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“A busca mais importante
para 0 ser humano é a tentativa de
ter moral em nossas ag0es. N0sso
equilibrio interior e, até, nossa
propria existéncia depende disso.
Somente a moralidade em nossas
acoes pode trazer beleza e
dignidade para nossa vida.”

Albert Einstein (1879-1955)



“Who saw him die? I, said the fly
With my little eye, I saw him die.”
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RESUMO

A Entomologia Forense utiliza dados de desenvolvimento e aspectos ecolégicos
de insetos que se alimentam de corpos em decomposi¢cdo com o objetivo de auxiliar a
resolucdo de casos na area forense. Uma das principais aplicacBes, entre outras, é a
estimativa do intervalo pds-morte (IPM) que pode ser baseada no ciclo bioldgico de uma
dada espécie. Porém, a falta de informagcdo ou conhecimento sobre as variaveis que
interferem de forma direta ou indireta sobre a taxa de desenvolvimento de diferentes
espécies pode gerar dados imprecisos em relagdo a idade do inseto e, consequentemente,
ao IPM. Recentemente, devido ao aumento no nimero de 6bitos relacionados ao abuso
de drogas, analises toxicoldgicas tém sido direcionadas a insetos necréfagos, visando
complementar informagdes acerca da causa da morte, assim como garantir maior
acurécia ao célculo do IPM, uma vez que certas substancias ingeridas antes do 6bito
podem alterar a taxa de desenvolvimento de algumas espécies que se alimentam dos
tecidos de cadaveres. Esse ramo mais recente da entomologia forense é conhecido como
Entomotoxicologia. No presente estudo objetivou-se observar o efeito de diferentes
concentragdes de metanfetamina e ecstasy, derivados anfetaminicos que tiveram seu
consumo aumentado nas Ultimas décadas no Brasil, na taxa de desenvolvimento de
imaturos dos califorideos Chrysomya albiceps (Wiedemann), Chrysomya megacephala
(Fabricius) e Chrysomya putoria (Wiedemann), quando acrescidos em dieta artificial
apropriada. A anfetamina, metabdlito da metanfetamina, ndo afetou de forma
significativa o desenvolvimento larval de C. megacephala, no entanto, aumentou o tempo
de desenvolvimento de imaturos de C. putoria, em especial a fase de pupa. O MDMA,
principal componente do ecstasy, ndo alterou a taxa de desenvolvimento larval de C.
albiceps e C. putoria, mas acelerou consideravelmente a de C. megacephala. Através do
método de imunohistoquimica tentou-se fazer a deteccdo de anfetamina em larvas de C.

megacephala e C. putoria, porém os resultados mostraram-se inconclusivos.

Palavras-chave: metanfetamina; ecstasy; Calliphoridae; biologia de necréfagos; IPM;
Entomologia Forense; Entomotoxicologia.



ABSTRACT

Forensic Entomology uses data about development and ecology of insects that
feed on corpses aiming to assist to solve forensic cases. One of its main aplication,
among others, is to estimate the pos-mortem interval (PMI) that can be based on the life
cycle of a specific species. However, the lack of information or knowledge about the
variables that can change directly or indirectly the development rate of different species
can lead to inaccurate data about the age of the insect and, consequently, the PMI.
Recently, due to the increasing number of death related to drug abuse, toxicological
analyses have been directed to necrophagous insects intending to provide complementary
information about the cause of death, as well as to asure a more acurate estimate of PMI,
once some substances ingested before death can modify the development rate of some
species that feed on cadaver tissues. This new branch of Forensic Entomology is known
as Entomotoxicology. The aim of the present study was to observe the effect of different
concentrations of methamphetamine and ecstasy, two amphetamine-like drugs which
abuse rose among Brazilians in the last decades, on the development rate of immature of
Calliphoridae Chrysomya albiceps (Wiedemann), Chrysomya megacephala (Fabricius)
and Chrysomya putoria (Wiedemann), when added to artificial diet proper for them to
complete their development. Amphetamine, methamphetamine’s metabolite, did not
affect significantly the larval development of C. megacephala, although it increased the
time of development of C. putoria maggots, specially the pupa stage. MDMA, the main
compound of ecstasy, did not alter the larval development rate of C. albiceps nor C.
putoria but it accelerated, considerably, the development rate of C. megacephala.
Through immunohistochemical analyses it was tried to detect amphetamine in larvae of

C. megacephala and C. putoria, but the results were inconclusive.

Key words: methamphetamine; ecstasy; Calliphoridae; necrophagous biology; PMI;

Forensic Entomology; Entomotoxicology.



1 — INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os artropodes constituem um grande grupo de animais dos quais 0 numero de
espécies descritas é trés vezes maior do que a quantidade de espécies de todas as outras
espécies animais (Barnes & Rupert, 1993). Dentro do filo Artropoda, o subfilo Hexapoda
compreende a classe Insecta e outros trés grupos de animais sem asas, Collembola,
Protura e Diplura, todos essencialmente terrestres, mas com a existéncia de grupos que
invadiram secundariamente ambientes aquaticos (Brusca & Brusca, 2007).

O sucesso dos insetos é marcado pelo grande nimero de espécies e individuos e por
possuirem a mais espetacular irradiacdo evolutiva dos Hexapoda, ou seja, habitam quase
todos os habitats no meio terrestre e na agua doce e, ainda, a superficie dos oceanos e
regides litoraneas marinhas (Barnes & Rupert, 1993; Brusca & Brusca, 2007).

Além disso, corpos de animais em decomposi¢do atraem uma grande variedade de
organismos, dos quais os artropodes constituem fauna dominante, utilizando este micro
habitat temporario para se alimentar, viver e procriar (Von Zuben, 2001).

A éarea de estudo que aplica o conhecimento sobre o desenvolvimento e aspectos
ecoldgicos de insetos e outros artropodes no auxilio de investigac@es, tanto criminais
como civeis, € denominada Entomologia Forense (Catts & Goff, 1992; Hall, 2001).

Um dos primeiros casos documentados sobre entomologia forense esta relatado no
livro The washing away of wrongs, de autoria de Sung Tsu, um advogado e investigador
chinés do século 13, onde é descrito um caso de assassinato préximo a uma lavoura de
arroz na China. Ao perceber que os ferimentos da vitima poderiam ter sido causados pela
ferramenta de trabalho utilizada por agricultores na lavoura, policiais solicitaram que
fossem colocadas suas foices no chao e notou-se assim que, em somente uma delas, havia
presenca de moscas varejeiras que teriam sido atraidas pela presenca ndo visivel de
sangue. Quando confrontado, o dono da foice admitiu o crime (Benecke, 2001).

Em 1855, o médico francés Bergeret reportou o primeiro caso de entomologia
forense na era moderna estimando o intervalo p6s-morte (IPM) com base nas mudas de
larvas e pupas de moscas varejeiras encontradas no local (Benecke, 2001; Greenberg,
1991). Mas o grande mérito na fundagdo desta ciéncia coube a Mégnin (1894) em sua

obra denominada La faune des cadavres: application de I’entomologie a la medecine



legale descreve oito estdgios de decomposicdo e a cada estagio associou uma onda de
insetos que o colonizam e os quais ele deu o nome de trabalhadores da morte
(Travailleurs de la mort).

A primeira onda é formada pelas moscas (Diptera), dando como exemplo 0s
géneros Musca e Calliphora que chegam a fase de decomposicdo denominada fresca (do
francés frais) e permanecem até a fase seguinte. Com o inicio da liberacdo do odor (fase
gasosa) surge a segunda onda que também é ocupada por moscas, pertencentes aos
géneros Lucilia e Sarcophaga. A terceira onda, cuja decomposicdo cadavérica €
caracterizada pela formagao de acidos graxos (adipocera) e que ocorre cerca de trés a seis
meses (em paises temperados) apds a morte tem-se a chegada de espécies das familias
Coleoptera e Lepidoptera (Mégnin, 1894).

Na fase de fermentacdo da-se inicio a quarta onda onde as moscas predominantes
séo dos géneros Piophila e Anthomyia. Na fase de decomposicao denominada liquefagéo,
inicia a quinta onda formada por dipteros acaliptrados e coledpteros da familia Silphidae.
A sexta onda é composta por &caros que irdo absorver os liquidos remanescentes das
demais fases. Quando os restos estdo quase que todos secos (esqueletizados), tem-se a
sétima onda que é composta por insetos da ordem Coledptera. A oitava e Ultima onda é
composta por duas espécies, uma do género Tenebrio e uma do género Plinus que
finalizardo a decomposi¢do (Mégnin, 1894).

No caso do Brasil, essa sucessdo pode ser um pouco diferente pelo fato de ser um
pais de regido tropical e clima mais quente o que acelera 0 processo de decomposicéo.
Wolff et al. (2001) realizaram um trabalho de sucessdo ecoldgica em Medelim, na
Coldmbia, no qual identificaram cinco estagios de decomposicéo e fizeram consideracdes
sobre as familias que podem ser indicadores de periodos de decomposicdo sucessivos.

Para a fase de decomposigéo fresca os indicadores seriam adultos de Muscidae e
Sarcophagidae; para a fase de inchaco ovos e larvas de Calliphoridae e adultos de
Vespidae; para a fase denominada de ativa seriam larvas de Sarcophagidae; para o
estagio avancado seriam as larvas de Piophilidae e para a fase seca seriam as larvas de
Histeridae e Scarabaeidae (Wolff et al., 2001).

Segundo Lord e Stevenson (1986) a Entomologia Forense esta subdividida em

trés principais areas:



- Entomologia urbana: estudos relacionados a problemas, tais como

litigios e acBes civis, envolvendo artropodes em imdveis ou como pestes
em casas ou jardins. Como exemplo podemos citar infestacdes de cupins
(térmitas), baratas entre outros que podem depreciar o valor de mercado
de imdveis ou causar danos que comprometam a seguranca. Também
estdo inclusos nesta area processos legais relacionados com 0 mau uso de
pesticidas;

- Entomologia de produtos armazenados/estocados: esta relacionado com

infestacdo ou contaminacdo de produtos comerciais em grande escala
como, por exemplo, presenca de insetos, ou parte deles, em barras de
doce, moscas em ketchup ou aranhas em papel de banheiro. Geralmente
esses casos também envolvem litigios;

- Entomologia médico-legal/médico-criminal: estd relacionado com o

envolvimento de artropodes em eventos criminais, geralmente de cunho
violento como assassinato, suicidio e estupro, porém também estdo
inclusas nesta &rea outras violagbes como abuso fisico e
trafico/contrabando.

Dentre as raz0es para utilizacdo de insetos nas investigagbes criminais podemos
citar o fato dos insetos serem geralmente o0s primeiros a encontrar 0 cOrpo em
decomposicdo; além do fato da fauna de artrépodes no corpo e ao redor dele mudar huma
seqliéncia sucessional previsivel conforme progride a decomposicdo, fato denominado
sucessdo ecoldgica; e porque atualmente, a fauna do cadaver é ignorada como vestigio do
crime quando os investigadores processam o local da morte (Catts & Goff, 1992).

Na &rea da Entomologia Médico-legal, uma analise cuidadosa da comunidade de
insetos encontrada num corpo em decomposi¢éo, associada ao conhecimento da biologia
e ecologia do inseto e as condigdes ambientais do local, pode fornecer indicacdes
forenses valiosas que incluem a estimativa do IPM, movimentacdo do cadaver apos a
morte, associa¢do de suspeitos com a cena do crime, indicacdo de ferimentos prévios a
morte e a presencga de drogas ou toxinas no corpo em decomposicdo, o que até poderia a
ajudar na determinagéo da causa da morte (Catts & Goff, 1992; Goff & Lord, 2001).



