F=6.90, P=0.0303) of pupariation process and the difference was not significant. The
results show that the drug affected the pupariation time from the beginning to the end for
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both fly species, suggesting that diazepam cause an acceleration effect on this
developmental stage of the flies when compared to the controls.

It was also analyzed if significant mortality occurred after the larvae have been
taken from the rabbit liver and transferred to an artificial diet to continue their development:
larval mortality (LM), pupal mortality (PM) and the non-emerged adults (NEA). Therefore,
the studied variables and interaction: Species, Drug and Species*Drug were also not
significant since their means did not differ significantly for individual analysis.

The presence of the drug was significant for the emergence time (F=71.69,
P=0.0001), although both species required different periods of time to reach the adult
stage. The drug was significant for this event specially for C. putoria that emerged before
C. albiceps. All two studied variables and interaction were significant: Species (F=26.56,
P=0.0001), Drug (F=165.98, P=0.0001) and Species*Drug (F=22.53, P=0.0002) and
accelerated the emergence time of adults.

It was observed that the initial adult mortality (F=20.44, P=0.0001) was significant
for the fly species (F=20.34, P=0.0004) and for the drug (F=38.53, P=0.0001). Only the
species (F=141.39, P=0.0001) was significant for the ending of adult mortality (F=48.77,
P=0.0001). On the other hand, for the difference between the initial and final mortality
(F=90.48, P=0.0001) was significant for all studied variables: Species (F=174, P=0.0001),
Drug (F=87.78, P=0.0001) and Species*Drug (F=9.66, P=0.0068). When the initial
mortality of both fly species was compared, it was verified that C. albiceps began to die
before C. putoria. The same fact occurred to the final mortality and to the difference. When
the species were analyzed separately, the initial mortality (F=154.51, P=0.0001) and the
difference (F=11.52, P=0.0094) for C. albiceps was significant and the drug influenced the
mortality, but the drug was not significant at the end of mortality. For C. putoria, the drug
also influenced the initial time (F=15.64, P=0.0042) and the difference (F=261.36,
P=0.0001), but it did not influence the end time of mortality.

Larvae of both species that were fed on the livers containing diazepam developed
more rapidly than the control ones. If a larvae feed on a tissue containing some kind of
drug or substance, there are two process that may happen: a bioacumulation or a excretion
of the drug and its metabolites. Some authors diverge about this [3, 11]. The present report
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deals with the effect and detection of diazepam in fly tissues and we verified that there was
a bioacumulation since the presence of the drug had a significant impact on larval growth,
pupariation, adult emergence and mortality. In addition, diazepam could be detected not
only in maggot samples but also in puparia and adults. It means that the drug affects the fly
development since the larval stage until the total mortality of adults. Previous works [3, 4,
6] using methamphetamine, amitriptyline, cocaine and morphine showed that these drugs
can alter the rate of development of some Diptera flies. Colonies of both calliphorids C.
albiceps and C. putoria fed on tissues containing diazepam showed a faster development
when related to control. Methamphetamine, amitriptyline and cocaine Produced similar
effects, although they Presented differences in larval and puparial stages. On the other
hand, morphine demonstrated to retard the fly development.

All rabbit and fly samples were positive to diazepam, although some adults
presented only a trace of drug. This suggests that GC-MS is a valuable sensitive analytical
procedure in detecting diazepam in Diptera samples. The concentration was higher on heart
and liver samples, probably, because of metabolic activities. It was possible to detect the
drug on fly samples although the concentration was smaller than that found in rabbit
samples. There was no correlation between liver and larvae concentrations.

Based on results of this study, between hours 18 and 54, estimations of larval age
based on total weight can be significantly in error if presence of diazepam in the tissues is
not considered.

Studies must be done in order to stablish which and how drugs can affect insect
development. This will allow for needed corrections to the life-cycle data and implicate in
more accurate results of post mortem interval estimate. Thus, insects and other arthropods

used as witness of a crime can prove to be valuable tools in investigations.
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RESULTS
Table 1. Larvae weight (mg) means of Chrysomya albiceps related to time of exposure

(hours) on rabbit liver containing diazepam and control (+sd)

Time of exposure (hours) Diazepam Control
1 1.0 (0)a* 1.0 (0)a
6 2.34 (0.92)b 4.96 (1.40)a
18 30.82 (8.19)a 16.86 (3.11)b
24 49.08 (17.88)a 31.26 (8.01)b
30 91.86 (40.72)a 45.22 (9.47)b
42 251.18 (126.01)a 81.66 (36.64)b
54 426,34 (173.43)a 204.6 (103.93)b

* Means in a line followed by the same letters are not significantly different (P<0.05)

Table 2. Larvae weight (mg) means of Chrysomya putoria related to time of exposure

(hours) on rabbit liver containing diazepam and control (+sd)

Time of exposure (hours) Diazepam Control
1 1.0 (0)a* 1.0 (0)a
6 1.68 (0.77)b 3.90 (1.45)a
18 15.72 (4.49)a 12.26 (2.88)b
24 35.10 (13.74)a 27.96 (8.86)b
30 75.30 (32.08)a 38.44 (7.64)b
42 219.1 (129.31)a 107.32 (34.47)b
54 360.50 (163.86)a 158.46 (68.67)b

* Means in a line followed by the same letters are not significantly different (P<0.05)
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Table 3. Time of pupariation (hours) of Chrysomya albiceps and Chrysomya putoria larvae

which were exposed to liver containing diazepam and control (+sd)

Time (hours) Diazepam (N=10) Control (N=10)

Initial

C. albiceps 118.8 (2.68)a* 150 (7.35)b

C. putoria 110.4 (21.47)a 157.2 (10.73)b
Final

C. albiceps 144 (16.97)a 192 (8.48)b

C. putoria 137.6 (24.1)a 184.8 (32.14)b

Difference

C. albiceps 25.2 (2.68)a 42 (4.24)b

C. putoria 27.2 (9.55)a 27.2 (29.58)a

* Means in a line followed by the same letters are not significantly different (P<0.05)

Table 4. Time of emergence (hours) of Chrysomya albiceps and Chrysomya putoria larvae

which were exposed to liver containing diazepam and control (+sd)

Time (hours) Diazepam (N=10) Control (N=10)
C. albiceps 273.6 (13.14)a* 273.6 (13.14)a
C. putoria 167.2 (4.38)a 276 (8.48)b

* Means in a line followed by the same letters are not significantly different (P<0.05)
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Table 5. Percentage of larval and pupal mortality and non-emerged adults of Chrysomya

albiceps and Chrysomya putoria (+sd)

Larval Pupae Nom emerged
adults
C. albiceps
Diazepam 9.4 (17.73) 1.6 (0.55) 22.6 (27.48)
Control 15.4 (14.15) 1(1.41) 1.8 (1.09)
C. putoria
Diazepam 9.4 (6.91) 13.2 (26.21) 9.2 (5.45)
Control 27 (25.88) 4.4 (3.78) 10 (5.48)

Table 6. Diazepam quantification (cg/ml) in samples of rabbit tissues and fly specimens
through of GC-MS analysis

Sample Quantification

Heart 9,531 (a)

Liver 5,943 (a)

Blood 3,228 (b)

Lung 3,341 (b)

Urine 4,029 (b)

Larvae of C. albiceps 0,342 (b)
Larvae of C. putoria 0,479 (b)

Puparia of C. albiceps 0,233 (b)
Puparia of C. putoria 3,022 (b)
Adult of C. albiceps 0,051 (b)

Adult of C. putoria 0,000 (b)

* Means in a column followed by the same letters are not significantly different (P<0.05)
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LEGEND

Figure 1 — Rates of development of maggots of Chrysomya albiceps and Chrysomya
putoria reared on liver tissues from rabbits containing diazepam (Ca = C. albiceps, C =
C. putoria)
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CAPITULO Il - O EFEITO DA COCAINA NO DESENVOLVIMENTO DE FORMAS
IMATURAS E ADULTAS DE CHRYSOMYA ALBICEPS E CHRYSOMYA PUTORIA,
DUAS ESPECIES DE MOSCAS VAREJEIRAS DE INTERESSE FORENSE

A cocaina é uma das drogas de abuso mais consumidas mundialmente, com altos
indices de usuarios na América do Norte (CORBURT & KOVES, 1994) e na América do
Sul (BORTOLLETO, 1993). A Espanha, onde o uso da droga também é bastante
disseminado, é considerada a maior porta de entrada de cocaina da América do Sul para
a Europa. Somente entre 1990 e 1992, 533 pessoas morreram em consequéncia da
droga, sendo que 84% apresentaram em seu organismo a cocaina e a heroina
concomitantemente e 16% somente a cocaina (LORA-TAMAYO, 1994). A cocaina pode
ser caracterizada como um dos mais potentes estimulantes do sistema nervoso central e
tem sido freqlentemente associada a acidentes nas estradas e a diversos crimes violentos
(GOLDSTEIN, 1992 apud TAGLIARO et alli, 1994). Sua absor¢do e acdao no organismo
dependem da via de administracdo. Ela é rapidamente metabolizada pelo organismo
quando tomada oralmente. Por essa razao, usualmente ela é injetada via endovenosa ou
aspirada. Recentemente, os usuarios, principalmente o0s homossexuais, Vvém
administrando-a via anal, onde a absor¢cdo e o efeito sdo mais rapidos. A morte pode
ocorrer usando-se apenas 20-30mg na mucosa nasal, mas um grama tomado pela boca,
pode nao ser fatal. A tolerancia varia de pessoa para pessoa e devido ao tempo de uso.
Geralmente as doses intravenosas sao da ordem de 100mg e uma dose letal seria 10
vezes maior. Entretanto, usuarios habituais podem tolerar doses maiores. A absorgéo via
mucosa nasal € menos efetiva, sendo necessarias dosagens maiores para 0 mesmo efeito
quando usada via parenteral. A morte pode ocorrer com rapidez consideravel por
“overdose” de cocaina ou por hipersensibilidade. Aumentos dramaticos na pressao
sanglinea podem ocorrer levando o individuo a uma hemorragia cerebral. As taxas da
droga no sangue em casos fatais variam amplamente, mas taxas tipicas estendem-se de
1-21mg/l, com uma média de 5,2 (KNIGHT, 1991). Em razdo das inumeras preparacoes
resultando em diferentes formas da droga, métodos de transporte, entre outros, é

importante o desenvolvimento de métodos versateis para a determinagdo da concentracao
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da cocaina (CORBURT & KOVES, 1994). Para uma acurada determinagcédo da droga em
fluidos biolégicos nos casos forenses, o método analitico ideal deveria ser especifico,
estatisticamente definido (preciso e sensivel) e rotineiramente aplicavel (CORBURT &
KOVES, 1994). Muitos métodos estdo sendo desenvolvidos para a determinacado da
cocaina e seus metabdlitos, a benzoilecgonina, a metilecgonina e a ecgonina, em fluidos
biolégicos como soro, plasma, urina, sangue, humor vitreo e em tecidos, entre 0os quais 0
cabelo e as larvas de insetos tém recebido particular atencdo (GOFF et alli 1989;
HARKEY & HENDERSON, 1989).

2.1 Material e métodos

Neste ensaio, foram utilizados 10 coelhos domésticos brancos (5 controles e 5
experimento), machos, com variagcdo de peso entre 3,0-4,0 Kg, obtidos na Fazenda
Floresta situada em Porto Feliz, SP. A metodologia foi modificada segundo GOFF et alii
(1989). Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Parasitologia por 1
semana antes do inicio do experimento, foram também pesados, colocados em gaiolas
isoladas e alimentados com ragao e agua.

A droga utilizada no ensaio foi cocaina purificada a partir da droga obtida no
Instituto Médico Legal. Apds a purificacdo da droga, foram adicionadas algumas gotas do
emulsificador “tween 60", para que ocorresse a sua diluicido e homogeneizacdo antes da
administragdo nos animais. A droga foi administrada via endovenosa em 2ml de solucao
salina. No experimento, cada réplica recebeu dosagem de 138mg (dose 2x DL 50), sendo
que a dose letal 50 (DL50) para coelhos é de 17mg / K (GOFF et alli, 1989). No controle,
cada coelho recebeu apenas 2ml de solucao salina. Ap6s 30 minutos da administracéo da
droga, os coelhos que nao morreram em consequéncia da droga e o controle, foram
mortos mecanicamente, sem nenhuma lesdo superficial, evitando o extravasamento de
sangue. Em seguida foi realizada a necropsia para a retirada de figado. Duas amostras do
figado de cada coelho foram coletadas e expostas para as larvas de duas espécies de
dipteros pertencentes a familia Calliphoridae criadas em laboratério: Chrysomya albiceps
(Wiedemann) e Chrysomya putoria (Wiedemann).
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2.2 Experimento com dipteros

As espécies foram colocadas separadamente nas amostras de figado. Foram
utiizadas 100 larvas de 1° instar da mesma oviposicdo de cada espécie, com
aproximadamente 10 horas de idade. Esse material foi colocado em potes plasticos
cobertos com organza e levado para uma sala de criagdo com temperatura ambiente de
aproximadamente 27°C. Em intervalos de 6 horas, amostras de 10 larvas de cada espécie
em todas as réplicas e controle foram pesadas individualmente até completarem 54 horas.
Em seguida, as larvas foram retiradas do figado, contadas para determinagdo da
mortalidade, colocadas em frascos de vidro e expostas em uma dieta artificial contendo
levedo de cerveja, leite em po, caseina, agar, nipagim e agua (LEAL et alli, 1982) para
continuarem e completarem o seu desenvolvimento. O tempo de pupariagao (inicio e fim)
foi observado, bem como o tempo de emergéncia do adulto. A longevidade e mortalidade
de cada espécie também foram verificadas.

2.2.1 Analise estatistica

A andlise dos dados relacionados aos experimentos com dipteros e drogas foi feita
através do programa estatistico S.A.S. (S.A.S. Institute, Inc., 1987).

Para a analise de varidncia (ANOVA), utilizou-se o procedimento PROC GLM
(Modelos Lineares Gerais); para o teste “t” student, foi utilizado o PROC TEST e para a
correlacdo, o PROC CORR.

O teste F de comparacdes multiplas de Duncan, foi usado para verificar possiveis
diferencas entre as médias, para cada fator ou variavel estipulada. Foram analisados os
seguintes fatores: o crescimento (peso) das larvas apo6s sua exposicao no figado contendo
droga e controle, a espécie de mosca, a droga utilizada, o tempo de exposi¢cao no figado
em horas, as interacdes espécie*droga, espécie*tempo e droga*tempo e a variavel
resposta foi o peso da larva (mg), o tempo de pupariacao (horas), o tempo de emergéncia
(horas) e a mortalidade.
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2.3 Purificacao da cocaina

Nos laboratérios de ciéncia forense a cocaina raramente € encontrada em seu
estado puro. E bastante comum a adicdo de substancias adulterantes e a cocaina
preparada contém muito pouco da droga propriamente dita (JANE et alli, 1981). Com isso,
faz-se necessaria a purificacao da droga apreendida antes do inicio do experimento.

Um (1) grama de cocaina foi diluido em 100ml de hidréxido de amdnio 2N. Foi feita
uma extragao com cloroférmio (5x100ml), para separacao da fase aquosa e da organica. A
fase do cloroférmio foi recuperada e em seguida, adicionou-se sulfato de sodio anidro,
para que ocorresse a adsorcao de agua. A solucao foi filtrada, recuperada e seca em um
rotaevaporador a baixa temperatura. Apds esse procedimento, adicionou-se 1ml de
metanol e novamente a solucéo foi levada ao rotaevaporador para a obtencéo dos cristais.

Foram obtidos 485mg de cocaina pura.
2.4 Resultados

Larvas de C. albiceps e C. putoria foram expostas ao figado contendo cocaina e ao
figado controle num periodo de 54 horas. Durante este periodo as larvas foram pesadas
de 6-6 horas (Tabela Il -1).

Na 12 hora de exposicdo ndao houve diferenca no peso para ambas as espécies de
moscas, seja para o controle seja para a cocaina.

Tanto para a 62 como para 182 hora de observacédo e pesagem, as larvas controle
de C. albiceps se desenvolveram mais rapido que as expostas a droga, porém, o inverso
ocorreu com as larvas de C. putoria.

Quando as larvas atingiram 24 horas de contato com o figado, o desenvolvimento
de C. albiceps controle foi maior do que as expostas a cocaina, entretanto, ndo houve
diferenga significativa para C. putoria controle e experimento.

Na pesagem de 30 e 42 horas, verificou-se que nao houve diferencga significativa no
desenvolvimento de C. albiceps, mas as larvas de C. putoria expostas a droga se

desenvolveram significativamente mais rapido em relagéo ao controle.
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Quando foram atingidas 54 horas de exposi¢cdo no figado, ambas as espécies
expostas a cocaina obtiveram um crescimento maior em relagdo a seu controle, sendo
que as larvas de C. putoria que se alimentaram no figado contendo cocaina apresentaram

peso dobrado quando comparado ao controle.

Tabela Il -1. Peso (mg) das larvas de C. albiceps e C. putoria relacionado ao tempo (em

horas) de exposicao no figado de coelho contendo cocaina (*+dp)

C. putoria

158,4 £ 68,7b

Tempo de exposi¢ao Peso Peso
Controle (N 50) Cocaina (N 50)
y
C. albiceps 1,0 + Oa# 1,0 + Oa
C. putoria 1,0+ 0a 1,0 £ 0a
6
C. albiceps 49+ 1,4a 2,1+0,9b
C. putoria 3,9+ 1,4b 41+13a
18
C. albiceps 16,9+ 3,1a 11,2+ 4,3b
C. putoria 12,3+2,8b 13,9+ 3,5a
24
C. albiceps 31,3 +£8,0a 22,0+£6,2b
C. putoria 28,0 + 8,8a 27,3 £ 6,5a
30
C. albiceps 45,2 £ 9,5a 42,3+ 10,3a
C. putoria 38,4+76b 57,2+ 11,5a
42
C. albiceps 81,6 + 36,6a 112,1 £ 38,3a
C. putoria 107,3 + 34,5b 167,2 + 46,6a
54
C. albiceps 204,6 + 103,9b 316,2 + 81,9a

386,2 £ 74,1a

#médias com a mesma letra em andlise por linha (horizontal) ndo foram significativamente diferentes quando

o teste de comparagéao multipla de DUNCAN foi utilizado (taxa global de erro o = 0,05)
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As larvas expostas ao figado contendo cocaina iniciaram e terminaram o processo
de pupariacdo antes que as do controle, com uma diferenca entre eles do inicio ao fim
deste processo de aproximadamente 13 horas (Tabela Il - 2). Os tempos de pupariacao
das duas espécies foram significativamente diferentes entre aquelas expostas ao figado
contendo a droga e ao controle.

Tanto C. albiceps como C. putoria expostas a droga tiveram um tempo de
pupariacao (inicio e fim) significativamente mais rapido em relacdo a seus respectivos
controles. Quando as espécies foram comparadas, C. albiceps iniciou a pupariagdo com
96 horas e terminou o processo com 115 horas, enquanto C. putoria iniciou com 114 horas
e o processo foi finalizado com 138 horas (Tabela Il - 3).

Tabela Il - 2. Tempo de pupariagdo (em horas) das larvas de C. albiceps e C. putoria

relacionado a exposi¢cao a cocaina e ao grupo controle (¥)

Controle (N=10) Cocaina (N=10)
Inicio 153,6 a# 105b
Fim 1884 a 1266 b
Diferenca 34,8 a 21,6 a

#médias com a mesma letra em analise por linha (horizontal) ndo foram significativamente diferentes quando

o teste de comparagédo multipla de DUNCAN foi utilizado (taxa global de erro o = 0,05)
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Tabela Il - 3. Tempo de pupariacdo (em horas) de cada espécie de larva de mosca

exposta a cocaina (¥+dp)

Controle (N=5) Cocaina (N=5)
Inicio
C. albiceps 150 + 7,3a 96 + 0b
C. putoria 157,2 +10,7a 114 + 0b
Fim

C. albiceps 192 + 8,5a 1152+ 2,7b
C. putoria 184,8 £ 32,1a 138 + 0b
Diferenca

C. albiceps 42 + 4,2a 19,2+ 2,7b
C. putoria 27.6 + 29.6a 24 + 0a

#médias com a mesma letra em analise por linha (horizontal) ndo foram significativamente diferentes quando

o teste de comparagéao multipla de DUNCAN foi utilizado (taxa global de erro o = 0,05)

As diferencas entre o tempo de emergéncia dos adultos foram significativas para
ambas as espécies expostas a droga. A diferenca do tempo em horas em relagcdo ao
controle foi de aproximadamente 60 horas. Embora tenha ocorrido a diferenga entre o
controle e o experimento para as espécies, quando estas foram comparadas entre si, a
diferenca nao foi significativa. E, apesar de C. putoria ter empupado em tempo posterior a
C. albiceps, ndo houve diferenca significativa na emergéncia, ou seja, ambas emergiram
praticamente com 216 horas (Tabela Il - 4).

Tabela Il - 4. Tempo de emergéncia (em horas) de cada espécie de mosca exposta a

cocaina (*+dp)

Espécie/droga Controle (N=10) Cocaina (N=10)
C. albiceps 273,6 + 13,1 216,8+1,8
C. putoria 276 £8,5 216+ 0

Foi verificado se a presenca da droga influenciou a mortalidade para cada estagio
de desenvolvimento: sobra, morte 1 (larva), morte 2 (pupa) e adulto ndo emergido (adulto).
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Considera-se sobra, as larvas que restaram da exposicao ao figado e foram colocadas
numa dieta artificial, lembrando que a quantidade inicial no estudo era 100 larvas/pote. A
morte 1 € a fase quando as larvas comecaram a empupar, a morte 2 esta relacionada com
quantidade de larvas que ndao empuparam e morte 3, as pupas que morreram ou adultos
que nao emergiram (Tabela Il - 5).

A mortalidade de C. albiceps controle foi maior que a de C. albiceps exposta a
droga desde o momento da passagem do figado para a dieta artificial (sobra) até a
mortalidade pupal (morte 2). Apenas na morte 3, porcentagem de adultos ndo emergidos,
foi maior para C. albiceps do grupo experimental. O mesmo ocorrendo para C. putoria.

As diferencas do tempo de duracdo do estagio larval e pupal e a mortalidade foram
significativamente menores para ambas espécies expostas a cocaina do que as do
controle, o que mostra a influéncia desta no desenvolvimento dos dipteros (Tabela Il — 6 e
Il-7).

Tabela Il - 5. Mortalidade (porcentagem) larval, pupal e adultos ndo emergidos para cada

espécie de mosca relacionada a cocaina (¥+dp)

Sobra Morte 1 Morte 2 Morte 3
Controle (N=5)
C. albiceps 64,6 = 14,1b# 15,4+ 14,1b 1+1,4b 1,8+1,1a
C. putoria 53 + 25,9a 27 +25,9a 4,4 +3,7a 10 + 5,5a
Cocaina (N=5)
C. albiceps 79,6 £0,9a 0,4+ 0,9 0+0b 2,6+1,7a
C. putoria 74 +0,9a 6,0 + 4a 2,4 +3,6a 24 +1,1b

#médias com a mesma letra em andlise por linha (horizontal) ndo foram significativamente diferentes quando

o teste de comparacéao multipla de DUNCAN foi utilizado (taxa global de erro o = 0,05)
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Tabela Il — 6. Duragédo do estégio larval, mortalidade larval, duragdo do estagio pupal,
mortalidade pupal e mortalidade total para as colénias de Chrysomya albiceps criadas em

figados de coelhos contendo concentragao 2x letal de cocaina

Controle Cocaina

Duragéo do estagio larval (h) 150 96

Mortalidade larval (%) 15 0,4
Duracgao de pré-pupa para pupa (h) 42 19
Mortalidade pupal (%) 1 0

Tempo de exposigao no figado até 273 216

emergéncia do adulto (h)
Mortalidade total (%) 16 0,4

Foi feita uma comparacdo na taxa de desenvolvimento do estégio larval, pupal e
emergéncias das moscas que foram expostas a cocaina e com o grupo controle (anexos 1
e 2).

Tabela Il - 7. Duragdo do estagio larval, mortalidade larval, duracdo do estagio pupal,
mortalidade pupal e mortalidade total para as colénias de Chrysomya putoria criadas em

figados de coelhos contendo concentragao 2x letal de cocaina

Controle Cocaina

Duracgéao do estagio larval (h) 157 114
Mortalidade larval (%) 27 6
Duracgao de pré-pupa para pupa (h) 27 24
Mortalidade pupal (%) 4 2

Tempo de exposigéao no figado até 276 216

emergéncia do adulto (h)

Mortalidade total (%) 31 8
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2.5 Discussao

A andlise detalhada de espécies de moscas presentes num corpo em
decomposicado e de dos seus estagios de desenvolvimento associada ao conhecimento
das condi¢bes ambientais do local da morte, podem ser uma informagéao util do ponto de
vista forense para a estimativa do tempo de morte, movimento do corpo ap6s a morte de
um local para outro, presenca de injurias antemortem e como sera discutida, a informacao
de drogas ou toxinas presentes no corpo (GOFF & LORD, 1994).

Através dos resultados obtidos, verificou-se que a presenca de uma substancia
“estranha” ao organismo pode fazer com que haja uma alteracdo no padrdao de
desenvolvimento dos insetos utilizados em investigacdes forenses.