Nuorteva (1974) mostra como os insetos puderam ser Uteis na resolugdo de dois
assassinatos em Helsinki, Finlandia. No quarto da casa onde havia ocorrido um dos
crimes, havia quantidade considerdvel de sangue seco e diversas moscas, dentre elas
Muscina stabulans (Diptera: Muscidae), espécie também encontrada em uma camiseta
manchada de sangue contida dentro de um saco plastico em um lixo proximo ao local. As
larvas coletadas da camiseta foram criadas em laboratério e foi notado que as de M.
stabulans apresentaram duas ondas de emergéncia. Quando da coleta, assumiu-se que a
oviposicdo tivesse ocorrido no dia em que a camiseta havia sido encontrada
correspondendo, com base no tempo de desenvolvimento desta espécie, a segunda onda
de emergéncia. Ao calcular a data da possivel oviposicao da primeira onda de emergéncia
foi percebido que a data coincidia com o dia em que ocorreu o esfagueamento, ligando a
camiseta encontrada ao local do crime.

Existem ainda reportados estudos onde foi possivel determinar negligéncia aos
cuidados de pessoas incapacitadas, como criancas ou idosos, resultando em morte das
vitimas. O auxilio entomoldgico, nesses casos, possibilitou imputar dolo aos responsaveis
pelo cuidado de tais pessoas (Benecke & Lessig, 2001; Benecke et al., 2003).

De qualquer forma, a estimativa do IPM é uma das aplicacbes mais amplamente
acessadas dentro da entomologia médico-legal utilizando-se, principalmente, do
conhecimento da biologia de moscas varejeiras (Diptera: Calliphoridae), por serem estas
as primeiras a colonizarem os cadaveres (Amendt et al., 2004).

Para a estimativa de um IPM mais preciso é necessario levar em consideracao:

a. A identificacdo correta dos exemplares de insetos, pois a estimativa é baseada
no tempo de desenvolvimento da espécie e uma identificacdo errénea pode
acarretar erros graves neste célculo (Catts & Goff, 1992);

b. A sucessdo de insetos que colonizam cadaveres, uma vez que cada estagio da
decomposicdo atrai diferentes espécies de insetos e é variavel em relacdo a
localizacdo geografica ou sazonalidade (Carvalho et al., 2004);

c. A dispersdo larval pds-alimentar na qual deve se considerar pupas localizadas a
distancias variaveis do cadaver para ndo deixar de considerar as larvas mais

velhas que o abandonaram (\VVon Zuben, 2001);



d. A analise toxicoldgica (area de estudo denominada entomotoxicologia) que
pode, em alguns casos, alterar a taxa de desenvolvimento larval e, novamente,
levar a estimativas erroneas (Bourel et al., 1999).

Os insetos mais freqiientemente envolvidos na estimativa de IPM sdo os dipteros
sendo este, também, o tdxon mais utilizado para analises toxicoldgicas. As espécies
predominantes pertencem as familias Calliphoridae (varejeiras), Sarcophagidae (moscas
da carne) e Muscidae (moscas domésticas). As moscas pertencentes a estas familias sdo
altamente mdveis, resistentes ao v6o e tipicamente 0s primeiros insetos a chegarem num
corpo em decomposicdo. Calliphoridae e Sarcophagidae podem chegar minutos apés a
morte, principalmente em climas tropicais e estudos de comunidades de carcagas tem
demonstrado que muscoides geralmente atrasam a colonizacdo até o periodo final do
estagio de decomposicao fresco ou ateé o inicio do estagio inchado (Goff & Lord, 1994).

Quando uma fonte apropriada € localizada, as moscas adultas comegam a ovipor
ou a se alimentar da fonte protéica para mais tarde ovipor. Em cadaveres sem feridas, 0s
sitios preferenciais de oviposicdo serdo, geralmente, os orificios naturais do corpo (olhos,
orelhas, nariz, boca e quando expostos anus e genitalias). Os ferimentos ou sangue
poderdo fornecer sitios preferenciais de oviposicdo, embora essa atracdo seja varidvel
conforme espécies de moscas envolvidas e grau de ferimento (Goff & Lord, 1994).

Os ovos das moscas varejeiras sd@o pequenos (2-3 mm), alongados e de cor
branco-amarelada. S&o tipicamente depositados em grandes aglomerados, podendo
preencher os orificios naturais ou locais de ferimentos. O estagio de ovos para as moscas
varejeiras dura entre um a trés dias quando eclodem larvas alongadas que possui na
extremidade anterior um par de ganchos orais que sdo usados para alimentacdo e
locomocdo. A parte posterior possui um par de espirdculos pelo qual as larvas respiram.
Elas crescem rapidamente passando por trés estddios ou instares antes de alcangar o
tamanho maximo (Goff & Lord, 1994; Greenberg & Kunich, 2002).

O primeiro estadio dura cerca de um dia quando ocorre a muda para o segundo
estadio que, por sua vez, pode durar um ou dois dias quando muda para o terceiro estadio
que dura por cinco ou seis dias quando param de se alimentar e entram e fase de pré-pupa
(Erzincglioglu, 2003).



Os ovos colocados num corpo eclodirdo sincronizadamente resultando em uma
massa de larvas que se movimentam sobre o corpo e se alimentam como um grupo. Esse
comportamento resulta na disseminacdo de bactérias e producdo de enzimas digestivas
que possibilitam as larvas consumir maior parte do tecido mole de maneira altamente
eficiente. O tamanho maximo das larvas é atingido num periodo que varia de dias até
semanas, dependendo da espécie envolvida, nimero de larvas presente e condigdes
ambientais. Apos atingirem o tamanho maximo, as larvas sofrem uma mudanca
dramatica no comportamento, param a alimentacdo e comegam a migrar para fora da
fonte alimentar. Essa migracdo é, geralmente, para uma area seca onde as larvas se
enterram no substrato e comegam a pupariar (Goff & Lord, 1994; Erzinglioglu, 2003).

A pupariagdo em moscas é um processo complexo e sequiencial que transforma a
cuticula branca e mole da larva num pupario escuro e rigido. Nesse pupario, a larva sofre
uma reorganizacdo celular onde ocorre o encurtamento e expansdo dela, retracdo
irreversivel dos trés segmentos anteriores e contragdo e estabilizacdo da cuticula. O
periodo requerido para essa transformagdo varia conforme a espécie da mosca e as
condi¢des ambientais, principalmente temperatura. O pupario pode permanecer intacto
por anos ao redor do corpo em decomposicdo podendo fornecer informagdes valiosas até
muito tempo depois de o corpo ter sido totalmente decomposto (Greenberg, 1991; Goff &
Lord, 1994).

O ciclo de vida dos sarcofagideos é similar ao das moscas varejeiras exceto pelo
fato de que eles ndo ovipositam, mas depositam larvas de primeiro estadio no substrato
escolhido como fonte. Esse processo exige que a larva em desenvolvimento seja mantida
por mais tempo no corpo da fémea do que um ovo. No entanto, 0 nimero de
descendentes produzidos por fémea é menor para essa familia do que para califorideos e
muscideos (Goff & Lord, 1994).

1.1 - Entomotoxicologia
A Entomotoxicologia € um campo relativamente recente dentro da Entomologia

Forense e que consiste na detec¢do e andlise da interferéncia de substancias toxicas sobre
a biologia de insetos que se alimentam de carcacas para auxiliar na identificacdo de



drogas e toxinas presentes em tecidos de corpos que tenham vindo a ébito por overdose
(Goff & Lord, 1994, Introna et al., 2001). Isto é especialmente Util quando nédo € possivel
coletar amostras de tecidos, sangue ou urina de cadaveres por estarem esqueletizados ou
em estado avancado de putrefagdo, servindo os insetos como alternativa segura para tais
analises (Pien et al., 2004).

As larvas sdo relativamente faceis de serem coletadas e mantidas em laboratorio e
também podem apresentar menos contaminantes que alguns tecidos comumente usados
para andlise toxicologica (Carvalho et al., 2001; Gangliano-Candela & Aventaggiato,
2001).

No entanto, a utilizacdo de insetos para andlise toxicoldgica quantitativa pode néo
ser uma ferramenta confidvel, pois existe uma série de fatores que influenciam na
concentra¢do da substancia tais como, a redistribuicdo pds-morte das drogas no corpo
humano, a estabilidade das drogas nos restos humanos, especialmente de onde as larvas
sdo retiradas e a farmacocinética de cada substancia a ser considerada nos imaturos
(Campobasso et al., 2004; Tracqui et al., 2004). Por outro lado, a ndo deteccdo de uma
substancia em larvas que se alimentam da carcaga ndo implica, necessariamente, na
auséncia da mesma na fonte alimentar (Campobasso et al., 2004).

Muitos estudos recentes tém detectado toxinas e substancias controladas tanto no
inseto como nos restos quitinizados recolhidos de vitimas em estigio avancado de
decomposicdo (Goff & Lord, 2001). Nesses casos, 0s insetos tém sido homogeneizados e
processados de maneira similar a realizada nos tecidos ou fluidos mais tradicionalmente
analisados por diversos métodos, tais como imuno-radio ensaio (RIA), cromatografia
gasosa (GC), cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa (GC/MS),
cromatografia de camada delgada (TLC), cromatografia liquida de alta perfomance
associada a espectrometria de massa (HPLC/MS) e imunohistoquimica (IHQ) (Bourel et
al., 2001; Goff & Lord, 2001; Introna et al, 2001).

1.2 - AplicacOes da Entomotoxicologia



1.2.1 - Deteccdo de Substancias Toxicas em Larvas de insetos necrofagos

O uso abusivo de farmacos prescritos para tratamento médico € de constante
interesse no &mbito forense, pois pode determinar a tipificacdo da morte a esclarecer, ou
seja, diferenciar se é um caso de homicidio ou suicidio.

Beyer et al. em 1980 sugeriram o emprego de insetos como fonte alternativa para
deteccdo de drogas quando tiveram um caso no qual o corpo de uma mulher, de 22 anos,
foi encontrado 14 dias apds seu desaparecimento e o seu estado de decomposicao era de
quase completa esqueletizacdo ndo havendo tecido humano suficiente para o exame
toxicolégico. No local havia um frasco vazio com capacidade para 100 comprimidos
conforme indicado no rétulo que informava se tratar de fenobarbital (uma substancia da
classe dos barbitaricos utilizada terapeuticamente como anticonvulsivante) e cuja
fabricacdo datava de dois dias antes da data do desaparecimento. Além disso, essa moga
ja apresentava historico de doenca mental e de diversas tentativas de suicidio. No local
foram coletadas larvas da mosca Cochliomyia macelaria (F.) (Diptera: Calliphoridae) que
foram utilizadas com sucesso como amostra para deteccdo de fenobarbital por
cromatografia gasosa e confirmagéo por cromatografia de camada delgada.

Num caso de um homem de 49 anos, morto ha 67 dias, em estado de completa
putrefacédo, Kintz et al. (1990a), visando verificar a validade do emprego de insetos como
fonte alternativa para exames toxicolégicos, conseguiram detectar, por cromatografia
liquida de alta presséo, nos tecidos do cadaver e em larvas de califorideos coletados do
cadaver a presenca de cinco drogas: triazolam e oxazepam (pertencentes a classe dos
benzodiazepinicos que estdo entre os farmacos mais prescritos e tém acdo anti-ansiolitica,
anticonvulsivante, relaxante muscular e hipndtico), fenobarbital (um barbiturico prescrito
para tratamento de ataques de convulsdo), alimemazine (um farmaco derivado das
fenotiazinas com acdo anti-prurido além de acéo sedativa e anti-nduseas) e clomipramine
(uma droga classificada como psicoativa de acdo antidepressiva e anti-ansiolitica).
Também observaram que os picos enddgenos nos cromatogramas obtidos da extracdo dos
imaturos eram menores que aqueles dos tecidos humanos.

Kintz et al. (1990b), num outro estudo de caso no qual um homem de 65 anos,
desaparecido por seis meses foi encontrado morto e dele foram coletados insetos
sarcosaprofagos da espécie Piophila casei (Piophilidae), detectaram, por HPLC,
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bromazepam (um diazepinico) e levomepromazina (uma fenotiazina de poder sedativo).
Neste caso ndo conseguiram estabelecer relacdo entre a concentracdo da droga presente
no tecido humano e a existente nas larvas.

Em 1993, Goff et al. realizaram pesquisas experimentais com Parasarcophaga
ruficornis, um sarcofagideo muito frequente em corpos em decomposi¢cdo no Havai,
criando-os em tecidos de coelhos nos quais havia sido previamente injetados amitriptilina
e nortriptilina, farmacos com fins antidepressivos e que estdo entre os mais utilizados em
casos de suicidio na regido de estudo considerada. A detecgdo feita por HPLC mostrou
que o farmaco pode ser recuperado de forma eficiente ao se examinar amostras de todos
0s grupos tratados, confirmando que insetos sdo fontes alternativas confiaveis para a
realizagdo de exames toxicoldgicos.

Sadler et al. (1995) em estudos com larvas de Calliphora vicina criadas em
tecidos humanos provenientes de trés casos de suicidio por overdose de medicamentos
prescritos conseguiram detectar, por HPLC, trazodone (um componente psicoativo de
propriedades sedativa, ansiolitica e antidepressiva), trimipramine e amitriptilina
(pertencentes a classe dos antidepressivos triciclicos de propriedades sedativas e
ansioliticas) e temazepam (um benzodiazepinico) nas larvas em concentragdes menores
das existentes nos tecidos e observou que a concentragéo das drogas nas larvas diminuiu
apos oito dias, periodo associado & pupariacdo. Os niveis de drogas medidos devem
indicar absorcéo nos tecidos larvais, pois uma droga serd detectada na larva, quando sua
taxa de absorcdo for maior do que a de excre¢do, e a droga atinge um nivel na larva
acima do limite de deteccdo do método analitico. Também constataram que larvas de
Calliphora vicina tém uma capacidade de eliminar essas drogas, fato observado quando
foram transferidas para uma dieta livre de drogas e apds um curto periodo de tempo as
drogas ja tinham sido eliminadas.

Outra preocupacdo é o aumento do consumo de drogas de abuso, ou seja, aquelas
que ndo sdo utilizadas com fins terapéuticos, mas sim como forma de entretenimento
como a cocaina, a heroina, a maconha, o ecstasy, a metanfetamina entre outros.

Nolte e colaboradores, em 1992, ao coletarem larvas mortas de Calliphora vicina
de um cadaver pertencente a um usudrio de cocaina, de 29 anos, esqueletizado,

conseguiram detectar nestes espécimes, por RIA e confirmado por GC/MS, a presenca de
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cocaina o que ajudou na determinacéo da causa da morte, uma vez que nem no local nem
durante a necropsia foram encontrados vestigios que pudessem indicar alguma forma de
morte violenta.

Goff et al. (1989; 1991) também observaram, através do método de imuno-radio
ensaio, presenca de cocaina (uma droga alcaloide estimulante) e heroina (um derivado
opidide com agdo estimulante e analgésica), duas drogas com alta taxa de abuso nos
EUA, em experimentos nos quais administraram essas drogas em coelhos e os tecidos
destes foram servidos de substrato para desenvolvimento de larvas de Boettcherisca
peregrina.

Introna et al. (1990) coletaram 40 figados de corpos cujo exame toxicolégico era
positivo para opidceos, ou seja, derivados do 6pio com agdo analgésica, e criaram, nestes
tecidos, larvas de Calliphora vicina. As larvas de 3° estadio foram coletadas e analisadas
por RIA e constataram que a concentracdo detectada nas larvas correspondia as
concentragdes de cada figado no qual haviam sido criadas. Pien et al. (2004) também
relataram relagdo proporcional de concentragdo de nordiazepam e/ou seu metabolito
oxazepam (benzodiazepinico de efeito sedativo e relaxante), detectado por LC-MS/MS,
em larvas de Calliphora vicina com a concentra¢do da droga presente no substrato de
alimentacéo, ou seja, conforme aumentou a concentracdo da droga na dieta, aumentou a
concentragédo nas larvas.

No entanto, Gunn et al. (2006) ao detectarem morfina (um opidide usado no
tratamento sintomatico da dor e muitas vezes usado como droga de abuso), por HPLC,
em larvas de Calliphora stygia, ndo constataram correlacdo entre as concentragdes
obtidas nos tecidos e a nas larvas, porém notaram que as concentragdes de morfina
obtidas nas larvas aumentavam conforme aumentava a concentracdo da droga no
substrato do qual se alimentavam. Por sua vez, Tracqui et al. (2004) ao detectarem
benzodiazepinicos, barbituricos, antidepressivos, fenotiazinas, opiaceos entre outras em
larvas coletadas de cadaveres e nos tecidos necropsiados, observaram que as
concentracdes de todas as larvas foram sempre menores que as dos tecidos, mas nao
conseguiram estabelecer correlagdo entre as concentragcdes nas larvas e nos tecidos

humanos.
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Goff et al. (1997), aléem de detectarem em imaturos da mosca sarcofagide,
Parasarcophaga ruficornis (F.), por LC/MS, 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA),
popularmente conhecido como ecstasy (uma droga alucinégena e estimulante que teve
seu uso e producdo aumentados nas Ultimas décadas), reportaram uma concentracao
maior nos puparios do que a detectada nos tecidos dos quais as larvas se alimentaram. O
fato da deposicdo das toxinas na cuticula dos insetos como um método de excrecdo
sugere outro mecanismo potencial para o acimulo de material ingerido em tecidos mortos
de insetos. No entanto, Goff e colaboradores (1992) ndo obtiveram um resultado positivo
quando tentaram detectar metanfetamina e seu metabdlito anfetamina por RIA em larvas
do sarcofagideo Parasarcophaga ruficornis, obtendo uma reacdo fraca uniforme em
todos os grupos, o que pode ser resultado de uma reacdo inespecifica para outra
substancia que nao a metanfetamina ou seu metabolito. Por isso concluiram que RIA nédo
seria um bom método para detec¢do de metanfetamina quando for utilizada diptera como
fonte alternativa para evitar resultados falso-positivos.

Bourel et al. (2001a) conseguiram detectar morfina, pelo método da
imunohistoquimica, em larvas de Calliphora vomitoria na qual cada espécime positivo
mostrou coloragdo especifica da hemolinfa sob o tegumento enquanto os controles e as
amostras negativas ndo apresentaram reacdo de coloragdo. A imunorreacdo mostrou-se
mais forte no limite entre a exocuticula e a endocuticula, pois houve retencdo da morfina
devido & natureza hidrofébica da epicuticula. Eles observaram que nas larvas de C.
vomitoria morfina da hemolinfa é excretada por células epidermais e depositada proxima
aos poros dos canais na matriz cuticular. Dessa maneira a cuticula atua como uma forma
de deposito, quando a cuticula larval do terceiro estadio é esclerotizada para formar o
pupario, a morfina depositada préximo aos poros dos canais é incorporada ao pupario.

Em 2001b, Bourel et al. também detectaram, por RIA, morfina em pupario e
adultos de Lucilia sericata Meigen (Diptera: Calliphoridae) e em pupas ressecadas de
Dermestes frischi Kugelmann (Coleoptera: Dermestidae). As concentracGes obtidas
foram maiores nos 2° e 3° estadio enquanto quase nenhuma morfina foi detectada nos
estagios de pré-pupa ou em pupariacdo. Ainda, a concentracdo detectada nos puparios

foram maiores que nos adultos. Esses resultados confirmam que as larvas excretam a
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droga no periodo pds-alimentacdo. No entanto, parece que enquanto a droga € excretada
em 6rgaos larvais, uma quantidade de morfina ¢ incluida na cuticula do pupério.

Campobasso et al. (2004) usaram tecidos obtidos de 18 corpos necropsiados
relacionados com abuso de drogas. Nos tecidos e nas larvas foram detectados os agentes
narcoticos mais comuns como opiaceos e cocaina, geralmente, associados com
antidepressivos (cloripramine, amitriptilina, nortriptilina, levomepromazine e tioridazine)
e benzodiazepinicos. Todas as drogas detectadas nos tecidos humanos foram detectadas
nos imaturos de Lucilia sericata. Opiaceos foram detectados em 14 e em oito deles
também foi detectada cocaina. Somente em um caso foi detectado fenobarbital associado
aos opiaceos e a cocaina.

Neste trabalho, as concentragdes de opidceos no tecido hepéatico foram maiores as
observadas nas larvas que também foi inferior das obtidas no sangue o que é consistente
com a metabolizacdo e eliminacdo das drogas durante o desenvolvimento larval. Em
quatro casos, as larvas que ainda estavam se alimentando dos tecidos apresentaram
concentragdes maiores do que as observadas no sangue, provavelmente devido ao
armazenamento de alimento no papo que se expande muito durante o periodo de
alimentacédo e esvazia rapidamente apos essa fase e o conteldo estomacal é rapidamente
digerido. Exceto pelos antidepressivos, todos os niveis de drogas detectados nas larvas
pos-alimentacdo foram menores que nas larvas em fase de alimentagdo (Campobasso et
al., 2004).

1.2.2 - Acumulacao biolégica (Bioacumulo)

A acumulacdo bioldgica € a concentragdo progressiva de uma substancia ao longo
de uma cadeia alimentar, de forma a apresentar niveis mais elevados nos tecidos de
organismos de niveis troficos mais altos (ACIESP, 1997). O bioacimulo de uma
substancia ocorre no organismo quando a absorcéao de tal substancia € mais rapida do que
sua excrecao/eliminacao.

Dentre as aplicagdes forenses podemos citar, além de crime ambiental, deteccdo
de envenenamento por substéncia capaz de bioacumular e também a determinacdo de
area geografica de origem da vitima como no caso apresentado por Nuorteva (1977) onde

moscas adultas coletadas de um corpo em decomposi¢éo de uma mulher ndo identificada
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encontrada numa area rural de Inkoo, na Finlandia e analisadas para contetdo de
mercurio foram usadas para determinar a regido geografica de origem da vitima. A baixa
concentracdo de mercudrio nas moscas adultas indicou que aquela mulher era de uma area
relativamente livre de poluicdo por mercurio. Quando a vitima foi identificada, provou-se
que ela era uma estudante de Turku, na Finlandia, uma cidade relativamente livre de
poluicdo por mercurio comprovando os achados entomoldgicos.

Nuorteva & Nuorteva (1982) também recuperaram mercurio de larvas de varias
espécies de moscas varejeiras (Calliphoridae) criadas em tecidos de peixes contendo
concentragdes conhecidas do metal pesado mostrou ‘bioacimulo’ nas larvas em
desenvolvimento conforme se alimentavam do tecido contaminado e este acUmulo
parecia estar relacionado a presenca do mercurio na forma metilada. O mercurio ingerido
foi retido até o estagio de pupa e detectavel nos adultos emergentes. Ndo foram
observados efeitos adversos do bioacimulo nem no adulto nem nas larvas, exceto por
algumas vezes dificuldade em pupariacao.

Como extensdo a este estudo, adultos de besouros estafilinideos, Creophilus
maxillosus (Linnaeu) foram alimentados com larvas criadas em meio contendo mercdrio,
e pbde-se observar acumulo secundario nestes insetos sem efeitos adversos
diferentemente do que ocorreu com besouros tenebrionideos, Tenebrio molitor (L.) que
apresentaram irregularidades no controle motor quando alimentados de larvas
contaminadas por mercurio. Além disso, observaram que larvas criadas em peixes
coletados de uma regido da lugoslavia tinham um coeficiente de bioacimulo menor do
que as criadas em peixes coletados na Finlandia, pois a porcentagem da forma metilada
do mercurio é menor na lugoslavia do que na Finlandia (Nuorteva & Nuorteva, 1982).

Sohal & Lamb (1977; 1979) também demonstraram o acumulo de varios metais
(entre eles cobre, ferro e zinco) e célcio em tecidos de adultos de mosca doméstica,
Musca domestica (L.) e nenhum efeito negativo foi associado ao bioacimulo desses
metais.

No entanto, Sadler et al. (1997) ndo conseguiram observar bioacimulo de
barbituricos em larvas de moscas varejeiras, Calliphora vicina, criadas em dieta artificial.
Além disso, observaram que até compostos quimicamente semelhantes pareceram ser

processados diferentemente pelas larvas. Também preveniram quanto & interpretagdo
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quantitativa dos achados entomotoxicolégicos dado ao conhecimento limitado da maneira

como drogas e toxinas sdo absorvidas pelos insetos imaturos.

1.2.3 - Atratividade na colonizagéo

A atratividade de colonizacdo € um fator importante a ser considerado na
Entomologia Forense principalmente nos casos envolvendo morte relacionada a
envenenamento, pois este fator pode levar a conclusées errdneas quando estimado o IPM
baseado no desenvolvimento larval.