Em um experimento preliminar, foram testadas 3 (trés) concentracdes diferentes de
cocaina nos coelhos: 2x letal (2x DL 50), letal (DL 50) e sub-letal (DL 25). Como houve
uma alteracdo no padrdo de desenvolvimento das larvas independente da dose
administrada optou-se por trabalhar apenas com uma concentracdo. A mesma situacéo foi
observada por GOFF et alii (1989) que detalharam os efeitos da cocaina na taxa de
desenvolvimento de Boettcherisca peregrina Robineau-Desvoidy (Diptera: Sarcophagidae)
e nao houve diferenga significativa na taxa de desenvolvimento larval relacionada as
diferentes concentragbes da droga e as colénias tiveram um desenvolvimento similar,
havendo uma diferenca entre as col6nias criadas em tecidos contendo a droga e as do
controle.

Neste experimento foi observada uma variacdo na alteracdo do peso de acordo
com o tempo de exposicao das larvas no substrato e também de espécie para espécie (C.
albiceps e C. putoria). Esta variacao provavelmente esta relacionada com a reacao do
organismo da larva, seja na excrecao ou bioacumulacdo da droga e de cada espécie
propriamente dita.

A presenca de cocaina no figado dos coelhos produziu a diminuigdo da duracao do
estagio larval de C. albiceps e C. putoria que se alimentaram nele.
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No estudo feito por GOFF et alii (1989) as primeiras diferencas detectaveis no
desenvolvimento apareceram com 30 horas de exposicdo. O mesmo ocorrendo no
presente estudo, principalmente para C. putoria.

O réapido desenvolvimento continuou até as 54 horas de exposicdo (Ultima
pesagem) e foi verificado até o periodo de pré-pupa.

O inicio e o final do processo de pupariagdo ocorreu mais cedo nas colénias que se
alimentaram nos tecidos de coelhos contendo a cocaina do que no controle, com isso, a
duracao do estagio pupal foi significativamente menor.

Os adultos do tratamento também emergiram antes que os do controle sendo a
diferenga altamente significativa, uma vez que houve uma diferenga de mais de 2 dias.

A mortalidade dos adultos também foi influenciada pela droga, sugerindo que a
presenca da droga nestas espécies pode contribuir para uma diminuicdo da mortalidade
quando relacionada ao grupo controle.

Esses resultados tém uma importante implicacdo para a estimativa do IPM feita
através de técnicas entomoldgicas nos casos envolvendo cocaina. Primeiramente porque
se um individuo fez uso de cocaina antes de sua morte, provavelmente a droga ou um dos
seus metabdlitos estara presente no organismo e a probabilidade de larvas que se
alimentaram do tecido deste individuo ingerir quantidades de droga € alta. Segundo, para
a estimativa do IPM muitas vezes até os minutos sdo importantes e o que se verifica aqui
€ uma diferenca em horas e até dias. GOFF et alii (1989) demonstraram que a presenca
de cocaina e benzoilecgonina ou ecgonina nas larvas de B. peregrina podem acelerar a
taxa de desenvolvimento em 12 a 18 horas entre 30 e 78 horas de exposicao, adiantando
assim o processo de pupariacdo. Num experimento utilizando heroina (GOFF et alii,
1991a) houve uma diferenca de aproximadamente 29 horas no periodo larval, entretanto,
no periodo de pupariagdo o processo foi entre 18 a 36 horas mais demorado para as
larvas do tratamento quando comparado com as do controle.

BOUREL et alii (1999) trabalharam com 3 (trés) concentracdes de morfina utilizando
espécimes de Lucilia sericata Meigen (Diptera: Calliphoridae) e relataram que as larvas
criadas no controle e as larvas criadas nas concentracbes mais baixas tiveram um

desenvolvimento similar, enquanto que as larvas criadas na concentragdo mais alta
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apresentaram um padrdo de desenvolvimento mais lento que o controle. Isto sugere que a
presenca de morfina em tecidos parece retardar o crescimento normal da mosca durante
estagios larvais. Esses resultados diferem dos encontrados por GOFF et alii (1989) que
trabalhou com sarcofagideo, e por nés que utilizamos duas espécies de califorideo no
presente estudo, onde as larvas do tratamento exibiram um desenvolvimento mais rapido
que as controle, ou seja, a droga parece acelerar o desenvolvimento.

PIEN et alii (2004) trabalharam com trés diferentes concentragées de nordiazepam,
usando como estudo espécimes de Calliphora vicina Robineau-Desvoidy (Diptera:
Calliphoridae). A concentracdo de nordiazepam na dieta afetou a concentracdo de
nordiazepam e oxazepam detectada na larva e no pupario. O aumento da concentracao
de droga nas larvas foi observado com o aumento de concentracdo de nordiazepam na
dieta. Foi observada uma variacdo na concentracao de acordo com o tempo de exposicao
a dieta. Diferencas significativas foram observadas e os maiores picos de concentracédo
da droga foram registrados no dia 4. Os niveis de concentracao tiveram um declinio nos
dias 5 e 6 e a partir do 7° e 8° dia de exposicao, nao foi possivel detectar a droga e nem
seu metabdlito respectivamente na larva. A droga também pode ser detectada nos
puparios vazios, embora em uma concentracdo baixa. A deteccdo da droga e seu
metabdlito nos puparios vazios sugere que a metabolizacdo e a bioacumulagdo pode
ocorrer, descartando a hip6tese de excrecado neste caso. Foi observado um efeito minimo
no desenvolvimento e peso larval quando comparado ao controle, ndo sendo este
significativo.

Em outro trabalho com Calliphora vicina o mesmo efeito foi observado no que diz
respeito a deteccao da droga, apresentando um pico relacionado com os dias 2-4 de
exposicdo na dieta contendo a droga. Varias concentracdes de paracetamol foram
testadas e ndo houve diferenca significativa entre as diferentes doses da droga, a ser
guando comparadas ao controle (O BRIEN & TURNER, 2004).

Desta forma, estes dados sugestionam que ha diferentes respostas pela presenca
da droga para sarcofagideos e califorideos e que dentro da prépria familia ocorre uma
variagdo, haja vista a ocorréncia de diferencas sistematicas. Embora estudos de
entomotoxicologia tenham sido feitos com poucas espécies de moscas, podemos assumir
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que variagbes similares também existam para demais espécies de Diptera que se
alimentem em tecidos contendo cocaina.

Assim, a falta de dados relacionados a presenca de drogas em uma estimativa
baseada no padrao de desenvolvimento normal de C. albiceps e C. putoria poderia
acarretar um grande erro e ser significativamente diferente do tempo real de morte.

Podemos dizer que embora os tecidos do corpo contenham a droga, a analise
toxicolégica é feita em sua maioria apenas de maneira qualitativa, pois a quantificacao por
GC-MS muitas vezes ndo € possivel devido a interferéncia dos produtos da
decomposicdo. Os insetos, principalmente larvas, provém uma amostra com menos
contaminantes, pois nao apresentam produtos de decomposicdo, nado ocorrendo
interferéncia nos resultados (NOLTE et alii, 1992); assim sendo a analise qualitativa é

facilitada.

2.6 Conclusao

Os efeitos da droga em C. albiceps e C. putoria podem alterar o tempo requerido
para o desenvolvimento e gerar erros na estimativa do IPM utilizando técnicas/métodos
entomoldgicos.

A informacao toxicolégica combinada com dados entomolégicos e do local da cena
de morte e da necropsia sdo essenciais na determinacdo de envenenamento ou da
utilizacdo da droga como causa de morte e na estimativa do IPM.

De modo geral, a cocaina acelerou o desenvolvimento larval e pupal de C. albiceps

e C. putoria.
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CAPITULO lll - A DETECCAO E O EFEITO DA ANFEPRAMONA NO
DESENVOLVIMENTO DE FORMAS IMATURAS E ADULTAS DE CHRYSOMYA
ALBICEPS E CHRYSOMYA PUTORIA, DUAS ESPECIES DE VAREJEIRAS DE

INTERESSE FORENSE

As anfetaminas e metanfetaminas sdo consideradas drogas de abuso em varios
paises como Estados Unidos e Japao, ocorrendo freqlientemente também na Europa
(MELGAR & KELLY, 1993; TANAKA et alii, 1994).

Anfetaminas sdo usadas com propdsitos médicos, primeiramente para o tratamento
de narcolepsia' e hipercinesia? em criancas e também como inibidores de apetite. Atuam
no sistema nervoso central e podem causar euforia. Em casos de abuso, amostras de
urina sao analisadas, enquanto que para analise pdés-morte amostras de sangue sao
utilizadas (GJERDE et alii, 1993). ApGs a ingestdo, as drogas sao metabolizadas e podem
ser detectadas em amostras de urina por 72 horas (GOLDBERGER & CONE, 1994).

Contudo, pouco é conhecido sobre sua toxicologia. Nao ha muitos estudos sobre as
condicdes do organismo apds a morte e apenas alguns casos tém sido publicados, a sua
maioria na literatura japonesa. Nos Estados Unidos, quando comparado com os casos de
cocaina, o seu uso € relativamente modesto. Porém, em Sao Francisco, as mortes
relacionadas com anfetaminas ocorrem com certa regularidade (KARCH et alii, 1999).

A anfepramona, um tipo de anfetamina utilizada neste experimento, € uma
substancia com acdo semelhante a noradrenalina, agindo sobre o0s sistemas
cardiovascular e nervoso central. As anfepramonas geralmente s&o utilizadas como
inibidor de apetite ou quando misturadas a outras substancias, transformam-se nos
rebites, que sdo comumente utilizados por caminhoneiros, principalmente no Brasil, para

nao dormirem na estrada.

Narcolepsia € uma sindrome neurolégica crénica, de causa desconhecida, caracterizada por
sonoléncia excessiva durante o dia, cataplexia, paralisia de sono, alucina¢des hipnagogicas e sono noturno

perturbado.

2 Hipercinesia: Desordem por Défice de Atengado com Hiperatividade (DDAH),
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Elas podem retardar o metabolismo das catecolaminas, acarretando o seu acumulo
no organismo, trazendo como consequéncias um estado clinico de intenso vaso-
constricdo, hipertensdo, taquicardia e agitacdo. Ataques convulsivos podem ser
observados apés uma overdose de anfepramonas (BETRIS, 1997). O metabolismo da
anfepramona, também conhecida como dietilpropiona, e a excrecdo da droga e seus
metabdlitos tém sido investigada por pesquisadores, entretanto, encontraram dificuldades
na separacao dos compostos, pois alguns sao instaveis e por esta razao interpretada de
maneiras diversas (BECKET & STANOJCIC, 1987). Alguns medicamentos como o
Dualid® S; Hipofagin® S; Inibex® S e Moderine® contém a anfepramona.

As anfetaminas formam uma classe de varias substancias, algumas com indicacdes
médicas e venda controlada e outras fabricadas em laboratérios clandestinos e
consideradas drogas ilicitas. No Brasil a maior parte da anfetamina consumida é vendida
legalmente em farmacias, na forma de comprimidos ou capsulas. No Japao, Australia e
costa leste dos Estados Unidos aparece na forma de pé branco refinado e de pedras
translucidas, chamadas de ice (gelo) ou cristal. S&o as anfetaminas modificadas, ou
metanfetaminas (site: Alcool e Drogas sem Distorgdo (www.einstein.br/alcooledrogas)

Programa Alcool e Drogas (PAD) do Hospital Israelita Albert Einstein, acesso em outubro
de 2004)

Em um estudo realizado nos Estados Unidos foram verificados os tipos de morte e
sua porcentagem. A morte acidental pelo uso de droga (54%), no caso metanfetamina foi
significativamente maior que as demais: acidental por trauma (10%), natural (9%), suicidio
(12%), homicidio (10%) e indeterminada (5%), 0 que mostra a importancia de pesquisar
mais esse tipo de substancia (KARCH et alii, 1999).

O consumo destas drogas no Brasil chega a ser alarmante, tanto que até a
Organizacao das Nacdes Unidas vem alertando o Governo brasileiro a respeito. Por
exemplo, entre estudantes brasileiros do 1° e 2° graus das 10 maiores capitais do pais,
4,4% revelaram ja ter experimentado pelo menos uma vez na vida uma droga tipo

anfetamina. O uso frequente (6 ou mais vezes no més) foi relatado por 0,7% dos
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estudantes. Este uso foi mais comum entre as meninas. Outro dado preocupante diz
respeito ao total consumido no Brasil: em 1995 atingiu mais de 20 toneladas, o que
significa muitos milhdes de doses (site: www.falandoseriosobredrogas.org.br/anfetaminas,

acesso em outubro de 2004).

3.1 Material e métodos

Neste ensaio, foram utilizados 9 coelhos domésticos brancos (pois um coelho
morreu antes do inicio do experimento), machos, com variacao de peso entre 2,8-3,0 Kg,
obtidos na Fazenda Floresta situada em Porto Feliz, SP. A metodologia foi modificada
segundo GOFF et alii (1989). Os animais foram mantidos no biotério do departamento por
1 semana antes do inicio do experimento, foram pesados, colocados em gaiolas isoladas
e alimentados com ragao e agua.