Gunatilake & Goff (1989), por exemplo, detectaram o inseticida organofosforado
Malathion em larvas de moscas de duas espécies de Calliphoridae, Chrysomya
megacephala (Fabricius) e C. rufifacies (Macquart) coletadas dos restos de um cadaver. E
significativo que as larvas das duas espécies de Chrysomya indicavam um intervalo pds-
morte de cinco dias enquanto a vitima tinha sido vista viva pela ultima vez oito dias antes
de ser encontrado o corpo, o que pode indicar que a presenca de Malathion teria atrasado
a oviposicao por um periodo de dias. Além disso, € esperada uma fauna maior de moscas
varejeiras e besouros predadores nesse espaco de tempo (entre cinco e oito dias) numa
area aberta no Havai, 0 que sustenta a nocdo de que a ingestdo de Malathion teve uma
influéncia negativa na colonizagdo do cadaver por insetos.

Diferentemente do observado com o malathion, Borges & Melo (1999), ao
trabalhar com carcagas de ratos injetados com ivermectina antes de serem sacrificados e
colocados em campo, observaram que ndo havia diferenca significativa na atratividade
das carcacas entre o grupo controle e o experimental, que se apresentaram semelhantes

tanto quantitativamente quanto qualitativamente.

1.2.4 - Efeito das drogas sobre o desenvolvimento larval

Ao fornecer uma estimativa de IPM, especialmente entre as primeiras duas e
quatro semanas de decomposicdo, assume-se que O inseto desenvolvera em taxas
previsiveis, dadas certas condi¢cGes ambientais, sendo necessario considerar o efeito das
drogas no desenvolvimento destes insetos (Goff & Lord, 2001).

Estudos sobre a influéncia das drogas no desenvolvimento dos insetos podem ser
feitos através de dietas artificiais, acrescendo concentragbes conhecidas de droga ou
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toxina ou, ainda, serem administradas oralmente ou por infusdo num modelo animal vivo,
sendo os tecidos de tal vertebrado utilizados como fonte de alimento para as larvas de
insetos, permitindo que tais drogas ou toxinas sejam metabolizadas pelo vertebrado antes
da ingestdo pelo inseto (Goff & Lord, 2001).

Goff et al. (1989) em seus estudos sobre o efeito da cocaina no desenvolvimento
de larvas do sarcofagideo Boettcherisca peregrina (Rodineau-Desvoidy) em figados de
coelhos previamente tratados com doses conhecidas da droga, observaram dois padroes
de desenvolvimento: as colonias controle e dose subletal (1/2xDL) tiveram
aproximadamente a mesma taxa de desenvolvimento enquanto as colonias de dose letal
(IxDL) e duas vezes a dose letal (2xDL) desenvolveram-se mais rapido, ocorrendo
pupariacdo primeiro nestes dois grupos.

Carvalho (2004) também estudou o efeito da cocaina no desenvolvimento larval
de Chrysomya albiceps e C. putoria, duas espécies de interesse forense no Brasil, onde
observou que na 62 e 182 hora de observacgéo e pesagem, as larvas controle de C. albiceps
se desenvolveram mais rapido que as expostas a droga e o inverso ocorreu com as larvas
de C. putoria. As 24 horas de experimento, o desenvolvimento de C. albiceps do grupo
controle foi maior do que as expostas & cocaina, e nenhuma diferenca significativa foi
observada para C. putoria. Na pesagem de 30 e 42 horas, verificou-se que ndao houve
diferenca significativa no desenvolvimento de C. albiceps, mas as larvas de C. putoria
expostas & droga se desenvolveram significativamente mais rapido em relacdo ao
controle. Também foi constatado que 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 h. As
diferencas entre o tempo de emergéncia dos adultos foram significativas para ambas as
espécies expostas a droga, sendo de aproximadamente 60 h em relacdo ao controle.

Um caso interessante relacionado ao efeito da cocaina no desenvolvimento de
imaturos é relatado por Lord (1990) onde o corpo de uma mulher branca, de
aproximadamente 20 anos, foi descoberto préximo a uma regido de pinheiros em
Spokane, Washington — EUA. O cadaver estava em fase inicial do estagio inchado e
apresentava uma grande populacdo de larvas localizadas no rosto e parte superior do

tronco. As larvas foram coletadas, criadas até adultos, identificadas e classificadas em
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trés classes, de acordo com o tamanho: entre seis e nove mm de comprimento que seria
correspondente a um IPM de cerca de sete dias; menores que seis mm que poderia indicar
que moscas teriam oviposto em diferentes tempos na carcaga e uma Unica larva de 17,7
mm recuperada da regido naso-faringea o0 que indicaria um periodo de IPM de
aproximadamente trés semanas 0 que nao era possivel conforme outros dados existentes
sobre o caso. Foi suposto que a larva poderia ter migrado de outro cadaver, porém nao foi
encontrado nenhum outro corpo na regido. Uma explicagdo alternativa foi a de que o
crescimento da larva foi aumentado, pois estava localizado numa regido nasal que
continha alguma concentracdo de cocaina. Uma investigacdo subsequiente revelou que a
vitima era usudria de cocaina e tinha sido vista utilizando a droga antes de morrer.

Goff et al. (1991), trabalhando com Boettcherisca peregrina, investigaram o
efeito da heroina, um opidide de uso recreativo muito freqliente nos EUA, no seu
desenvolvimento larval e os resultados apontaram para um desenvolvimento mais rapido
dos grupos experimentais do que os grupos controles além da producdo de larvas maiores
em todos os grupos tratados. O tempo de pupa durou mais para todas as colbnias
experimentais e pareceu ser proporcional & quantidade de droga administrada. O estudo
demonstrou que um erro de até 29 h ocorre quando a estimativa de IPM é baseada no
desenvolvimento larval cujo substrato contenha heroina e entre 18 e 38 h se baseado na
duracdo do estagio de pupa.

Do mesmo modo, Karbouche et al. (2008), usando figados de porcos tratados com
solucdo contendo concentragdes conhecidas de codeina, verificaram que larvas de Lucilia
sericata desenvolviam mais rapido nos grupos tratados do que no controle e que
diferenca significativa no peso corporal larval também foi verificada entre os grupos
experimentais (mais pesados) e o grupo controle. Em termos quantitativos ndo foi
encontrada relagdo entre as concentragdes existentes nos figados e as obtidas nas larvas.

Diferentemente do observado por Bourel et al. (1999) que utilizaram coelhos
infundidos com hidrocloridrato de morfina, um derivado opidide de poder analgésico, em
trés concentragOes diferentes e observaram diferengca no comprimento das larvas de
Lucilia sericata criadas em tecidos experimentais em relacdo ao controle nos tempos de

41 h e 69 h e, depois, nos tempos de 91, 116 e 140 h, no entanto, ndo foram observadas

diferencas entre os grupos controle e de 25 mg/kg no tempo de 69 h, nem entre as larvas
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dos grupos 12,5 mg/kg e 50 mg/kg nos tempos 69, 116 e 140 h. O inicio do estagio de
pré-pupa ocorreu mais tardiamente no grupo 12,5 mg/kg. Quanto ao peso houve um
aumento até o estagio pré-pupa quando iniciou decréscimo até estabilizar na fase de pupa.
Observaram ainda que a taxa de desenvolvimento do grupo experimental de maior
concentracédo foi mais devagar que a dos demais grupos.

No entanto, Grella & Thyssen (2008), em trabalho com larvas do califorideo
Chrysomya megacephala, criadas em dieta artificial acrescidas de Cloridrato de
oxycodone, um opiodide analgésico semi-sintético similar a morfina, muito prescrito para
tratamento de dores moderadas a dores intensas, ndo observaram diferencas significativas
no desenvolvimento entre 0s grupos controle e 0s grupos experimentais, sugerindo a ndo
metabolizagdo dessas drogas pelas larvas nem seu bioacumulo. Além disso, a ndo
influéncia da droga se confirmou com uma alta taxa de viabilidade de adultos para todos
0S grupos.

Goff et al. (1993), testaram o antidepressivo amitriptilina em P. ruficornis e néo
observaram diferenca significativa na taxa de desenvolvimento em relacdo as
concentragfes administradas. A duracdo do periodo pds-alimentacdo foi maior nos
grupos tratados assim como a mortalidade larval. O periodo de estagio de pupa também
foi maior nos grupos tratados com concentracfes maiores que uma dose letal.

Goff e colaboradores (1994) pesquisaram o efeito da fenciclidina, uma droga de
abuso comum nos EUA (denominada PCP) e também utilizada como tranquilizante
veterinario, no desenvolvimento de imaturos do sarcofagideo P. ruficornis e néo
observaram diferencas significativas na taxa de desenvolvimento total dos insetos, porém
observaram uma diferenca na duracdo do periodo pds-alimentar quando as larvas dos
grupos experimentais desenvolveram mais rapidamente que as do controle resultando
num intervalo entre trés e 17 h menor para os tratados.

Em estudos com metanfetamina (um derivado anfetaminico utilizado como agente
aneroxigeno ou também como droga recreativa na forma de cristais denominada ice)
realizados por Goff et al. (1992) houve aumento da taxa de desenvolvimento do
sarcofagideo Parasarcophaga ruficornis para as coldnias alimentadas com tecidos
contendo uma dose letal (1xDL) e duas vezes a dose letal (2xDL) quando comparadas aos
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grupos com meia dose letal (1/2xDL) e controle, que desenvolveram na mesma taxa. A
mortalidade de pupas foi maior nas colonias 1/2xDL e 1xDL.

Carvalho (2004) estudou o efeito de outro derivado anfetaminico muito utilizado
como inibidor de apetite no Brasil, a anfepramona, em larvas de Chrysomya albiceps e C.
putoria onde verificou que esta droga ndo exerce efeitos significativos no
desenvolvimento de imaturo de C. albiceps. No entanto, a partir de 24 horas de contato
com a anfepramona, houve uma diferenga significativa no desenvolvimento das larvas de
C. putoria em relacdo ao controle, sendo que no fim das 54 horas, 0 seu peso era quase 0
dobro do controle. Também verificou que para C. putoria, as diferencas no tempo de
pupariacdo foram significativas, com as larvas dos grupos experimentais empupando
mais rapidamente que as controle. Foi observado que o tempo de emergéncia dos adultos
das duas espécies cujas larvas 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 diferenca de 48 horas
entre o grupo experimental e o controle.

Goff et al. (1997), em trabalho sobre o efeito de outro derivado anfetaminico, o
MDMA (principal componente do ecstasy), sobre o desenvolvimento de imaturos de
Parasarcophaga ruficornis também observaram que entre as horas 24 e 114 de
desenvolvimento, os grupos controle e 2xDL desenvolveram mais rapido que os demais
grupos e que a mortalidade larval e de pupa foi maior nas colbnias controle e 1/2xDL de
MDMA e menor nas coldnias 2xDL. E quando considerado o tempo de desenvolvimento
total (larva-adulto) o do grupo 2xDL foi menor.

Num trabalho com ivermectina, Borges & Melo (1999) observaram que 0
desenvolvimento das larvas foi retardado e um ndmero menor de larvas conseguiu
completar o desenvolvimento na carcaca tratada com o farmaco.

Em trabalho usando como animais modelo o coelho, Carvalho et al. (2001),
estudou o efeito do diazepam (um benzodiazepinico muito prescrito por médicos) no
desenvolvimento de larvas de Chrysomya albiceps e C. putoria, e constatou que larvas do
grupo controle se desenvolveram mais devagar que 0S grupos experimentais, além das
larvas dos grupos experimentais pesarem mais que as do controle. Pien et al. (2004)
também constataram que as larvas de Calliphora vicina (Diptera: Calliphoridae) dos
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grupos experimentais eram mais pesadas que o dos grupos controle quando realizaram
experimentos utilizando trés concentracbes de nordiazepam (um benzodiazepinico de
efeito sedativo e relaxante e o principal metabdlito do diazepam) em larvas e puparios de
Calliphora vicina. Observagdes diérias de larvas em estagio pds-alimentar, e a deteccdo
do metabdlito do nordiazepam, o oxazepam, ap6s o segundo dia de experimento, sugerem
que houve metaboliza¢do e acimulo do farmaco estudado. Porém, no geral, todos os
grupos (experimentais e controle) desenvolveram na mesma taxa.

Musvasva et al. (2001) num trabalho com larvas de Sarcophaga tibialis (Diptera:
Sarcophagidae) criadas em substrato contendo sddio-metohexital (barbiturico e depressor
metabolico) ou hidrocortisona (esteréide comumente usado para tratamento de
inflamacdes e estimulante metabolico) em diferentes concentraces perceberam que a
presenca de sodio-metohexital ou seus metabdlitos retardou significantemente o
desenvolvimento larval de S. tibialis, principalmente quando em pequenas doses bem
como a hidrocortisona e seus produtos de quebra, onde também foi observado atraso
significante no desenvolvimento larval. Nos dois casos o estagio de pupa pareceu ter uma
tendéncia oposta ao do estagio larval.

O’Brien & Turner (2004) verificaram que larvas de Calliphora vicina criadas em
substrato contendo paracetamol acelera suavemente o desenvolvimento larval durante os
dias dois e quatro, o que pode resultar numa diferenca de, aproximadamente, 12 h na
estimativa do IPM neste intervalo. Porém, de forma geral, nenhuma diferenca
significativa foi observada no desenvolvimento larval entre 0s grupos experimentais e 0
grupo controle.

Ferrari et al. (2008) verificaram, ao trabalhar com larvas de Chrysomya albiceps
criadas em dieta artificial acrescida do hormonio testosterona, que as larvas do grupo
experimental apresentaram média do peso corporal cinco vezes maior do que a média de
peso corporal das larvas do grupo controle (6,0 mg e 1,2 mg por larva, respectivamente) e
que a diferenca verificada no tamanho era bastante nitida.

Grella et al. (2007) trabalharam com dietas artificiais acrescidas de escopolamina,
uma droga muito usada como analgésico (principio ativo do Buscopam), onde criaram
imaturos de Chrysomya putoria, € puderam observar que 0s grupos controle e tratamento
0,25xDL, tinham peso corporal maior do que 0s demais grupos experimentais e que o
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grupo 1xDL teve seu tempo de desenvolvimento larval aumentado em relagdo aos demais
grupos. Além disso, o grupo tratado com 2xDL teve 100% de mortalidade no 2° estadio
larval, ou seja, ndo completou seu desenvolvimento. A sobrevivéncia observada mostrou-
se menor conforme o0 aumento de concentragdo da droga na dieta.

Similarmente, Oliveira et al. (2009) trabalharam com buscopam, cujo principio
ativo é o brometo de butilescopolamina, acrescido em dieta artificial que foi usado como
fonte de alimento para imaturos de C. megacephala, onde observaram uma diferenca
significativa no tempo de desenvolvimento larval na diferentes concentragcdes formando
um gradiente de diminuicdo de peso conforme aumentava a concentracdo da droga na
dieta. O tamanho larval tambem foi diferente sendo que quanto maior a concentracdo da
droga menor era a larva. Também observaram que quanto maior a concentracdo da droga
maior era a mortalidade principalmente nos estagios larvais. Além disso, a concentracdo
de uma dose letal de rato no substrato utilizado como fonte de alimento para as larvas
ocasionou um atraso de 54 h no desenvolvimento larval, o que poderia alterar a
estimativa de IPM num caso envolvendo o uso dessa droga prévio a morte.

Um resumo dos trabalhos relacionados a entomotoxicologia pode ser observado
na Tabela 1.
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Tabela L. Resumo dos trabalhos sobre entomotoxicologia

Classe do Agente . ” Método de , Autores do
Thico estudado Agente toxico Espécie detecgio Efeitos observados Trabalho
Cochliomyia macelaria | GCIMS e
AT Beyer et al., 1980
conotiabial (Diptera: Calliphoridag) |  TLC
Callihoridae (Diptery) | HPLC Concentragaodadroganag larvas menor do que Kintzetal, 1990z
a (s tecidos
N T e s e
Barhitricos d P81 Lo \ Geo entr 2004
concentracdes nas larvas com a nos tecidos
Amobarbital,
Fenobarbital, | Calliphora vicina x L
Tiopenta, | (Dipterz: Calphoride) HPLC Néo observou hioacimulo Sadler et al., 1997
Barhital
Sodio- Sarcophaa tibialis o : Musvasva et al.,
metohexital | (Diptera: Sarcophagicee) Retardo significativo do desenvolvimento larval 01
triazolam e Calliporidae Diper Concentracdo da droga nas larvas menor do que Kintzetl, 19902
OXazepam a (s tecidos
Piophila casei Nenhuma relacéo entre concentrages nas larvas | .
bromazepam Piophilce) HPLC oM 2105 feidos Kintz et al., 1990
Calliphora vicina Concentracdo da droga nas larvas menor do que
temazepam (Diptera: Calliphoridag) a.00s tecidos Satlertal, 1995
. . | Relagdo proporcional entre concentragao nas
Nordiazepam (DiCtael rlépfztoarl?ivmzae) ME?MS larvas e nos tecidos humanos; larvas mais | Pienetal., 2004
— ptere. Lallp pesadas que as do controle
Benzodiazepinicos ;
GCINS ol Concentragao.da aroga nas larvas menor do que Trauguietl
Calliphoricae (Diptera) a (os tecidos e nenhuma relagéo entre !
LCIMS . : 2004
concentracdes nas larvas e nos tecidos
Lucilia sericata (Diptera: Niveis de drogas detectados nas larvas pos- | Campobasso et al.,
i~ GCMS | . o
Calliphoridae) alimentacdo menores que nas em alimentacdo 2004
Chrysomya albiceps
Diczegam (Diptera; Calllphor@ae) GOINS Aceleragap do desenvolvimento larval; larvas | Carvalho et al.,
Chrysomya putoria mais pesadas que as do controle 2001

(Diptera: Calliphoridae)
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Tabela L. Continuacdo

Classe do Agente . ” Método de , Autores do
Thico estudado Agente toxico Espécie detecgio Efeitos observados Trabalho
Alimermazine Calllphorldae Concentragaodadroganag larvas menor do que Kintzetl, 19902
(Diptera) HPLC a (s tecidos
I—— Piophila casei Nenhuma relacéo entre concentracdes nas larvas itz et ol 1990h
P (Diptera: Piophilcae) e n0s tecidos !
Fenotiazina Calliphoridae | GC/MS ou Concentragao'dadroganas aras f?e”‘”do e Tracquiet al.,
. a os tecidos  nenfuma relagdo entre
(Diptera) LCIMS . : 2004
concentracdes nas larvas e nos tecidos
levomepromazine Luczg?pizggata SCIMS Niveis de drogas detectados nas larvas pos- | Campobasso et al.,
e tioridazine Callghoridae) alimentacéo menores que nas em alimentacdo 2004
_ Calliphoridae Concentracdo da droga nas larvas menor do que | , .
clomipramine Dipters) 2 dos tecds Kintz et al., 1990
Parasarcophaga Nenhuma diferenca significativa foi observada
amltrlptl!lnae fcomis (Dipter: | HPLC na/taxad,edegenvolv[mento;adurggaodp Goffetal, 1963
nortriptilina Sarcophagice) periodo pas-alimentacéo  pupa maior assim
Preg como a mortalidade larval
trazodone, Calliphora vicina s
Antidepressivo | trimipraming e (Diptera; Concentraga dadroganag arvas menor o gue Sadler et al., 1995
. T a (s tecidos
amitriptilina Calliphoriae)
. Concentracdo da droga nas larvas menor do que .
Cilg?ht(e);gae Gfél\lﬂl\j SO 11 ados tecidos e nenhum relacéo entre Tracggézt d,
i concentragOes nas larvas e nos tecidos
Clorlpramlne, L“C"'?‘ sengata Niveis de drogas detectados nas larvas ps- | Campobasso et al.
amitriptilina, (Diptera; GCMS | . L
e alimentacéo menores que nas em alimentacdo 2004
nortriptilina Calliphoriae)
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Tabela L. Continuacdo

Classe do Agente . ” Método de , Autores do
Thico estudado Agente toxico Espécie detecgio Efeitos observados Trabalho
Calliphora vicina Aceleraco do desenvolvimento larval durante | -, .
Paracetamol (Diptera; 05 dias 2 - 4 resultando em diferenca de, OBr|e20%4Turner,
Calliphoridae) aproximadamente, 12h
Chrysomya putoria .
» Escopolamina (Diptera; Reterdo do desgnvolwmentogiegruposcom Grella et al., 2007
Analgésico e maior concentracao.
Calliphoridag)
Chrysomya
- megacephala Retardo do desenvolvimento de gruposcom | Oliveiraetal.,
P (Diptera; maior concentrao. 2009
Calliphoridag)
o Sarcophgga t',b'al's Retardo significativamente o desenvolvimento | Musvasva et al.,
Hidrocortisona (Diptera;
: larval 2001
o Sarcophagidae)
ormanio :
Chrysomya aliceps Média do peso corporal cinco vezes maior do
Testosterona (Diptera; puea d(? 100 cortrole Ferrari et al., 2008
Calliphoriae) y gup
Boettchensca RIA Aceleracdo do desenvolwmentq larval quando Goffetl, 1989
peregrine em alta concentracdo
Chrysomya albiceps
. , (Diptera;
Famuante Cocera Calliphoriae) Aceleracéo do periodo de pupariacio resultando Cavalho, 2004
Chrysomya putoria em diferenca de, aproximadamente, 13h !
(Diptera;
Calliphoridag)
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Class do Agente Agente toxico Espécie Metodo de Efeitos observados Autores do
Téyico estudado P deteccdo Trabalho
, Boettcherisca Aceleracdo do desenvolvimento ¢ larvas
Herolre peregring RIA maiores que a do grupo controle Goftetal, 1301
Calliphora vicina « \
Diper RIA Concentrago nas larvas correspondented | Introna etal.,
CaIIipﬁori dée) concentragdo nos tecidos 1990
Callphoridze | GCMS o Concentragao.dadroganas larvas rpenordoque Trguietl,
Diper LONS a (os tecidos e nenhuma relago entre 004
P concentragOes nas larvas e nos tecidos
Lucgg?pigggata GOINS Concentracdes no tecido maiores que adas | Campobasso et
Callphoridae larvas al., 2004
Calliphora stygia . -
Diper HPLC Relacdo ~de proporcionalidade entre a Gumetal. 2006
Callphoricee) concentragao das larvas com a dos tecidos
Calliphora vomitoria Boutel et
Opitide (Diptera: IHQ Deposicdo da droga na cuticula 0012 )
Calliphoridag)
Morf Lucilia sericata Deposicdo da droga na cuticula, retardo na taxa
o : Bourel et al., 1999
(Diptera; de desenvolvimento larval do grupo
Calliphoridag) RIA experimental de maior concentraéo
Dermestes frischi Bourel et al.,
(Coleoptera: Deposicdo da droga na cuticula 2001
Dermestidae)
Codkina LUC('B? igggata Aceleracdo do desenvolvimento e larvas | Karbouche et al.,
CaIIipﬁori d.ae) maiores que a do grupo controle 2008
Chrysomya
Cloridrato e megacephala Nenhuma diferenca significativa foi observada | Grella & Thyssen,
oxycodone (Diptera; quanto & taxa de desenvolvimento larval 2008

Calliphoridag)
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Tabela L. Continuacdo