A LD 50 para coelhos é de 16mg / K (MSDS, 1991). A droga utilizada no ensaio foi
anfepramona (anfepramona) 98%, obtida no centro de intoxica¢cdes do HC/UNICAMP. No
experimento, os coelhos receberam dosagem de 110mg (dose 2x letal). A anfepramona foi
diluida em 2,5 ml de solugao salina e administrada via endovenosa através da orelha dos
coelhos. No controle, cada coelho recebeu apenas 2ml de solugdo salina. Ap6s 30
minutos da administracdo da droga, os coelhos foram mortos mecanicamente, sem
nenhuma lesdo superficial, evitando o extravasamento de sangue. Em seguida foi
realizada a necropsia para a retirada das amostras. Foram coletadas amostras de sangue,
coracéo, figado, urina e pulméao, as quais foram acondicionadas em frascos de vidro,
identificadas e congeladas para posterior preparacéao para a andlise toxicologica utilizando
o GC-MS. Mais duas amostras do figado de cada coelho foram coletadas e expostas para
as larvas de duas espécies de dipteros pertencentes a familia Calliphoridae: Chrysomya
albiceps (Wiedemann) e Chrysomya putoria (Wiedemann), que foram colonizadas em
laboratério. As espécies foram colocadas separadamente nas amostras de figado.
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3.2 Experimento com dipteros

Para cada amostra de figado foram utilizadas 100 larvas de 1° instar da mesma
oviposicao de cada espécie, com aproximadamente 10 horas de eclosdo. Esse material foi
colocado em potes plasticos cobertos com organza e levado para uma sala de criagao
com temperatura ambiente. Em intervalos de 6 horas, amostras de 10 larvas de cada
espécie em todas as réplicas e controle foram pesadas individualmente até completarem
54 horas. Quando as 54 horas foram atingidas, 10 larvas de cada espécie foram coletadas
e colocadas em frascos de vidro e congeladas para depois serem analisadas
toxicologicamente. As larvas restantes foram retiradas do figado, contadas para
determinacao da mortalidade e expostas em uma dieta artificial contendo levedo de
cerveja, leite em po, caseina, agar, nipagim e agua (LEAL et alli, 1982) para continuarem
e completarem o seu desenvolvimento. O tempo de pupariagdo (inicio e fim) foi
observado, bem como o tempo de emergéncia do adulto e, ainda coletou-se adultos e
puparios para posterior andlise cromatografica. A longevidade e mortalidade de cada

espécie também foram verificadas.

3.2.1 Analise estatistica

A analise dos dados relacionados aos experimentos com dipteros e drogas foi feita
através do programa estatistico S.A.S. (S.A.S. Institute, Inc., 1987).

Para a andlise de variancia (ANOVA), utilizou-se o procedimento PROC GLM
(Modelos Lineares Gerais); para o teste “t” student, foi utilizado o PROC TEST e para a
correlacdo, o PROC CORR.

O teste F de comparacées multiplas de Duncan, foi usado para se verificar
possiveis diferengas entre as meédias, para cada fator ou varidvel estipulada. Foram
analisados os seguintes fatores: o crescimento (peso) das larvas apds sua exposi¢ao no
figado contendo droga e controle, a espécie de mosca, a droga utilizada, o tempo de

exposicdo no figado, as interacbes espécie*droga, espécie*tempo e droga*tempo e a
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variavel resposta foi o peso da larva (mg), o tempo de pupariacdo (horas), o tempo de
emergéncia (horas) e a mortalidade.

3.3 Preparacao e extracao de anfepramona das amostras de tecidos de coelhos e
de dipteros

A metodologia utilizada para a extragdo da anfepramona e para as amostras
controle foi modificada segundo BECKETT & STANOJCIC (1987).

Foram preparadas amostras de sangue, figado, pulm&o, coracéo e urina (coelho) e
larvas, puparios e adultos (moscas) para injecao no GC-MS.

Um (1)g ou 1ml de amostra de coelho foi pesado, triturado no politron (moinho de
tecidos) e em seguida, homogeneizado em vortex com meio (0,5) ml de hidroxido de
amonia, para tornar a amostra alcalina. Em seguida, a amostra foi extraida 3x4ml de
cloroférmio, sendo que a cada extracdo a amostra foi agitada por 1 minuto e centrifugada
5 minutos a 3.000 RPM. A agua da amostra foi retirada utilizando-se sulfato de sédio
anidro. A amostra foi entdo colocada para secar num rotaevaporador a 40°C.
Ressuspendeu-se a amostra com 100ul de diclorometano. A injecdo no cromatégrafo foi
feita logo em seguida. A mesma metodologia foi utilizada para as amostras de dipteros,
entretanto, ao invés de 1g ou 1ml foram pesados 10 exemplares de cada fase: larva,
pupario e adulto.

3.3.1 Preparacao da curva padrao

5mg de anfepramona puro (p6) foram diluidos em 50ml de metanol, produzindo
uma solucéao “mae”. Foram retiradas oito aliquotas diferentes (100ul, 80ul, 60ul, 40ul, 20ul,
10ul, 5ul e 1ul) da solugcédo (equivalentes a ug/ml) e diluidas em 50ul de diclorometano
para a obtencao dos pontos da curva de calibracao/ padréao. Em seguida, foi feita a injecéao
de 2ul da amostra no GC-MS. Foi feito um gréfico e através deste, foi obtida a equacgéo da
reta. A curva de calibragdo de anfepramona pura apresentou um R? = 0,92 e sua equagio
foi y = 2E+06x.
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3.3.2 Analise no GC-MS das amostras contendo anfepramona

A analise de cromatografia gasosa-espectrometria de massa foi realizada em um
cromatdgrafo Hewelett Packard®-5890 série II, acoplado a um detector seletivo de massa
HP 5970 com uma coluna capilar S-5 30mx0,32mmx0,25u (Sigma). O programa de
temperatura utilizado foi: 150-300°C 6°C /min — temperatura do injetor : 250°C, sem razao
de divisao durante 0,25 min, com fluxo de He : 1 ml/min (OKEKE et alii, 1994). O ion
utilizado para a determinacdo da anfepramona na anadlise foi o m/z 100. O tempo de
retencao (pico) aconteceu em 6 minutos e 89 segundos (6,89).

3.4 Resultados

A diferenca no crescimento das larvas de dipteros néo foi significativa em relacao
ao controle na 12 hora de observacao e pesagem. Com 6 horas de exposi¢cao, as larvas de
C. albiceps presentes no figado com anfepramona ndo apresentaram crescimento
significativo em relacdo as do controle e, para C. putoria, tanto o controle como o
experimento tiveram um crescimento similar. E, com 18 horas pode-se verificar que a
anfepramona influenciou o crescimento de C. putoria quando comparada ao controle, ndo
ocorrendo 0 mesmo com C. albiceps.

Até o fim das 54 horas as larvas de C. albiceps que se alimentaram no figado
contendo droga nao apresentaram crescimento significativo em relagéo ao controle.

A partir de 24 horas de contato com a anfepramona, houve uma diferenca
significativa no desenvolvimento das larvas de C. putoria em relagcdo ao controle, sendo

qgue no fim das 54 horas, o seu peso era quase o dobro do controle (Tabela Ill - 1).
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Tabela Ill - 1. Peso (mg) das larvas de C. albiceps e C. putoria relacionado ao tempo (em

horas) de exposi¢cao no figado de coelho contendo anfepramona (*+dp)

Tempo de exposi¢ao Peso Peso
Controle (N 50) Anfepramona (N 40)
y
C. albiceps 1,0 £ Oa# 1,0 £ 0a
C. putoria 1,0 + 0a 1,0 + 0a
6
C. albiceps 49+ 1,4a 1,8+0,8b
C. putoria 39+14a 3,8+1,5b
18
C. albiceps 16,8 £ 3,1a 11,1 £ 3,5b
C. putoria 12,3+2,9b 26 £ 9,9a
24
C. albiceps 31,3+ 8,0a 22,8 £6,5b
C. putoria 27,9+8,8b 46,2 + 13,52
30
C. albiceps 45,2 +9,5a 34,4 +£12,2b
C. putoria 38,4 +7,6b 54,8 + 21,7a
42
C. albiceps 81,6 + 36,6a 86,6 + 44,7a
C. putoria 107,3 + 34,50 186,6 + 113,1a
54
C. albiceps 204,6 + 103,9a 192,2 + 138a
C. putoria 158,4 + 68,6b 294,1 +137,9a

#médias com a mesma letra em analise por linha (horizontal) ndo foram significativamente diferentes quando

o teste de comparagéao multipla de DUNCAN foi utilizado (taxa global de erro o = 0,05)

Quando a variavel estudada foi a espécie, nao houve diferenca significativa tanto
para o inicio como para o fim da pupariacdo para C. albiceps. Ja para C. putoria, as
diferencas no tempo de pupariacao foram significativas, com as larvas do experimento

empupando mais rapidamente que as controle (Tabela Il - 2 e Il - 3).
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anfepramona ()

Tabela Ill - 2. Tempo de pupariagdo (em horas) das larvas relacionado a exposicao a

Controle (N=10)

Anfepramona (N=8)

Inicio
Fim

Diferenga

153.,6 (a)#
188,4 (a)
34,8 (a)

132 (b)
168 (b)
36 (a)

#médias com a mesma letra em analise por linha (horizontal) ndo foram significativamente diferentes quando

o teste de comparagédo multipla de DUNCAN foi utilizado (taxa global de erro o = 0,05)

Tabela Ill - 3. Tempo de pupariacao (em horas) de cada espécie de larva de mosca

exposta a anfepramona (= +dp)

Controle (N=5) Anfepramona (N=4)
Inicio
C. albiceps 150 + 7,3a 156 + 30,9a
C. putoria 157,2+10,7a 108 + 13,8b
Fim

C. albiceps 192 + 8,5a 186 + 40,9a

C. putoria 184,8 + 32,1a 150 +22,9b
Diferenga

C. albiceps 42 +42a 30+12b

C. putoria 27,6 +29,6b 42 +12a

#médias com a mesma letra em analise por linha (horizontal) ndo foram significativamente diferentes quando

o teste de comparagéao multipla de DUNCAN foi utilizado (taxa global de erro o = 0,05)

Foi observado que o tempo de emergéncia para ambas as larvas que estiveram em
contato com a anfepramona foi menor que o grupo controle, embora a diferenca ndo tenha
sido significativa para C. albiceps, enquanto que para C. putoria foi altamente significativo,

com uma diferenga de 48 horas entre o grupo experimental e o controle (Tabela Ill - 4)
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Tabela Il - 4. Tempo de emergéncia (em horas) de cada espécie de mosca para cada

droga de abuso utilizada (*+dp)

Espécie/droga Controle (N=10) Anfepramona (N=8)
C. albiceps 273,6 + 13,1 267 + 46,3
C. putoria 276 £8,5 228 + 13,8

A mortalidade foi significativamente menor para todas as variaveis estudadas para
C. albiceps e C. putoria expostas a anfepramona do que as do grupo controle (Tabela Il —
51-6elll-7).

Tabela Ill - 5. Mortalidade (porcentagem) larval, pupal e adultos ndo emergidos para cada

espécie de mosca relacionados a anfepramona (¥=+dp)

Sobra Morte 1 Morte 2 Morte 3
Controle (N=5)
C. albiceps 64,6 £ 14,1b# 15,4+ 14,1b 1+1,4b 1,8+1,1a
C. putoria 53 + 25,8a 27 +25,9a 4,4 +3,8a 10 £ 5,5a
Anfepramona (N=4)
C. albiceps 50+17,1b 30+17,1a 6,0 £ 2,9a 8,5+4,8b
C. putoria 57 +12,1a 23+ 12,1a 13+2,9a 17,5+ 8,4a

#médias com a mesma letra em andlise por linha (horizontal) ndo foram significativamente diferentes quando

o teste de comparagéao multipla de DUNCAN foi utilizado (taxa global de erro o = 0,05)
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Tabela Ill - 6. Duragdo do estagio larval, mortalidade larval, duracdo do estagio pupal,
mortalidade pupal e mortalidade total para as colénias de Chrysomya albiceps criadas em
figados de coelhos contendo concentracédo 2x letal de anfepramona

Controle Anfepramona

Duragéo do estagio larval (h) 150 156
Mortalidade larval (%) 15 30

Duracgao de pré-pupa para pupa (h) 42 30
Mortalidade pupal (%) 1 6

Tempo de exposigao no figado até 273 267

emergéncia do adulto (h)
Mortalidade total (%) 16 36
Tabela Ill - 7. Duragédo do estagio larval, mortalidade larval, duracdo do estagio pupal,

mortalidade pupal e mortalidade total para as colénias de Chrysomya putoria criadas em
figados de coelhos contendo concentracédo 2x letal de anfepramona

Controle Anfepramona
Duracgéao do estagio larval (h) 157 108
Mortalidade larval (%) 27 23
Duracgao de pré-pupa para pupa (h) 27 42
Mortalidade pupal (%) 4 13
Tempo de exposigéo no figado até 276 228
emergéncia do adulto (h)

Mortalidade total (%) 31 36

Foi feita uma comparacdo na taxa de desenvolvimento do estagio larval, pupal e
emergéncias das moscas que foram expostas a anfepramona e com o grupo controle

(anexos 3 e 4).
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Todas as amostras analisadas de sangue, figado, coragdo, pulmdo e urina dos
coelhos que receberam a droga foram positivas para a anfepramona. As amostras controle

injetadas foram negativas para a anfepramona.
A quantificacao foi feita de acordo com a area obtida do pico de retencao da droga

e aplicou-se a reta da equagdo da curva de calibracdo padrdo para a obtengdo da

concentracao (ug/ml) (Tabela Il -8 e 1l - 9).