Classe do Agente . ” Método de , Autores do
Téico estudado Agente toxico Espécie detecgio Efeitos observados Trabalho
VDMA Concentragdo maior detectada em pupdrios;
LC/MS | Aceleracdo do desenvolvimento no grupo com | Goff et al., 1997
(ecstasy) _ v
Parasarcophaga maior concentracdo
Alucindgenos | Metanfetamina | ruficomis (Diptera: Aceleracéo do desenvolvimento larval; RIA
. : RIA | . . X Goff et al., 1992
(ice) Sarcophagidae) ineficiente para detecco desta droga em larvas
Fen(cpléIFl’c;ma GCIMS | Aceleracéo de 3-17 hna fase pos-alimentar | Goff et al., 1994
Chrysomya albiceps X : o
Derivado Anfepramona Dinerz: Callphoride) N&o houve diferenca significativa
Iy —— GCIMS . . Carvalho, 2004
anfetaminico Chrysomya putoria Aceleracdo do desenvolvimento, de
(Diptera; Calliphoridae) aproximadamente, 48 h
Chrysomya
. Maldfion megacephala(Dlptera: Influéncia negativa na colonizagdo do cadéver | Gunatilake e Goff,
Inseticidas Calliphoriae) GC .
= nOr Insetos 1989
Chrysomya rufifacies
(Diptera; Calliphoridag)
, | At .Semlefelto na colonizagdo (_10 cadaver por Borges & Melo,
Vermifugo |vermectina LSOO insetos; Retardo do desenvolvimento das larvas 1999
protag & menos larvas completaram o desenvolvimento
Bioactmulo nas larvas relacionado  presenca
Calliphoridae (Diptera) do mercirio na forma metilada; sem efeitos
adversos
Mercirio Creophllusmaxnllosus o - | NLorteva &
(Coleoptera; Bioactmulo secundario e sem efeitos adversos
: . Nuorteva, 1982
Metais pesados Staphilinidae)

Tenebrio molitor

Bioactmulo Secundario; apresentaram

(Coleoptera: ) )
Tevebrionide) irreqularidades no controle motor
cobre, ferro e Musca domestica o, . Sohal & Lamb,
. (Dipterz Muscid) Bioacimulo e sem efeitos adversos 1977 1979
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1.3 - Derivados Anfetaminicos

O termo “anfetaminicos” refere-se as substancias compostas pela anfetamina e
seus derivados que, quimicamente, apresentam o esqueleto bésico da B-fenetilamina e
atuam como aminas simpatomimeéticas. As drogas derivadas da anfetamina foram
criadas por laboratérios a partir de diversas substituicbes na estrutura bésica da
anfetamina conforme mostra a Figura 1 (Chasin & Salvadori, 1996; Passagli &
Carvalho, 2007).

A primeira anfetamina foi sintetizada em 1887, sendo usada com fins
terapéuticos a partir da década de 1920 quando foram descobertas suas propriedades
estimulantes centrais e supressoras de apetite sendo assim utilizadas para o tratamento
de obesidade, narcolepsia, hipotensdo e sindrome da hiperatividade. J& na Segunda
Guerra Mundial foram usadas pelos militares com o intuito de retardar o aparecimento
de fadiga nos soldados. Atualmente, estudantes e motoristas de caminhdo utilizam, o
popularmente denominado como “rebite”, como recurso para se manter acordados e
alertas por maiores periodos de tempo e como forma de aumentar a capacidade de
concentracdo e raciocinio (Chasin & Salvadori, 1996; Passagli & Carvalho, 2007).

Dentre os estimulantes, o abuso de anfetaminicos constitui um sério problema
na escala mundial uma vez que por pertencerem a uma classe de compostos nao
catecolaminicos que produz uma acentuada agdo estimulante no sistema nervoso central
(SNC), mais persistente do que a cocaina, 0s tornam mais atrativos como farmacos de
abuso. Por aumentar o estado de alerta fisico e mental, os anfetaminicos sdo muito
populares entre os individuos que necessitam de prolongada vigilia (Chasin &
Salvadori, 1996).

No Brasil, a anfetamina e seus derivados, utilizados como anorexigenos ou nos
disturbios de hiperatividade em criangas, tém sua comercializacdo sujeita as exigéncias
das portarias 27 e 28 de 1986 da Divisdo Nacional de Vigilancia Sanitaria de
Medicamentos (DIMED), enquanto os utilizados em formulagdes como
descongestionantes nasais como a nazafolina, efedrina e fenilefrina sdo de venda livre.
Os anfetaminicos com propriedades alucindgenas sdo de uso proscrito em nosso pais
(Chasin & Salvadori, 1996). Segundo relatorios do International Narcotic Control
Board (INCB), o Brasil esté entre os quatro paises com maior consumo de inibidores de
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apetite do mundo. Parte desse uso pode ser explicada pelo grande apelo social a
utilizacdo desses farmacos para o controle da obesidade.

Silva & Yonamine (2004) fizeram um levantamento no Brasil onde constataram
que usudrios de anfetamina foram encontrados nas regifes nordeste, centro-oeste e
sudeste e que 50% das amostras de urina coletadas eram de companhias de transportes
rodoviarios o que poderia explicar os resultados positivos encontrados neste estudo
devido ao uso do femproporex para manter o estado de alerta por mais tempo.

Devido as propriedades estimulantes da atividade motora, os anfetaminicos
eram muito utilizados em competicdes esportivas, como agentes de dopagem, visando
melhorar o desempenho em questdes de minutos e, por isso, muito utilizados nas
décadas de 60 e 70. Atualmente, devido as metodologias mais sensiveis para detec¢do
dessas substancias no controle da dopagem houve uma substancial diminui¢do no abuso

desses agentes nos esportes (Chasin & Salvadori, 1996).

1 METH Kli
\
2 AMPH NH,
3 MDMA H
O N
=
0

Figura 1. Estruturas de compostos andlogos a anfetamina: METH = metanfetamina,
AMPH = d-anfetamina e MDMA = ecstasy (Barr et al., 2006).
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Os anfetaminicos disponiveis no mercado ilicito, frequentemente, sdo
comercializados em pequenas capsulas de gelatinas ou comprimidos. Em alguns paises
esses derivados encontram-se como bases livres em veiculo oleoso. Praticamente todas
as misturas ilicitas contém os anfetaminicos na forma de cloridrato, sulfato ou fosfato e
se encontram como pds, comprimidos ou capsulas (Chasin & Salvadori, 1996).
Segundo o Relatério Mundial sobre Drogas de 2008 (World Drug Report — WDR), a
apreensdo de derivados anfetaminicos em 2006 voltou a crescer sendo similar ao pico
de apreensbes realizadas em 2000, sendo que a apreensdo de metanfetamina
correspondeu a 33,1% do total e ecstasy a 9,4%.

1.3.1 - Toxicocinética

A anfetamina é rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal. Apos
administracdo de 10 a 15 mg, o pico de concentracdo plasmatica ocorre entre uma e 2
horas, e a absorgdo geralmente se completa entre quatro e 6 horas. Os anfetaminicos
sdo amplamente distribuidos e as altas concentracBes cerebrais parecem estar
relacionadas a transportes especiais de penetracdo na barreira hematencefalica, que
ocorrem concomitantemente a difusdo passiva, 0 que explica a rapida velocidade de
penetracdo da anfetamina no cérebro (Chasin & Salvadori, 1996).

Os compostos anfetaminicos sdo biotransformados, primordialmente no figado,
tendo como vias principais a hidroxilagdo aromatica, a B-hidroxilagéo na cadeia lateral,
desaminacdo oxidativa e N-desalquilagédo (Chasin & Salvadori, 1996). Os derivados
inativos sdo excretados pela urina, pequena parte é convertida em norefedrina e outra
parte (cerca de 30%) é excretada pelos rins sem alteragcbes em 24 horas (Chasin &
Salvadori, 1996; Passagli & Carvalho, 2007).

1.3.2 - Toxicodinamica

Muitos autores creditam as acBes dos anfetaminicos & similaridade estrutural
com a dopamina e norepinefrina podendo, assim, funcionar como falsos
neurotransmissores. O mecanismo de acdo mais provavel é a liberacdo direta dos
neurotransmissores das vesiculas sinapticas, bem como a inibicdo da recaptagdo dos

mesmos, com conseqiiente aumento na concentracdo sinaptica, além de serem
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inibidores da MAO, enzima responsavel pela oxidacdo da norepinefrina e serotonina
(Chasin & Salvadori, 1996).

1.3.3 - Dependéncia e Tolerancia

Os anfetaminicos, em particular a anfetamina e a metanfetamina, apresentam
um alto potencial de abuso e conseqlientemente propiciam o desenvolvimento de
farmacodependéncia (Chasin & Salvadori, 1996).

Assim como ocorre com a cocaina, 0s mecanismos envolvidos nas propriedades
de reforco dos anfetaminicos parecem se relacionar com o aumento extracelular de
dopamina no ndcleo acumens (area limbica) e nicleo caudado (area subcortical motora)
(Chasin & Salvadori, 1996).

Embora esteja comprovada a dependéncia dos anfetaminicos, hd controvérsias
quanto ao desenvolvimento ou ndo da neuroadaptacdo. A sindrome que ocorre apos a
retirada do farmaco, apds uso cronico, é caracterizada por fadiga, hiperfagia, apatia,
letargia, ansiedade, distarbios do sono e depressdo, que pode ser profunda e de longa
duragéo (Chasin & Salvadori, 1996).

A tolerancia aos efeitos subjetivos e anorexigenos dos anfetaminicos € rapida e
ha taquifilaxia. Doses normalmente utilizadas, seja nas prescrigdes médicas ou na auto-
administracdo, estdo entre 20-40 mg, via oral, diariamente e é freqlentemente
aumentada a valores situados entre 50-150 mg por essa via (Chasin & Salvadori, 1996).

Com a intengdo de obter ou prolongar as sensa¢des prazerosas, obtidas apos a
injecdo de farmacos de abuso, usuérios cronicos utilizam doses repetidas de anfetamina
ou metanfetamina que atingem 1 g por episodio ou 5-15 g por dia, sendo que a DL50 da
anfetamina é de 20-25 mg/kg e estudos com animais sugerem que doses de 5 mg/kg
podem causar a morte, sendo que a menor dose letal relatada é de 1,5 mg/kg (Chasin &
Salvadori, 1996).

1.3.4 - Metanfetamina
A metanfetamina é um farmaco mais potente que a d-anfetamina e é facilmente
sintetizada em laboratérios clandestinos através de reagentes quimicos facilmente

obtidos. Como droga de abuso, a metanfetamina também é conhecida pelos nomes de
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speed, cristal, crank, meth, go e ice (Figura 2). O cloridrato de metanfetamina é usado
por via oral, por injecdo intravenosa e por via intranasal (Yonamine, 2004). A
metanfetamina, utilizada com fins recreacionais e com alto potencial de abuso, é
motivo de preocupacdo devido ao seu consumo Vvia respiratoria na sua forma basica,
denominada popularmente como ice, apresentar maior acdo e ter os efeitos mais
prolongados (Chasin & Salvadori, 1996; Passagli & Carvalho, 2007).

Figura 2. Diversas formas de metanfetamina: em comprimidos (rebite) para serem
ingeridos oralmente, em cristais (crystal, ice) e em pasta para serem usados por via
respiratoria.

Muitos individuos abusam simultaneamente do emprego de barbitlricos,
ansioliticos e alcool, além dos proprios estimulantes, tanto para combater a insonia
como a agitacdo que experimentam. Os barbituricos, de modo particular, sdo utilizados
em combinacdo com os anfetaminicos para aumentar os efeitos subjetivos dos
estimulantes (Chasin & Salvadori, 1996).

Segundo dados do Drug Enforcemente Administration (DEA), na década de
1960, nos EUA, os produtos farmacéuticos de metanfetamina estavam disponiveis e
eram altamente abusados. Com a mudanga na década de 1970 para o quadro de
substéncias controladas houve uma reducdo no abuso dessa droga. Porém nos anos
1980 o abuso da metanfetamina ressurgiu e hoje é considerada uma droga de alto
potencial de abuso, ficando atrds somente de alcool e maconha nos estados do oeste e
meio-oeste.

De acordo com o Levantamento Nacional sobre Droga e Saude (National Survey
on Drug Use and Health) de 2004, aproximadamente 11,7 milhdes de americanos
maiores de 12 anos ja tinham experimentado metanfetamina pelo menos uma vez na

vida, o que representa 4,9% da populacdo dessa faixa etaria. Aproximadamente 1,4
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milhdes (0,6%) reportaram usar metanfetamina no Gltimo ano prévio & pesquisa e
583.000 (0,2%) reportaram uso no Gltimo més prévio a pesquisa. A UNODC (Unit
Nation Office on Drugs and Crime) acredita que no mundo existam entre 15 e 16
milhdes de usuarios de metanfetamina e o Brasil esta enquadrado como o pais com a
maior taxa de abuso na América do Sul segundo o WDR 2008 (Figura 3), que também
reportou que na América do Sul houve um aumento no nimero de usuérios de
anfetaminicos que entram nos paises, em sua maior parte, de forma legal como
substancia prescrita.