Tabela Il - 8. Concentragcédo (ug/ml) de anfepramona detectada em amostras dos coelhos
que receberam a droga em relagcdo a concentragdo encontrada na curva de calibracao

pela analise no GC-MS

Concentracdo  Area obtida Sangue (%) Coragdo (¥) Pulmdo (¥) Figado (*) Urina (¥)

0 0 0 0 0 0 0
0,1 6346751 1,207091 2,670521 0,502091
0,2 6630161
0,5 7895750 3,642214
1 10193157
2 11370793
5 15008125
41,753553

As amostras de sangue apresentaram uma concentracao menor de anfepramona

quando comparadas com as da urina, embora a administracao da droga tenha ocorrido via

endovenosa.

63



Tabela Il - 9. Concentracao (ug/ml) de anfepramona detectada em amostras de larvas,
puparios e adultos de Chrysomya albiceps e Chrysomya putoria em relacdo a
concentracao encontrada na curva de calibragcédo pela analise no GC-MS

Concentragao Area Larva C. Pupa C. Adulto C. Larva C. Pupa C. Adulto C.

obtida albiceps albiceps albiceps putoria putoria putoria
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

0 0 0 0 0 0 0
0,1 6346751 0,18554  0,155061 0,005273  1,901635 0,161572  0,018987
0,2 6630161
0,5 7895750
1 10193157
2 11370793
5 15008125

3.5 Discussao

Uma toxina ou droga pode ser detectada na larva quando a taxa de absorcao
excede a taxa de eliminacao (INTRONA et alii, 2001), mas o resultado negativo na analise
toxicolégica do material entomoldgico nao significa que o substrato no qual as larvas se
alimentaram esteja livre de drogas.

Estudos dos efeitos de drogas no desenvolvimento de dipteros vém contribuindo
para uma estimativa de intervalo p6s- morte (IPM) mais acurada. Para a anfepramona, foi
verificado um dado interessante com resultados opostos para as duas espécies de
moscas estudadas. Durante a exposigcdo no substrato, ndo houve diferenca significativa
para as larvas de C. albiceps em relagdo ao controle, mantendo a taxa de crescimento
igual ou abaixo do controle. Por outro lado, para C. putoria, logo com 18 horas de
exposicao no figado contendo a droga ja pode ser observado um crescimento significativo
em relacdo ao controle, atingindo o apice com 54 horas. Esses dados mostram que a
anfepramona alterou o padrao de crescimento de ambas moscas, todavia, retardou o
crescimento de C. albiceps e acelerou o de C. putoria. Com isso ficou claro que apesar de
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pertencerem a mesma familia, apresentam susceptibilidade ou sensibilidade diferente a
anfepramona, ou seja, cada espécie pode reagir de maneira diferente a mesma droga e
sua concentracao durante o estagio larval. Entretanto, no estagio pupal, tanto C. albiceps
como C. putoria criadas no substrato contendo droga iniciaram e finalizaram o processo
antes do controle.

A diferenca no tempo de emergéncia foi significativa para C. putoria criada no
substrato com a droga.

Cada fase de desenvolvimento: larval, pupal e adulta, foi influenciada e comportou-
se de maneira diferente em presenca da droga, sugerindo que ndo podemos estabelecer
um padrdo geral de crescimento da mosca, e sim para cada fase de desenvolvimento.
Provavelmente esta alteracdo esteja ligada ao tempo de permanéncia de cada fase em
contato com a droga e ao proprio metabolismo.

GOFF et alii (1992) trabalharam com diferentes concentragdes de droga e
demonstraram que a presenca de metanfetamina acelerou o crescimento larval apenas
nas larvas criadas em tecidos contendo a dose letal; as larvas da concentragao sub-letal
tiveram um desenvolvimento mais lento que as do controle. Os autores também
registraram que houve uma relagcdo entre a concentracdo de metanfetamina e anfetamina
nos tecidos e a duracao do estagio pupal. Em 1997, GOFF et alii observaram o efeito do
3-4 metilenodioxiametanfetamina (MDMA), conhecido como “ecstasy”, onde baixas
concentracdes da droga retardaram o crescimento das larvas. Em ambos estudos foram
utilizados espécimens de Parasarcophaga ruficornis Fabricius (Diptera: Sarcophagidae).

Num estudo utilizando morfina (BOUREL et ali, 2001), as concentracdes
encontradas no pupario foram altas quando comparadas a dos adultos mas considerada
baixa quando comparada com as concentracdes nas larvas.

Nao foi encontrada nenhuma correlacdo entre a concentracdo de anfepramona
presente nos tecidos de coelhos com a concentracdo na larva que se alimentou no
substrato. INTRONA et alii (1990) em um estudo experimental observou uma correlacao
entre as concentragdes obtidas nas diferentes amostras, mas muitos pesquisadores nao
tém verificado qualquer correlacao entre elas (GOFF & LORD, 1994, POUNDER, 1991 e
KINTZ et alii, 1990). Esta variacdo no resultado ocorre provavelmente porque o
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metabolismo da droga pela larva parece variar de acordo com o estidgio de
desenvolvimento (instar 1, 2 e 3).

TRACQUI et alii (2004) participaram de necropsias onde substancias organicas
(benzodiazepinicos, barbitdrios, antidepressivos, opiaceos, canabindides, etc) foram
detectadas em larvas necrofagas que se encontravam nos corpos. Foram 29 necropsias e
nao foi observada correlacdo entre a concentracdo da droga nas amostras de larvas
versus as amostras de tecidos humanos. Os autores analisaram as larvas separadamente
e depois foi feita uma andlise comparativa com amostras de larvas retiradas de cada
regidao do corpo humano e também do érgao ou tecido de onde foram coletadas. As
diferencas entre as concentragcées foram muitas e ndo reproduziveis de um caso para
outro. Assim, 0s autores sugerem que o0s insetos sejam utilizados somente como
amostras qualitativas.

A utilizagdo de larvas necréfagas para a determinacdo do modo de morte e
estimativa do IPM é interessante pois elas passam todos os seus estagios no corpo, que
serve como fonte protéica, se alimentando ativamente neste. Ja, nos casos onde o tempo
de morte é grande, os Unicos materiais abundante sdo os puparios dos insetos. Estes
permanecem na mesma condi¢cao diante de variagbes climaticas e sdo viaveis um bom
tempo apo6s a emergéncia do adulto (BOUREL et alii, 2001).

Os resultados do presente estudo e dos varios pesquisadores vém confirmar a
necessidade da investigacdo toxicolégica com diferentes espécies de moscas ou até
mesmo outros insetos necrofagos.

Podemos dizer que a taxa de desenvolvimento de C. albiceps e C. putoria foi
afetada pela presenca da anfepramona, mas o seu efeito depende do estagio do ciclo de
vida em que a mosca se encontra.

MUSVASVA et alii (2001) investigaram se a presenca de diferentes concentracoes
de metohexital de sédio e a hidrocortisona em figado de galinha altera o desenvolvimento
de Sarcophaga tibialis Macquart (Diptera: Sarcophagidae). Foi observado que tanto o
metohexital como a hidrocortisona significativamente retardaram o desenvolvimento das

larvas, especialmente nas baixas dosagens. Embora tenha sido verificada uma alta
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mortalidade especialmente no experimento com metohexital estatisticamente ndo houve
nenhuma diferenca para a mortalidade em todos os estagios de desenvolvimento.

O experimento acima descrito trouxe um dado interessante para a entomologia
forense que esta relacionado com o processo de hormesis® ou oligohormesis. Nos
experimentos com cocaina (GOFF et alii, 1989), heroina (GOFF et alii, 1991/A), morfina
(BOUREL et alii, 1999), etc., e mesmo no presente estudo, foi observado que a presenca
da droga alterou o desenvolvimento das moscas seja em um, dois ou nas trés fases de
desenvolvimento (larva, pupa e adulto), e ainda, o tempo de ciclo de vida foi também
alterado, necessitando assim, uma correcao na estimativa do IPM. Por outro lado, embora
a metohexital e hidrocortisona tenham influenciado a taxa de desenvolvimento larval, o
tempo do ciclo de vida nao foi alterado, com isso, a estimativa do IPM baseada no tempo
de eclosao dos adultos de S. tibialis ndo necessitara ser corrigida.

Todas as amostras de coelhos submetidas a analise toxicologica foram positivas. A
alta concentracao obtida na urina demonstra que a droga é extensivamente metabolizada
e segundo GOLDBERGER & CONE (1994) pode ser detectada na urina por mais de 72
horas.

As amostras de larvas, puparios e adultos também foram positivas para
anfepramona, 0 que sugere a bioacumulacdo da droga e a utilidade do material
entomoldgico como amostra toxicoldgica.

As amostras de sangue e urina que foram analisadas toxicologicamente foram
todas positivas para anfepramona, porém, a concentragao foi bem maior na urina do que a
detectada no sangue. Esse dado, mostra que a droga é eliminada/excretada com
facilidade e rapidez pelo organismo, o que pode justificar o fato desta droga nao ter
influenciado tanto no ciclo biol6gico das moscas, em razdo de uma possivel concentracao
baixa no figado (substrato em que as larvas se alimentaram). Ap6s a injecao e analise
estatistica de todas as amostras, poderemos comprovar ou ndo esta hipotese. Segundo

3 Hormesis: conceito baseado na lei de Amdt-Schulz — de que concentragdes de substancias potencialmente
téxicas abaixo da quantidade que causa inibi¢cdo (toxicidade) causarao estimulacdo (Glossario homeopatico,
Stephen Barret).
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KNIGHT (1991) com a administracdo de 30mg de anfepramona, o nivel da droga no
plasma cerca de 2-5 horas depois foi de 2-3mg/l. A concentracdo no figado é de 4-
74mg/Kg (média de 30) e na urina, pode ocorrer uma alta excrecdo, variando de 25-

700mg/I, com uma média de 237mg/I.

3.6 Conclusoes

Sem duvida, todos os esforcos devem ser tomados para que a utilizagao dos
insetos nas investigacées criminais seja segura. Mas temos que lembrar que a
entomologia forense esta tomando novo félego e que os experimentos estdo sendo
desenvolvidos seja simulando cenas de crime e modos de morte ou abrangendo diversos
modelos animais.

Através dos resultados foi verificado que ndo podemos usar taxas de
desenvolvimento anémalas ou alteradas de estagios especificos para a estimativa do IPM,
mas é necessario utilizar as medidas do ciclo completo para que a estimativa tenha uma
base maior de seguranca. Por outro lado, para a determinacdo da causa morte, amostras
de qualquer estagio de desenvolvimento podem ser utilizadas, embora as larvas sejam as
mais indicadas tanto para a andlise qualitativa como quantitativa.

Podemos concluir que a anfepramona atuou de maneira significativamente diferente
nas duas espécies de moscas, seja retardando ou acelerando o desenvolvimento, assim,
fica evidente a necessidade de estudos com outras espécies de interesse forense e
drogas.

A espécie C. albiceps nao teve um aumento no tempo de desenvolvimento como
ocorreu em C. putoria. No entanto, a anfepramona foi facilmente detectada em suas
amostras. Sendo assim, ambas as moscas podem ser utilizadas como amostras bioldgicas

para a deteccdo de anfepramona nos casos de investigagcao criminal.
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CAPITULO IV - A DETECCAO E O EFEITO DE Cannabis sativa L. NO
DESENVOLVIMENTO DE FORMAS IMATURAS E ADULTAS DE CHRYSOMYA
ALBICEPS E CHRYSOMYA PUTORIA, DUAS MOSCAS VAREJEIRAS DE INTERESSE
FORENSE

A maconha também é conhecida como marijuana, erva maldita, diamba entre
outros. Seu consumo é feito através de xaropes, folhas de mascar e, mais comumente, em
forma de cigarros. Alguns ndo a consideram propriamente uma droga tdxica por nao trazer
dependéncia fisica nem crises de abstinéncia. Entretanto € um excitante provocando
graves perturbacoes psiquicas e leva o viciado a consumir outro tipo de droga (FRANCA,
1998).

A respeito de sua farmacologia, foi observado que dos mais de 30 canabindides
presentes na maconha, sem duvida o principal é o A° - tetrahidrocanabinol. Além da
euforia, a maconha tem um significante efeito na memoria e parece afetar a habilidade de
concentracgéao, interferindo na informacéo ja presente na memoaria. Os efeitos mais comuns
observados variam de um aumento na frequéncia cardiaca (taquicardia), congestao
vascular da conjuntiva, secura da boca e garganta, e aumento excessivo de apetite,
especialmente para o consumo de doces. Ocasionalmente nausea, vomito e diarréia
podem ocorrer (GUDZINOWICZ et alii, 1980).

A fim de se preservar a integridade dos compostos da maconha e evitar
contaminagdes com compostos endégenos que possuem similar propriedade de extragao,
métodos de maior precisdo, como o GC-MS, sdo indicados para a identificacao estrutural
da droga (HARVEY & PATON, 1980).

4.1 Material e métodos
Neste ensaio, foram utilizados 10 coelhos domésticos brancos, machos, com

variacao de peso entre 3,0-4,0 Kg, obtidos na Fazenda Floresta situada em Porto Feliz,
SP. A metodologia foi modificada segundo GOFF et ali (1989). Os animais foram
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mantidos no biotério do departamento por 1 semana antes do inicio do experimento, foram
pesados, colocados em gaiolas isoladas e alimentados com racéo e agua.

A LD 50 utilizada foi de 35mg / K (NTP Chemical Repository-MSDS, 1991). A droga
utiizada no ensaio foi a Cannabis sativa, fornecida pelo Instituto Médico Legal de
Campinas - SP. No experimento, os coelhos receberam dosagem de 70mg (dose 2x letal)
diluidos em 2,5ml de solugcédo salina. Como o extrato da maconha estava praticamente
puro e nao se dissolveu somente em salina, adicionou-se também algumas gotas de
tween (emulsificador), para que ocorresse a diluicio homogénea. A droga foi administrada
via endovenosa. Os coelhos foram colocados em gaiolas e suas reag¢des anotadas. Apds
30 minutos da administracdo da droga, os coelhos foram mortos mecanicamente sem
nenhuma lesao superficial. Em seguida foi realizada a necropsia para a retirada das
amostras. Foram coletadas amostras de sangue, coracao, figado, urina e pulmao, as quais
foram acondicionadas em frascos de vidro e congeladas para posterior preparagcao para
analise toxicoldégica utilizando o GC-MS. Em seguida, larvas de Chrysomya albiceps
(Wiedemann) e de Chrysomya putoria (Wiedemann) (Diptera:Calliphoridae) foram
expostas separadamente em partes de figado, utilizado como substrato de alimentacao e

desenvolvimento.

4.2 Experimento com dipteros

Em cada figado, foram utilizadas 100 larvas de 1° instar da mesma oviposi¢cao de
cada espécie, com aproximadamente 10 horas de idade. Esse material foi colocado em
potes plasticos cobertos com organza e levado para uma sala de criacdo com temperatura
ambiente. Em intervalos de 6 horas, amostras de 10 larvas de cada espécie em todas as
réplicas e controle foram pesadas individualmente até completarem 54 horas. Quando as
54 horas foram atingidas, 10 larvas de cada espécie foram coletadas e colocadas em
frascos de vidro e congeladas para depois serem analisadas toxicologicamente. As larvas
restantes foram retiradas do figado, contadas para determinacdo da mortalidade e
expostas em uma dieta artificial contendo levedo de cerveja, leite em pd, caseina, agar,
nipagim e agua (LEAL et alli 1982) para continuarem e completarem o seu
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desenvolvimento. O tempo de pupariacao (inicio e fim) foi observado, bem como o tempo
de emergéncia do adulto e, ainda coletou-se adultos e puparios para posterior analise
cromatografica. A longevidade e mortalidade de cada espécie também foram verificadas.

4.2.1 Analise estatistica

A analise dos dados relacionados aos experimentos com dipteros e drogas foi feita
através do programa estatistico S.A.S. (S.A.S. Institute, Inc., 1987).

Para a andlise de variancia (ANOVA), utilizou-se o procedimento PROC GLM
(Modelos Lineares Gerais); para o teste “t” student, foi utilizado o PROC TEST e para a
correlacdo, o PROC CORR.

O teste F de comparacdes multiplas de Duncan, foi usado para verificar possiveis
diferencas entre as médias, para cada fator ou variavel estipulada. Foram analisados os
seguintes fatores: o crescimento (peso) das larvas apos sua exposi¢cao no figado contendo
droga e controle, a espécie de mosca, a droga utilizada, o tempo de exposi¢cao no figado,
as interacboes espécie*droga, espécie*tempo e droga*tempo e a variavel resposta foi o
peso da larva (mg), o tempo de pupariacado (horas), o tempo de emergéncia (horas) e a
mortalidade.

4.3 Preparacao e extracao do principio ativo da maconha

A preparagéo foi feita a partir da folha de Cannabis sativa L. e foi feita em frages.

15g de maconha com 80ml de acetona foram deixados para refluxar por 2 horas. O
extrato ficou separado para decantar (12 extrato). Em seguida foi feita uma aplicagao deste
extrato em placa de silica (hexano:éter etil)(8:2) para verificar a presenga ou auséncia da
substancia. O residuo ficou em refluxo por 2 horas com 60ml| de acetona. Uma segunda
decantacao foi feita (2° extrato). Os 1% e 2° extratos foram misturados e destilados com
acetona sob vacuo em banho a 50°C (residuoi). O residuo foi diluido em 7ml de éter de
petréleo (30-60°C) e extraido com 7ml de agua. Entao, foi centrifugado e a fase aquosa foi
descartada e a fase organica preservada. O procedimento anterior foi repetido. As duas
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fases organicas foram misturadas e destiladas com acetona (residuo 2). Foram
adicionados 15ml de éter de petrdleo e 1 gota de H2SO4 98% para um refluxo de 2 horas.
O material foi resfriado e lavado com 2 porcdes de 10ml de agua. Depois, foi colocado no
agitador magnético e a fase aquosa desprezada. Adicionou-se 1g de NaHCOS na fase
organica, que foi lavada em seguida com 10ml de dgua. Uma nova aplicagédo em placa de
silica foi feita. O solvente foi evaporado no rotaevaporador. O extrato foi dissolvido em
25ml de hexano e eluido em 3g de silicagel 60 (12 silica). O eluato foi novamente filtrado
em 2g de silica 60 (22 silica). O eluato foi colocado para secar e pesado (Fragéo I). A 22
silica foi eluida com éter de petroleo (25ml). O eluato foi colocado para secar e pesado
(Fracdo II). A 12 e 22 silica foram eluidas com tolueno (25ml) e em seguida, foram
passados por mais 2g de silica (32 silica).O eluato foi seco e pesado (Fragao lll). O
canabinol saiu nesta fracdo com RF = 0,44. Logo, foi dissolvido em 5ml de hexano e
eluido sobre 0,59 de silica (42 silica. O eluato foi colocado para secar e depois foi pesado
(Fracéo IV).

4.3.1 Preparacao e extracao de maconha das amostras de tecidos de coelhos e

de dipteros

A metodologia utilizada para a extracdo da maconha foi modificada segundo HARVEY
et alii (1982). Foram preparadas amostras de sangue, figado, pulmao, coracéo e urina
(coelho) e larvas, pupérios e adultos (moscas) para inje¢cao no GC-MS.

Um (1)g ou 1ml de amostra foi pesado, triturado em um politron (moinho de
tecidos) e em seguida, homogeneizado em vortex com 5ml de acetato de etila. Em
seguida, a amostra foi lavada com solvente 5 vezes para a separacao dos lipidios e dos
metabdlitos em uma coluna contendo 0,8g de Sephadex LH-20. Cada fracao foi colocada
no rotaevaporador para secar e foi ressuspendida com diclorometano para a injecao no

cromatografo.
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Tabela IV - 1. Fracionamento dos canabindides e metabdlitos na coluna de Sephadex LH-
20

Fracao Solvente Volume (ml)
1 Cloroférmio 18
2 Cloroférmio 8
3 Cloroférmio 10
4 Cloroférmio 35
5 Cloroférmio-metanol (4:1) 50

4.3.2 Analise no GC-MS das amostras

A analise de cromatografia gasosa-espectrometria de massa foi realizada em um
cromatégrafo Hewelett Packard®-5890 série |l, acoplado a um detector seletivo de massa
HP 5970 com uma coluna capilar S-5 30mx0,32mmx0,25u (Sigma). O programa de
temperatura utilizado foi: 150-3002C 6°C /min — temperatura do injetor : 250°C, sem razao
de divisdo durante 0,25 min, com fluxo de He : 1 ml/min (OKEKE et alii, 1994). O ion
utilizado para a determinagdo da maconha na analise foi 0 m/z 295. O tempo de retengéo
(pico) aconteceu em 54.473 minutos.

4.4 Resultados

Para a 12 hora de pesagem, ndo houve diferenga significativa no desenvolvimento
das larvas de dipteros do controle bem como as expostas a maconha.

Com 6 horas de exposi¢do as larvas controle de C. albiceps desenvolveram-se
significativamente menos que as larvas do experimento, entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre controle e experimento para C. putoria.

Nas pesagens com 18, 24, 30 e 42 horas de exposicdo ndo houve diferencas
significativas para as larvas de C. albiceps, por outro lado, a diferenca do peso das larvas
de C. putoria em contato com a droga foi altamente significativa em relacdo ao seu

respectivo controle.
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Quando as larvas estavam com 54 horas, a ultima pesagem foi feita e ambas as
espécies expostas a maconha tiveram uma diferenca no peso significativamente superior

ao controle (Tabela IV - 2).

Tabela IV - 2. Peso (mg) das larvas de C. albiceps e C. putoria relacionado ao tempo (em

horas) de exposi¢ao no figado de coelho contendo maconha (*+dp)

Tempo de exposi¢éo

Peso

Controle (N 50)

Peso

Maconha (N 50)

]

C. albiceps 1,0 £ Oa# 1,0 £ 0a
C. putoria 1,0+ 02 1,0 £+ 0a
6
C. albiceps 49+1,4a 25+£0,7b
C. putoria 39+14a 3,3+ 1,7a
18
C. albiceps 16,8 £ 3,1a 15,6 + 3,8a
C. putoria 12,2+2,9 35,1+11,1a
24
C. albiceps 31,3+£8,0b 28,7+7,9b
C. putoria 27,9+8,8b 95,1 +21,3a
30
C. albiceps 45,2 £ 9,5a 45,1 £ 14,5a
C. putoria 38,5+ 7,6b 125,5 + 38,1a
42
C. albiceps 81,6 + 36,6a 110,9 £ 81,6a
C. putoria 107,3 + 34,5b 392,4 + 89,7a
54
C. albiceps 204,6 + 103,90 278,8 + 193,5a
C. putoria 158,4 + 68,6b 478,8 £ 91,1a

#médias com a mesma letra em analise por linha (horizontal) ndo foram significativamente diferentes quando

o teste de comparagéao multipla de DUNCAN foi utilizado (taxa global de erro o = 0,05)
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Para o tempo de pupariacdo, independente da espécie estudada, considerando-se
apenas larvas expostas a droga e ao controle, foi significativamente mais rapido para as
larvas que tiveram contato com a maconha. Elas iniciaram e terminaram a pupariacédo
antes que o controle, porém, a duracao deste processo foi menor para as larvas controle
(Tabela IV - 3). Quando a espécie de diptero foi levada em conta, observou-se que para C.
albiceps o inicio da pupariagdo nao foi estatisticamente significativo, mas o término foi
significativo para as larvas do experimento, enquanto que para C. putoria exposta a droga
a diferenca no tempo de pupariacao foi significativa tanto para o inicio como para o seu fim
(Tabela IV — 4).

Tabela IV - 3. Tempo de pupariacao (em horas) das larvas relacionado a maconha (¥)

Controle (N=10) Maconha (N=10)
Inicio 153,6 (a)# 112 (b)
Fim 188,4 (a) 162 (b)
Diferenca 34,8 (b) 50,6 (a)

#médias com a mesma letra em analise por linha (horizontal) ndo foram significativamente diferentes quando

o teste de comparagéao multipla de DUNCAN foi utilizado (taxa global de erro o = 0,05)

Tabela IV - 4. Tempo de pupariagdo (em horas) de cada espécie de larva de mosca

exposta a maconha (*+dp)

Controle (N=5) Maconha (N=5)
Inicio
C. albiceps 150+ 7,3a 132 + 24a
C. putoria 157,2+10,7a 96 + 0b
Fim
C. albiceps 192 + 8,5a 168 + 48b
C. putoria 184,8 £ 32,1a 158,4 £ 13,1b
Diferenca
C. albiceps 42 + 4,2a 36 £ 24b
C. putoria 27,6 £ 9,6b 62,4 +13,1a

#médias com a mesma letra em andlise por linha (horizontal) ndo foram significativamente diferentes quando

o teste de comparagéao multipla de DUNCAN foi utilizado (taxa global de erro o = 0,05)

78



Os adultos do controle de ambas espécies de moscas emergiram antes que 0s
expostos a maconha, embora tenham empupado apds o grupo experimental (Tabela IV —
5).