Em 2006, segundo o WDR 2008, a quantidade de metanfetamina apreendida no
mundo diminuiu em relacdo a 2000, porém um numero maior de paises reportou tal
apreensdo (de 15 paises em 2000 para 30 em 2006), indicando uma expansdo em

termos geograficos.

Level of Atuse (Annusl prevalence)
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01 - 0.3% of population

Figura 3. Padrdo de usuarios de anfetaminas no mundo (WDR, 2008).

1.3.5 - Ecstasy
O MDMA foi sintetizado e patenteado pelo laboratério Merck, na Alemanha,

em 1912, sem uma definicdo de sua finalidade terapéutica (Almeida & Silva, 2003).
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Nos ultimos 20 anos, anfetaminas modificadas tém sido sintetizadas em laboratorios
clandestinos para serem utilizadas com fins ndo-médicos, com o objetivo de intensificar
as experiéncias sociais. Dentre elas, a mais conhecida no Brasil é o 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA, ecstasy), que é uma anfetamina modificada com
potentes efeitos estimulantes do sistema nervoso central e tem seu uso associado aos
clubbers e suas festas denominadas raves (Ribeiro & Marques, 2002; Moro et al, 2006;
Quinton & Yamamoto, 2006), sendo, por esse motivo, conhecida como Club drug
(Almeida & Silva, 2003; Moro et al, 2006).

O ecstasy é habitualmente comercializado e consumido em comprimidos, de
diversas cores e tamanhos, contendo cerca de 120 mg de MDMA e seus efeitos duram
entre quatro e 8 horas (Ribeiro & Marques, 2002; Almeida & Silva, 2003) (Figura 4).

Fgura 4. Comprimidos de Eéstasy de diversas formas, cores e simbolos.

De forma aguda, o MDMA tem diversos efeitos, periférico e central, levando a
ativagao psicomotora, euforia, diminuicdo do apetite e hipertermia (Ribeiro & Marques,
2002; Quinton & Yamamoto, 2006). Devido as suas fortes propriedades euforicas, o
MDMA tem uma taxa de abuso alta e 0 uso cronico pode levar a comportamentos
psicéticos e violentos (Quinton & Yamamoto, 2006).

O abuso dessas drogas é um problema crescente nos EUA onde, de acordo com
a Pesquisa Nacional sobre Uso de droga e Saude de 2003 (NSDUH), 2,1 milhGes de
americanos maiores de 12 anos ja experimentaram ecstasy. Além disso, a

Administracdo e Servi¢os sobre Substancia de abuso e Doenca mental (SAMSHA)
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reportou um aumento de 54%, entre 1995 e 2002, nos atendimentos relacionados ao uso
de anfetaminas dos prontos socorros (Quinton & Yamamoto, 2006).

No Brasil, segundo um levantamento nacional sobre o uso de agentes
psicoativos, aproximadamente 0,6% dos entrevistados, maiores de 12 anos, relataram
ter consumido ecstasy ou outros agentes alucindégenos pelo menos uma vez durante a
vida (Moro et al., 2006). Evidéncias como uma maior visibilidade na imprensa
brasileira, aumento no nimero de apreensdes de comprimidos e a descoberta do
primeiro laboratdrio clandestino de producdo em S&o Paulo podem ser indicativo de
que o numero de usuarios de ecstasy aumenta a cada ano (Almeida & Silva, 2003). O
padrdo de usuarios de ecstasy no mundo pode ser observado na Figura 5.

= Lovel of sbuse (Annual Prevalencel

- = 1% of population < [L1% ol population
- 0.5- 1% of papulaticn Data et avallable

- 03 -05%of papulalicn

& W marmfaciuning aneas
0.1-23%of populasion

Figura 5. Padrdo de usuarios de ecstasy no mundo (WDR, 2008)

Embora MDMA seja considerada uma droga segura, ou seja, que ndo representa
um perigo fisico, existe relatos de reacfes adversas e mortes relacionadas ao seu
consumo (Almeida & Silva, 2003). Muitas varidveis, incluindo dose, via de
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administracdo e regime, determinam a extensdo pela qual o efeito tdéxico e
neuromodulatorio serdo observados. Além disso, diferencas na sensibilidade tém sido
observadas entre diferentes linhagens de uma espécie e entre géneros, indicando que
individuos mais susceptiveis mostrardo sinais de toxicidade com doses menores que
individuos menos suscetiveis (Aerts, 1997).

Também se deve levar em consideracdo que existe uma alta frequiéncia de uso
do ecstasy em associacdo com outras drogas psicoativas 0 que aumenta 0 risco de
reacOes toxicas (Almeida & Silva, 2003). Na Finlandia, Vuori et al. (2002) reportaram
quatro casos de morte relacionada ao uso de MDMA associado & moclobemide, um
inibidor da MAO.

Estudos pré-clinicos revelaram que o0 MDMA produz um dano, a longo prazo,
nos terminais dopaminérgicos e serotoninérgicos em multiplas areas do cérebro
(Quinton & Yamamoto, 2006), pois estimulam a liberacdo de neurotransmissores
monoaminicos como serotonina, noradrenalina e em menor extensdo dopamina (Inman
& Greene, 2003).

ReacOes severas, por vezes com resultados fatais, tém ocorrido apds a ingestao
de doses normais, 0 que parece indicar que em humanos este efeito ndo seja dose-
relacionado. As principais complicagdes que podem ser fatais na overdose por
anfetaminas s&o a hipertermia (que pode ser fulminante), a hipertenséo, ataques
convulsivos, colapso cardiovascular, traumas e faléncia renal aguda (Aerts, 1997;
Ribeiro & Marques, 2002).

Alguns autores atribuem a hipertermia (temperatura corporal de até 42° C) a
liberacdo de grande quantidade de serotonina a partir de terminais serotoninérgicos
induzida pelo MDMA (Moro et al., 2006). Essa resposta hipertérmica tem mostrado ter
um papel importante no desenvolvimento de toxicidade dos terminais 5-HT e DA a um
longo prazo (Quinton & Yamamoto, 2006), uma vez que depois de repetidas injecdes
com alta dose de MDMA pode refletir em perda de terminais nervosos de serotonina
(Aerts, 1997). Por isso, o controle da temperatura corporea € 0 meio mais importante
na prevencdo de reacdes severas ao MDMA, o que ¢ indicado ser feito com isotonico
ao invés de agua pura (Aerts, 1997).
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Os casos de convulsdo geralmente tém sua causa atribuida a hiponatremia e ao
edema encefélico por provavel intoxicacdo hidrica resultante da ingestdo abusiva de
agua em individuos com sudorese intensa provocada pela elevacdo da temperatura
corporal induzida pelo MDMA e agravada pela intensa atividade fisica durante as festas
(Moro et al., 2006).

Arritmia cardiaca é, geralmente, notada em pronto-socorros e €, provavelmente,
outra maneira de levar a morte, especialmente naqueles que tem predisposicao para ter
anormalidades cardiacas. O aumento da pressao cardiaca e aumento da taxa cardiaca
causada pelo MDMA podem ser deletérios em pessoas com problemas cardiacos
(Aerts, 1997).

MDMA pode causar danos no figado, resultando em hepatite aguda,
provavelmente devido ao acumulo de algum metabolito toxico do MDMA. Os
mecanismos ainda ndo sdo claros, pois ha poucos estudos sobre o0 assunto, mas acredita-
se que se 0 MDMA seja a causa da toxicidade hepatica, sendo este fendbmeno entéo
idiossincratico e indicando que pessoas com problemas hepaticos possam ser mais
sensiveis & uma possivel resposta toxica (Aerts, 1997).

Em experimentos com animais, a letalidade s6 é observada quando injetados
com doses muito altas de MDMA. Segundo estudos sobre toxicidade aguda do MDMA,
realizados pela Universidade do Michigan entre 1953 e 1954, foi observado que a
DL50 (dose na qual 50% dos animais morre) no primata Macaca mulatta era de 22
mg/kg i.v., 0 que seria equivalente & aproximadamente 11 vezes a dose recreacional
humana. Para fazer uma predigdo dos efeitos que possam ocorrer em humanos, 0S
dados animais podem ser modificados pela aplicacdo de fatores de extrapolacdo para a
dose que o especifico efeito ocorreu no animal. Fatores de extrapolagdo de animais para
humanos sdo, baseados em considera¢fes farmacocinéticas, relacionadas ao peso
corpéreo, o que da para o macaco um fator de extrapola¢do dois, o que indica que 0
efeito no humano ocorre a doses, aproximadamente, duas vezes menor (Aerts,1997).

1.4 - Espécies de Interesse Forense deste Estudo

Até pouco antes de 1980, o género Chrysomya estava restrito aos tropicos do

Velho Mundo onde s@o as moscas varejeiras mais abundantes e economicamente
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importantes. No final da década de 1970, quatro espécies se estabeleceram nas
Américas conforme Figura 6 (Baumgartner & Greenberg, 1984).

Em 1975, grande nimero de Chrysomya putoria foi encontrado em Curitiba, sul
do Brasil ha cerca de 110 km da costa (Imbiriba et al., 1977). Um pouco mais tarde,
Guimaraes e colaboradores (1978) reportaram C. putoria, C. albiceps e C. megacephala
em Campinas e Santos, no estado de Sdo Paulo. Essas trés espécies foram
provavelmente introduzidas no Brasil por volta de 1975 com o influxo de portugueses
refugiados da Africa e se espalharam rapidamente no Brasil (Guimares et al., 1979;
Laurence, 1981).

Espécies de Chrysomya sdo voadores resistentes com habilidade de dispersédo
consideravelmente autbnoma, aumentada pelo habito de “pegar carona” e o fato de
serem sinantropicas. C. albiceps é considerada hemisinantrdpica enquanto C. putoria é
eussinantropica (Baumgartner & Greenberg, 1984).

O estabelecimento das espécies de Chrysomya no “Mundo Novo” pode afetar
elementos da fauna nativa de moscas varejeiras através do deslocamento de nicho.
Hanski (1977) sugeriu que a extin¢do de Phaenicia caesar nas Ilhas Canérias foi devido
a exclusdo competitiva por C. albiceps. Guimaraes et al. (1979) notaram que C. putoria
substituiu quase que completamente Cochliomyia macellaria no Brasil. No Peru, Co.
macellaria também foi substituida por C. putoria e C. albiceps, uma vez que num
levantamento realizado em 1977 ndo haviam sido coletados exemplares de Chrysomya
enquanto num levantamento em 1981 esse género era praticamente o dominante na
mesma regido (Baumgartner & Greenberg, 1984).