Tabela IV - 5. Tempo de emergéncia (em horas) de cada espécie de mosca para maconha

(*+dp)

Espécie/droga Controle (N=10) Maconha (N=10)
C. albiceps 273,6h + 13,1 401,4 + 334,7
C. putoria 276 £+ 8,5 372,6 + 350,2

A droga influenciou a longevidade das espécies de moscas. A mortalidade de C.
albiceps e C. putoria expostas a maconha, em sua maioria foi significativamente maior que
as do controle (Tabela IV -6, IV -7 e IV —8).

Tabela IV - 6 Mortalidade (porcentagem) larval, pupal e adultos ndo emergidos para cada

espécie de mosca relacionados as drogas utilizadas (=+dp)

Sobra Morte 1 Morte 2 Morte 3
Controle (N=5)
C. albiceps 64,6 + 14,1b# 15,4 + 14,5b 1+1,4b 1,8+ 1,1a
C. putoria 53 + 25,9a 27 +25,9a 4,4+38a 10 +5,5a
Maconha (N=5)
C. albiceps 47,6 + 29,6b 32,4 + 29,6a 7,2+ 3,3b 1,2+ 1,6C
C. putoria 66,4 + 13,6a 13,6 + 13,6b 7,4+7,1b 40 £ 12,8a

#médias com a mesma letra em analise por linha (horizontal) ndo foram significativamente diferentes quando

o teste de comparacgédo multipla de DUNCAN foi utilizado (taxa global de erro o = 0,05)
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Tabela IV - 7. Duragédo do estagio larval, mortalidade larval, duragdo do estagio pupal,
mortalidade pupal e mortalidade total para as colénias de Chrysomya albiceps criadas em
figados de coelhos contendo concentragao 2x letal de maconha

Controle Maconha

Duragéo do estagio larval (h) 150 132
Mortalidade larval (%) 15 32
Duracgao de pré-pupa para pupa (h) 42 36
Mortalidade pupal (%) 1 7

Tempo de exposigao no figado até 273 401

emergéncia do adulto (h)

Mortalidade total (%) 16 39

Tabela IV - 8. Duragéo do estagio larval, mortalidade larval, duragdo do estagio pupal,
mortalidade pupal e mortalidade total para as colénias de Chrysomya putoria criadas em
figados de coelhos contendo concentragédo 2x letal de maconha

Controle Maconha

Duracgéao do estagio larval (h) 157 96
Mortalidade larval (%) 27 14
Duracgao de pré-pupa para pupa (h) 27 62
Mortalidade pupal (%) 4 7

Tempo de exposigéo no figado até 276 372

emergéncia do adulto (h)

Mortalidade total (%) 31 21

Foi feita uma comparacao na taxa de desenvolvimento do estagio larval, pupal e
emergéncias das moscas que foram expostas a maconha e com o grupo controle (anexos
5e6).

Todas as amostras de sangue, figado, coracao, pulméao e urina analisadas foram

positivas para a maconha.
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A quantificacdo nao foi feita, mas foi possivel observar a area obtida do pico de

retencéo da droga nos tecidos de coelho e dipteros (Tabela IV -9 e IV - 10).

Tabela IV - 9. Area obtida de maconha detectada em amostras de coelho pela anélise no
GC-MS

Sangue (%) Coragao (¥) Pulmao (%) Figado (¥) Urina (%)

31574231 770379,8 7948256 5778607 21308684

Tabela IV - 10. Area obtida de maconha detectada em amostras de larvas, puparios e

adultos de Chrysomya albiceps e Chrysomya putoria pela analise no GC-MS

Larva C. Pupa C. Adulto C. Larva C. Pupa C. Adulto C.
albiceps (¥) albiceps (%) albiceps (%) putoria (%) putoria (¥) putoria (%)
2363044 101805,2 123971,4 188548,6 35159,6 20447.,6

4.5 Discussao

O metabolismo do A° -tetrahidrocanabinol, o principal principio psicoativo da
Cannabis sativa L., bem como dos demais metabdlitos, € complexo e demonstra uma
grande variabilidade nos organismos (HARVEY et alii, 1979 apud HARVEY et alii, 1982).
Estudos mostram que amostras de tecidos sdo melhores para a caracterizacdo e
determinacao do principal sitio de acao da droga em relacdo das amostras de urina ou
fezes. Ainda, estudos do metabolismo e excrecado da droga em coelhos tém demonstrado
que a rota urinaria é “preferida” do que a rota fecal, em contraste com a excrecao de
muitas outras espécies onde a eliminagao fecal é usualmente dominante (AGURELL et
alii, 1970 apud HARVEY et alii, 1982).

A baixa concentracdo dos compostos presentes em tecidos e fluidos animais,
juntamente com a presenca de um grande numero de compostos com estruturas bem
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similares, torna dificil o isolamento dos metabdlitos mais abundantes (HARVEY et alii,
1982). Com isso, o método de extragao utilizado neste experimento foi adotado para obter
fracbes metabdlicas contendo o maior numero de metabdlitos com o minimo de
contaminantes.

O padrdao de desenvolvimento larval de C. albiceps e C. putoria criadas em
substrato contendo maconha e controle foi observado num periodo de 54 horas. As larvas
de C. albiceps tiveram um comportamento diferenciado apresentando variacbées no
desenvolvimento durante as horas de exposicao, tendo um desenvolvimento abaixo ou
similar ao do controle até 42 horas. Quando 54 horas foram atingidas, C. albiceps teve um
crescimento significativo em relacdo ao controle. Esse resultado sugere que as larvas
desta espécie demorarm mais para incorporar a maconha ou que sao mais resistentes aos
efeitos da droga.

Ja para C. putoria, com 18 horas de exposicao pdde-se notificar as primeiras
alteragbes no crescimento, que se manteve até o fim das 54 horas. As larvas criadas nos
tecidos contendo maconha desenvolveram-se significativamente mais que as do controle
com uma diferenga marcante na pesagem de 54 horas, sugerindo uma susceptibilidade
maior aos efeitos causados pela droga.

As larvas sdo capazes de eliminar uma variedade de substancias e se elas
conseguem fazer isso antes da pupariacao, este estagio de desenvolvimento pode nao ser
afetado pela dieta da larva (NUORTEVA et alii, 1982; WILSON et alii, 1993).

No experimento a droga influenciou o tempo de pupariacao (inicio e fim) mas néo o
tempo de duragdo do processo, ou seja, as larvas criadas no figado com a droga leva o
mesmo tempo para completar a metamorfose quando comparadas ao grupo controle,
embora o processo se inicie e termine antes que no controle, independentemente da
espécie estudada. Outro fator que chama a atencao € que, embora a pupariacao tenha se
iniciado e terminado antes que o controle, as larvas expostas a droga emergiram apos as
do grupo controle.

Em um experimento realizado com sarcofagideos, a sobrevivéncia de pupas que
se alimentaram em tecido contaminado com cocaina ou heroina (GOFF et alii, 1989 e
1991) foi de aproximadamente 90%, ndo sendo afetada pela presenca ou pela
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concentracdo da droga. O “ecstasy” afetou a mortalidade apenas das larvas que se
alimentaram no tecido contendo baixas concentracdées (GOFF et alii, 1997) e a amitriptilina
matou mais de 50% das larvas (GOFF et alii, 1993).

WILSON et alii (1993) analisaram larvas criadas em musculo esquelético humano
obtido de um caso de suicidio por overdose de co-proxamol e amitriptilina. Amitriptilina,
nortriptilina e propoxifeno foram todos detectados em larvas de terceiro instar em
concentracdes abaixo das encontradas no musculo. Analises dos puparios e adultos foram
negativas. Esses resultados mostram que nao ocorreu o bioacumulo das drogas durante o
ciclo de vida destas larvas, sugerindo uma eficiente eliminagdo através dos tubulos de
Malpighi e nefrécitos das larvas.

Neste experimento pudemos observar que a droga foi detectada em todas as fases
de desenvolvimento dos dipteros, sendo que o pico maior da droga foi encontrada nas
larvas que se alimentaram diretamente no figado. Os cinco tecidos dos coelhos analisados
também foram positivos, sendo que no sangue, urina e pulmao foram detectados os
maiores picos da droga e no figado e coracao respectivamente, picos mais baixos.

Um trabalho desenvolvido por KANESHRAJAH & TURNER (2004) demonstra a
importancia da amostra biologica oferecida como substrato para as larvas. Um corpo apds
a morte representa uma gama de tecidos e 6rgaos que estdo disponiveis e servem com
substrato de oviposicao e colonizacao de moscas necréfagas. Particularmente, os tecidos
moles, como pulmao e cérebro, sdo freqlientemente atacados primeiro e consumidos mais
rapidamente que os demais. KANESHRAJAH & TURNER (2004) observaram o
crescimento de Calliphora vicina Robineau-Desvoidy (Diptera: Calliphoridae) em diferentes
tecidos do corpo (figado, cérebro, musculo cardiaco, pulmao e rim) e verificaram que as
larvas que se alimentaram no figado se desenvolveram significativamente mais rapido que
nos demais 6érgaos, o que levou a uma diferenca de aproximadamente 2 dias quando
comparados. Potencialmente, este encontro tem uma implicacdo importante no que diz
respeito a estimativa do intervalo de morte. Os autores sugerem que os estudos realizados
com entomotoxicologia sejam realizados n&o apenas com um tipo de substrato, mas com
varios modelos para que possiveis erros no calculo da estimativa do intervalo de morte

(IPM) sejam minimizados.
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4.6 Conclusao

As duas espécies de califorideo utilizadas no experimento, C. albiceps e C. putoria
podem ser empregadas na entomologia forense para a detecgdo de substancias ilicitas
presentes em um corpo.

A presenga da maconha nos dipteros influenciou o crescimento e desenvolvimento
alterando o padrdao do ciclo biolégico das moscas seja na fase imatura ou adulta.
Potencialmente isto tém implicacbes quando taxas de desenvolvimento obtidas em

laboratério sédo utilizadas para calcular o intervalo de morte em uma investigacao forense.
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CAPITULO V — CONSIDERACOES FINAIS

No projeto foram utilizados 10 coelhos domésticos brancos, machos, com variagao
de peso entre 3,0-4,0 Kg em cada experimento. Os animais foram mantidos no biotério do
departamento por 1 semana antes do inicio de cada experimento e foram pesados,
colocados em gaiolas isoladas e alimentados com racao e agua.

Em cada experimento, os coelhos receberam dosagem 2x letal de diazepam,
cocaina, anfepramona ou maconha diluidos em 2,0ml de solugado salina. A droga foi
administrada via endovenosa. Os coelhos foram colocados em gaiolas e suas reacdes
anotadas. Apdés 30 minutos da administracdo da droga, os coelhos foram mortos
mecanicamente sem nenhuma lesao superficial. Em seguida foi realizada a necropsia para
a retirada das amostras. Foram coletadas amostras de sangue, coracao, figado, urina e
pulmao, as quais foram acondicionadas em frascos de vidro e congeladas para posterior
preparacao para andlise toxicolégica. Em seguida, larvas de Chrysomya albiceps e de
Chrysomya putoria (Diptera:Calliphoridae) foram expostas separadamente em partes de
figado, utilizado como substrato de alimentagéao e desenvolvimento.

O crescimento foi acompanhado de 6/6 horas e as larvas pesadas até 54 horas de
exposicao ao figado, como dito anteriormente. O ciclo de vida, tempo de pupariacdo e a
emergéncia foram acompanhados até a morte total dos adultos.

A diferenca no crescimento (peso) das larvas apos sua exposicdo no figado
contendo droga foi altamente significativa (F=264,9 Pr>0,0001) em relagdo ao controle
independentemente da droga utilizada. A espécie de mosca (F=130,4 Pr>0,0001), as
drogas utilizadas (F=128,6 Pr>0,0001), o tempo de exposi¢ao (F=1643,3 Pr>0,0001), as
interacdes espécie*droga (F=86,13 Pr>0,0001), espécie*tempo (F=31,3 Pr>0,0001) e
droga*tempo (F=36,8 Pr>0,0001) influenciaram o peso larval. As espécies de moscas se
comportaram de modo diferente, sendo que as larvas de C. putoria (*=99,3) atingiram um
peso maior que as de C. albiceps (*=74,6) durante a exposicao destas no figado.

As drogas exerceram grande influencia no peso larval, independentemente para
cada espécie de mosca, acelerando o crescimento e/ou o ganho de peso para todos os
grupos de drogas em relagéo ao controle (anexos 7 e 8). As larvas que se alimentaram no

87



figado contendo maconha (¥=115,3) tiveram um maior desenvolvimento quando
comparadas com o0s experimentos com diazepam (¥=111,5), cocaina (¥=83,1),
anfepramona (%=68,7) e o controle (¥=52,5). O tempo de exposicao das larvas no figado
obviamente foi importante para o crescimento, pois a tendéncia é as larvas ganharem
peso e crescerem com 0 passar do tempo.

Durante a primeira hora de exposicdo nao houve diferenga alguma no crescimento
das larvas, seja relacionada as espécies e drogas, uma vez que as médias ndao foram
significativamente diferentes. Na 62 hora de observacao e pesagem, o controle teve um
crescimento significativo em relagdo as demais drogas para C. albiceps; ndo ocorrendo o
mesmo para C. putoria. As larvas de C. putoria expostas no figado contendo diazepam
apresentaram um desenvolvimento menor em relacdo ao controle, e, as larvas expostas
em coca, maconha e anfepramona desenvolveram similarmente ao controle.

Tanto para 18 horas como 24 horas de exposicao, verificou-se que as larvas de C.
albiceps na maconha e no diazepam e C. putoria na maconha e na anfepramona pesaram
mais que as demais.

Em 30 horas, as larvas de C. albiceps no figado com diazepam tiveram maior peso
que as para controle, maconha, cocaina e anfepramona; mas esse mesmo tempo de
exposicao foi altamente significativo para C. putoria quando exposta a maconha. O mesmo
ocorrendo para 42 horas de exposigao.

Quando foram atingidas 54 horas de exposicao no figado; para C. albiceps, as larvas
se desenvolveram significativamente no diazepam, seguido respectivamente das larvas na
cocaina, maconha, controle e anfepramona. Para C. putoria, as larvas na maconha,
cocaina e no diazepam tiveram um crescimento mais significativo quando comparado as
larvas na anfepramona e controle.

O tempo de pupariacao também foi significativo, seja seu inicio ou fim (anexo 9). A
diferenca desse tempo foi significativa para quase toda varidvel analisada (F=3,58
Pr>0,003). Verificou-se que a espécie de mosca € significativa para o inicio (F=10,05
Pr>0,003) mas nao significativa para o fim da pupariacado (F=1,03 Pr>0,31) e que a droga
(F=17,53 Pr>0,0001) e a interacao espécie*droga (F=8,46 Pr>0,0001) podem influenciar
o tempo de pupariagao.
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As larvas controle iniciaram e terminaram o processo de pupariacdo depois das
outras larvas expostas as drogas. As larvas na cocaina, maconha e diazepam iniciaram a
pupariacdao antes das larvas expostas para anfepramona e controle. Verificou-se que nao
houve diferenca significativa do tempo de pupariacdo entre as espécies de moscas,
contudo, observou-se uma diferenga significativa entre as drogas em relacédo as espécies.
As larvas de Chrysomya putoria iniciaram o0 processo de pupariacao antes que C.
albiceps, porém o término deste processo nao foi significativo quanto ao tempo.

O tempo de emergéncia dos adultos também foi significativo, seja para as espécies
(F=17,4 Pr>0,0002), drogas (F=40,2 Pr>0,0001) como para interacdo espécie*droga
(F=7,4 Pr>0,0008). Chrysomya putoria emergiu antes que C. albiceps e a emergéncia
ocorreu mais cedo para os adultos, as quais as larvas foram expostas no diazepam,
cocaina e anfepramona respectivamente (anexo 10). Os adultos do grupo controle e da
maconha emergiram depois.

Foi analisada ainda, se apds a retirada das larvas do figado e estas serem
transferidas para uma dieta artificial para continuarem o desenvolvimento até o inicio da
pupariacdo ocorreu uma mortalidade significativa (sobra), a mortalidade larval (morte 1),
pupal (morte 2) e os adultos que ndo emergiram (morte 3) (anexos 11 e 12). Quando
foram utilizadas as variaveis sobra, morte 1 e morte 3, apenas a droga foi significativa
(F=4,9 Pr>0,0065); a espécie e a interacdo espécie*droga nao representaram um fator
que afetasse a mortalidade, no entanto, pbéde-se observar uma mortalidade significativa
em cada fase do desenvolvimento da mosca néo relacionada a esses fatores. Na morte 2,
nenhum fator estudado foi significativo para que ocorresse a mortalidade.

A mortalidade inicial e final da colénia na gaiola foi observada para cada espécie e
réplica. O inicio (F=8,33 Pr>0,0023) da morte dos adultos na gaiola e o fim (F=120,9
Pr>0,0001) foram significativos. A espécie (F=16,35 Pr>0,0006) foi determinante para
esses fatores, no entanto, a droga (F=0,35 Pr>0,5816) nao foi significativa. A diferenca
entre o inicio e fim total dos adultos foi significativa (F=20,04 Pr>0,0001). As coldnias de
C. albiceps morreram antes que as de C. putoria. Apesar dos adultos de C. putoria terem
emergido antes que C. albiceps, as colbnias desta espécie morreram antes que as de C.
putoria.
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Através dos resultados obtidos da pesagem de larvas com intervalos de tempo,
podemos dizer que a droga influencia o peso e crescimento das larvas
independentemente da espécie, ocorrendo uma variacdo, dependendo do tempo de
contato com o figado contendo a droga. Esse crescimento provavelmente deve-se ao fato
da droga estimular a atividade larval e, conseqientemente esta passa a se alimentar e
crescer mais. O figado foi escolhido como substrato para as larvas pois concentra muitas
substancias e seus metabdlitos. Quando as larvas se alimentam de um o6rgao/tecido
contendo droga, pode ocorrer uma bioacumulagao, biotransformacao ou a excrecédo da
droga e seus metabdlitos. Ha divergéncias entre os autores a respeito desse processo
(GOFF et alii, 1992; SADLER et alii, 1997), entretanto, todas as amostras de tecidos dos
coelhos e de larvas do experimento com diazepam, do preliminar com cocaina e algumas
amostras de tecidos do experimento com anfepramona foram positivas, demonstrando a
presenca da droga, a possivel bioacumulagdo desta na larva e que a cromatografia
gasosa pode ser indicada para a analise toxicolédgica de insetos.

Dependendo da droga utilizada, o crescimento das larvas foi alterado em relagéo ao
tempo (em horas) de exposicao no figado, mas é importante ressaltar que a maconha e o
diazepam foram as drogas que mais influenciaram o crescimento, desenvolvimento,
pupariacdao, emergéncia e longevidade das moscas, quando comparadas com as demais
drogas. Das drogas utilizadas, a anfepramona foi a que menos influenciou o ciclo biol6gico
das moscas estudadas.

O tempo de pupariagdo e emergéncia foi alterado em relagcdo ao controle. Se
adotarmos que a atividade larval aumentou em conseqiéncia das drogas utilizadas,
podemos concluir que as larvas expostas as drogas se desenvolveram e cresceram mais
rapidamente e, por isso, também empuparam e emergiram antes do controle.

A droga também foi o principal fator que influenciou a taxa de mortalidade. Embora
muitas vezes a espécie tenha sido significativa para os fatores estudados, a droga exerceu
maior influencia no padrdo de desenvolvimento. E importante ressaltar que cada espécie
tem um ciclo de vida especifico e se comporta de maneira diferente. Ainda, os dipteros
nao foram expostos a nenhum tratamento e/ou fator como temperatura, restricdo de

alimento (agua, acucar, dieta), espaco fisico, etc.
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Esses dados mostram relevancia para a entomologia forense, haja vista, a
alteragédo dos processos de desenvolvimento e crescimento das moscas quando expostas
as diferentes concentracdes e drogas, principalmente no que diz respeito a estimativa do
intervalo de tempo de morte (IPM), que pode ser errada, no caso de somente ser feito o
estudo das condicdes climaticas do local de encontro do cadaver, do modo de morte,
localizagdo geografica, condicbes do cadaver, entre outros. Com isso, podemos observar
que ha fatores intrinsecos e extrinsecos que interagem no processo de desenvolvimento
da fauna cadavérica e que a analise toxicolégica deve ser feita tanto do material
cadavérico, como das amostras de larvas e puparios de insetos.

Embora esses dados sejam apenas para duas espécies de moscas (Diptera:
Calliphoridae), podemos assumir que variagdes semelhantes também existam para outras
espécies que se alimentem em tecidos contendo as drogas utilizadas. No trabalho em que
GOFF et alii (1989) realizou com cocaina e larvas de Boettcherisca peregrina Robineau-
Desvoidy (Diptera: Sarcophagidae), também uma espécie de varejeira, foi concluido que a
droga acelerou o crescimento e tempo de pupariagdo, 0 mesmo ocorrendo quando utilizou
heroina (GOFF et alii, 1991) e metanfepramona (GOFF et alii, 1992).

Através de experimentos realizados, podemos concluir que ndo € comum ocorrer
uma correlacdo entre a quantidade de droga administrada e a obtida nas amostras de
insetos, ocorrendo também uma variacdo na concentracdo dos 6rgaos e liquidos do
organismo dependendo da solubilidade da droga (anexos 13, 14, 15 e 16). Este fator é
mais facilmente observado nos casos reais de investigacdo criminal: ha diferengcas na
concentracao de substancias encontradas em biofluidos de um individuo na hora da morte
e nas amostras de larvas coletadas dias ou meses apds a morte. Isto ocorre por varios
fatores entre eles a redistribuicado da droga no corpo apds a morte, a estabilidade da droga
nos restos humanos principalmente na superficie do corpo, da farmacocinética de cada
droga nas espécies de artropodes e de seus estagios de desenvolvimento e também nos
casos onde ocorre uso concomitante de drogas.

Através destes estudos podemos afirmar que em alguns casos, a amostra de tecido
humano apresenta-se negativa para a droga, seja pelo avancado estagio de
decomposi¢cado ou outro motivo, enquanto a amostra de larva que se alimentou do tecido
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apresenta-se positiva. Este fato mostra a importancia da utilizagcdo dos insetos nas

analises toxicoldgicas para evitar um resultado falso negativo.
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Figura A - 1. Taxa de desenvolvimento (duragédo) do estagio larval, pupal e emergéncia de
Chrysomya albiceps criadas em tecidos contendo cocaina

‘—L coca P coca A coca L controle P controle A controle
1 24 47 70 93 116 139 162 185 208 231 254
tempo (horas)

L =larva P =pupa A =adulto

Figura A — 2. Taxa de desenvolvimento (duracao) do estagio larval, pupal e emergéncia de
Chrysomya putoria criadas em tecidos contendo cocaina

L coca P coca A coca L controle ====P controle =—==A controle

1 15 29 43 57 71 85 99 113 127 141 155 169 183 197 211 225 239 253 267
tempo (horas)

L =larva P =pupa A =adulto
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Figura A -3. Taxa de desenvolvimento (duragdo) do estagio larval, pupal e emergéncia de
Chrysomya albiceps criadas em tecidos contendo anfepramona

—|_anf =P anf A anf L controle =P controle =—— A controle

1 24 47 70 93 116 139 162 185 208 231 254
tempo (horas)

L =larva P =pupa A = adulto

Figura A - 4. Taxa de desenvolvimento (duragédo) do estagio larval, pupal e emergéncia de
Chrysomya putoria criadas em tecidos contendo anfepramona

| anf =P anf A anf L controle =P controle === A controle
1 24 47 70 93 116 139 162 185 208 231 254
tempo (horas)

L =larva P =pupa A = adulto
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Figura A - 5. Taxa de desenvolvimento (duragédo) do estagio larval, pupal e emergéncia de
Chrysomya albiceps criadas em tecidos contendo maconha

= | mac =P mac A mac L controle =P controle =—— A controle

1 24 47 70 93 116 139 162 185 208 231 254 277 300 323 346 369 392

tempo (horas)

L =larva P =pupa A = adulto

Figura A - 6. Taxa de desenvolvimento (duragéo) do estagio larval, pupal e emergéncia de
Chrysomya putoria criadas em tecidos contendo maconha

| mac  ==P mac A mac L controle P controle A controle

1 48 95 142 189 236 283 330

tempo (horas)

L =larva P =pupa A =adulto
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Figura A - 7. Peso das larvas de Chrysomya albiceps relacionado ao tempo (em horas) de

exposicao nos figados de coelhos contendo as drogas utilizadas no experimento (*+dp)
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Figura A - 8. Peso das larvas de C. putoria relacionado ao tempo (em horas) de exposicéo

nos figados de coelhos contendo as drogas utilizadas no experimento (*+dp)
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Figura A - 9. Tempo de pupariacéo (inicio e fim) de Chrysomya albiceps e Chrysomya
putoria em relacao as drogas utilizadas nos 4 experimentos
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Figura A — 10. Tempo de emergéncia dos adultos de Chrysomya albiceps e Chrysomya
putoria para cada droga utilizada
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Figura A - 11. Mortalidade larval, pupal e adultos ndo emergidos para Chrysomya albiceps

relacionados as drogas utilizadas (*+dp)
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Figura A — 12. Mortalidade larval, pupal e adultos ndo emergidos para Chrysomya putoria

relacionados as drogas utilizadas (*+dp)
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Figura A - 13. Concentracao (ung/ml) de anfepramona nas amostras de coelhos analisadas
em GC-MS
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Figura A - 14. Concentracao (ug/ml) de anfepramona em amostras de dipteros analisadas
no GC-MS

T
0 [ | I I ] I_T_I —
Larva A Pupa A Adulto A Larva P Pupa P Adulto P

amostras de dipteros

103



Figura A -15. Area obtida de Cannabis sativa em amostras de coelhos analisadas no GC-
MS
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Figura A - 16. Area obtida de Cannabis sativa em amostras de dipteros analisadas no GC-
MS
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