Num estudo realizado em Campinas, entre 1993 e 1998, as trés espécies de
Chrysomya (C. albiceps, C. megacephala, C. putoria) mostraram-se entre as mais
frequientes tanto nos casos do Instituto Médico Legal (IML) como em coletas de campo,
sendo a C. putoria considerada como indicador forense para a area (Carvalho et al.,
2000). Em Curitiba, Moura e colaboradores (2005) observaram que C. albiceps,
juntamente com Lucilia eximia e Oxysarcodesia paulistanensis formavam 80% da
comunidade de insetos que colonizaram as carcagas experimentais. Na Venezuela,
Velasquez (2008), identificou C. albiceps como indicador forense para area de savana,

ndo sendo coletada em seu experimento em regido de floresta fechada.
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Andrade e colaboradores (2005) coletaram em cadaveres humanos larvas de
califorideos sendo os de C. megacephala e C. albiceps 0s mais abundantes e coletadas
de uma regido litoranea do Rio Grande do Norte, Brasil, de clima tropical idmido, ndo

sendo encontradas em regido de clima semi-arido.
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Figura 6. Distribuicdo de Chrysomya nas Américas. Datas indicam o primeiro registro
no local especifico (Baumgartner & Greenberg, 1984).
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2 - OBJETIVOS GERAIS

Verificar o efeito da anfetamina, metabdlito da metanfetamina, quando adicionada
em dieta artificial, sobre o desenvolvimento de imaturos de Chrysomya

megacephala e Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae);

Detectar, pelo método da imunohistoquimica, a anfetamina em tecidos larvais de

C. megacephala e C. putoria;

Verificar o efeito do ecstasy, quando adicionado em dieta artificial, sobre o

desenvolvimento de imaturos de C. albiceps, C. megacephala e C. putoria.
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3 - DETECCAO E ESTUDO DO EFEITO DA METANFETAMINA NO DESENVOLVIMENTO DE
IMATUROS DE DUAS ESPECIES DE CHRYSOMYA (DIPTERA: CALLIPHORIDAE) DE
INTERESSE FORENSE

Detection and study of the effect of metamphetamine on the development of two
immature species of Chrysomya (Diptera: Calliphoridae) of forensic importance

Resumo. Insetos tém sido utilizados com sucesso como espécime toxicoldgico
alternativo quando tecidos humanos, geralmente utilizados para esse fim, ndo estdo
disponiveis devido ao estado de decomposicdo que os cadaveres geralmente sdo
encontrados. O abuso da metanfetamina, tanto como agente anorexigeno como na sua
forma bésica (cristais), ¢ alarmante no Brasil que € considerado, de acordo com o
relatério mundial sobre drogas de 2008, como o pais da América do Sul com a maior
taxa de abuso desta droga. Neste estudo, larvas de moscas das espécies Chrysomya
megacephala (Fabricius) e Chrysomya putoria (Wiedemann), dois indicadores forenses
para a regido sudeste do Brasil, foram criadas em dieta artificial contendo trés doses
diferentes de anfetamina, o principal metabdlito da metanfetamina. O desenvolvimento
larval foi acompanhado através da pesagem em intervalos de 12 horas apds a eclosdo.
Amostras de larvas de terceiro estadio foram coletadas e fixadas para deteccéo da droga
por imunohistoquimica. Os objetivos desse trabalho foram observar o efeito da
anfetamina na taxa de desenvolvimento de imaturos de califorideos e a utilizacdo da
imunohistoquimica como método de deteccdo de derivados anfetaminicos em tecidos
larvais. A anfetamina pareceu ndo afetar o desenvolvimento larval de C. megacephala,
no entanto, parece influenciar no desenvolvimento de imaturos de C. putoria,
aumentando o periodo de pupa. A detecgdo de anfetamina em larvas de C. megacephala

e C. putoria por imunohistoquimica mostrou-se inconclusiva.

Palavras-chave: Calliphoridae, biologia de necréfagos, IPM, Entomologia Forense,

Entomotoxicologia, metanfetamina, anfetamina, imunohistoquimica.
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3.1 - Introducéo

O Brasil, de acordo com o relatério mundial sobre drogas de 2008, é o pais da
América do Sul com maior taxa de abuso de metanfetamina, especialmente devido ao
seu uso indiscriminado para o controle da obesidade bem como para manter o estado de
alerta prolongado, como no caso de alguns caminhoneiros ou estudantes. Nas Ultimas
décadas ela voltou a ser motivo de preocupacdo devido ao seu consumo, com fins
recreacionais, por via respiratdria na sua forma basica, denominada popularmente como
ice ou crystal, introduzida no pais juntamente com as festas raves (Chasin & Salvadori,
1996; Passagli & Carvalho, 2007).

Apesar dos casos envolvendo mortes serem raros, a associacdo dessa droga com
outras, principalmente com antidepressivos e barbituricos, pode levar a quadros de
internacOes hospitalares (Chasin & Salvadori, 1996; Passagli & Carvalho, 2007).

Em casos onde ocorre morte sem causa aparente ou quando ha suspeita do
individuo ser usuario de drogas, exames toxicol6gicos sdo necessarios para determinar
se houve algum tipo de intoxicacdo (envenenamento ou overdose). Assim que a morte
ocorre, insetos sdo 0S primeiros a encontrar o corpo em decomposicdo e, por isso,
podem ser Uteis no auxilio da investigacdo criminal (Catts & Goff, 1992). Diversos sdo
os trabalhos que usaram com sucesso larvas de insetos como fonte alternativa para
exames toxicologicos, provando estas serem espécimes confidveis quando tecidos,
geralmente, utilizados para tal fim ndo estdo mais disponiveis (Beyer et al., 1980; Kintz
et al., 1990a; 1990b).

Atualmente ha uma tendéncia no estudo dos efeitos que drogas e toxinas
exercem no desenvolvimento larval, pois a aceleragdo ou retardamento nesta taxa pode
interferir na estimativa do intervalo pés-morte (IPM) quando baseada na biologia
desses insetos (Goff et al., 1992; Carvalho et al., 2001; Grella & Thyssen, 2008).

Na regido sudeste do Brasil, moscas varejeiras do género Chrysomya (Diptera:
Calliphoridae) s&o, geralmente, as mais encontradas colonizando corpos em
decomposicao e por isso utilizadas como indicadores forenses para a regido (Carvalho,
et al., 2000).
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Os objetivos do presente estudo foram observar a influéncia da anfetamina,
metabolito da metanfetamina, na taxa de desenvolvimento de imaturos de duas espécies
de interesse forense no Brasil, C. megacephala e C. putoria e verificar a possibilidade
do emprego da técnica de imunohistoquimica para deteccdo da anfetamina nos tecidos

larvais.

3.2 — Material e Métodos

Espécies estudadas e obtencao dos exemplares para estudo envolvendo taxa
de desenvolvimento. Os exemplares das espécies alvo do presente estudo, C.
megacephala e C. putoria, foram coletados por meio de iscas e armadilhas apropriadas
em campo colocadas no campus de Rubido Junior da UNESP e no campus da
UNICAMP. Apds a identificacdo dos exemplares, eles foram mantidos em gaiolas
plasticas transparentes (30x30x50cm), com aberturas laterais revestidas por telas de
nailon, alimentados com dietas & base de agUcar e proteina, constituidas por solugéo
acucarada e figado bovino cru. Estas gaiolas permaneceram em sala climatizada no
Laboratério de Criacdo de Larvas, situado no Departamento de Parasitologia do
Instituto de Biociéncias da UNESP, sob temperatura controlada de 26+1°C, fotoperiodo
de 12 horas e umidade relativa de 70+10%. Como substrato de oviposicdo foi oferecido
carne bovina moida crua.

Apos a postura, 0s ovos colocados sobre a carne foram retirados com o uso de
pincel fino e depositados em frascos de vidro contendo a dieta artificial proposta por
Leal et al. (1982) e modificada segundo Estrada et al. (2009), acrescida de figado
bovino cru, numa proporcdo de 2,0g/ovo. A anfetamina, principal metabélito da
metanfetamina, foi adicionada na dieta nas dosagens de uma dose terapéutica (1xDT),
duas vezes a dose terapéutica (2xDT) e cinco vezes a dose terapéutica (5xDT), sendo a
dose terapéutica considerada de 0,07 mg/kg. Um grupo foi mantido apenas em dieta
artificial, sem presenga de qualquer substéncia, o qual serd denominado grupo controle
negativo. Trés grupos, denominados controles positivos 1 (1xDT), 2 (2xDT) e 3
(5xDT), foram feitos com metanol correspondente a cada concentracdo de anfetamina
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usada nos grupos experimentais pois 0 padrdo de anfetamina utilizado estava diluido
em metanol na proporgdo 1:1.

Os frascos, cobertos com organza e elastico, foram acondicionados em camaras
climaticas modelo Fanen 387, localizadas no Laboratério de Ecologia, do
Departamento de Parasitologia, sob temperatura controlada de 27+1 °C, fotoperiodo de
12 horas e umidade relativa de 70+10%, onde todas as etapas vitais foram
acompanhadas.

A cada 12 h, ap6s a eclosdo dos imaturos, 10 amostras forma retiradas de cada
grupo experimental e controles, e seu ganho de massa corporal foi medido, por meio de
pesagem em balanca analitica de precisdo, até atingirem o estadio de pupa.

Fixacao e preparo dos imaturos para detecgdo por imunohistoquimica. As
larvas dos imaturos quando atingiram o terceiro estadio foram retiradas da dieta
artificial, lavadas em solucao tamp&o PBS 2%, cortadas ao meio e entdo fixadas em
paraformaldeido tamponado 4% durante 24 horas. Apds o tempo determinado, as
amostras foram retiradas do paraformaldeido e fixadas em parafina (Bourel et al., 2001;
Arrais-Silva et al., 2005).

As amostras foram lavadas em agua, desidratadas e diafanizadas antes de serem
montadas em parafina. Os blocos de parafina com as amostras foram entdo submetidos
a cortes histologicos, de 4 a 6 um, para confec¢do de laminas. Os cortes foram entdo
desparafinizados, reidratados, corados com hematoxilina de Ehrlich e eosina, para
visualizacdo da morfologia das larvas; diafanizados e montados em laminula.

Imunohistoquimica. Os cortes de tecidos das larvas foram desparafinizados,
hidratados e o bloqueio da peroxidase enddgena realizado, utilizando-se H,O, 0,3%
(Arrais-Silva et al., 2005). Os cortes foram lavados em PBS, submetidos ao PBS-BSA
1% e incubados com o anticorpo primario anti-anfetamina, anticorpo monoclonal
desenvolvido em camundongos (Biostride Inc., USA). Anticorpo secundario anti-
camundongo conjugados com a enzima peroxidase (Sigma Inc., USA) foi utilizado
neste protocolo, ja padronizado para tecidos de mamiferos (Arrais-Silva et al., 2005). A
reacdo foi revelada utilizando-se o cromodgeno diaminobenzidina (DAB), os cortes

foram lavados em 4&gua destilada, contracorados com hematoxilina de Harris,
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desidratados e montados em meio de montagem cytoseal-60 (Sigma) (Arrais-Silva et
al., 2005).

Assim como feito por Bourel e colaboradores (2001), foram utilizados
controles negativos (tecidos ndo incubados com anticorpo primario) bem como outros
controles (larvas alimentadas somente com a dieta artificial e com metanol adicionado
as dietas) foram realizados. A observacdo dos tecidos larvais foi realizada em

microscopio 6ptico comum.

3.3 — Resultados e Discussao

Efeitos na taxa de desenvolvimento de Chrysomya megacephala e
Chrysomya putoria. Como pode ser observado na Tabela 3.1 e Figura 3.1, no presente
estudo ndo foi encontrada qualquer diferenca em relacdo ao tempo de desenvolvimento
entre larvas de Chrysomya megacephala dos grupos experimentais e controle, fato que
coincide com o observado por Carvalho (2004) que estudou o efeito da anfepramona,
um derivado anfetaminico, sobre o desenvolvimento de imaturos de Chrysomya
albiceps. Goff e colaboradores (1992), no entanto, observaram um aumento da taxa de
desenvolvimento do sarcofagideo Parasarcophaga ruficornis para as colonias
alimentadas com tecidos contendo uma e duas vezes a dose letal de metanfetamina.

A auséncia de influéncia da droga no desenvolvimento das larvas no presente
estudo pode ser devido ao fato de ter sido utilizado a dose terapéutica, que é uma dose
muito pequena quando comparada a dose letal de 71,4 mg utilizada por Goff et al.
(1992).

Outra possibilidade para ndo haver diferenga no desenvolvimento entre os
grupos tratados e os controles é o fato das larvas de C. megacephala ndo terem
metabolizado as drogas assim como relatado por Grella & Thyssen (2008) em trabalho
com imaturos de C. albiceps, C. megacephala e C. putoria, criados em dieta artificial
acrescida de cloridrato de oxycodone, onde ndo observaram diferencas significativas no
desenvolvimento entre 0s grupos controle e 0s grupos experimentais, sugerindo a ndo
metabolizagcdo dessas drogas pelas larvas nem seu bioacimulo, o que também pode ser
comprovado devido a alta viabilidade de todos os grupos.
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Tabela 3.1. Média de peso (em mg) e desvio padrdo das larvas de Chrysomya
megacephala criadas em dieta artificial acrescida de diferentes concentracdes de

anfetamina.
Controle  Controle Controle  Controle
\dacle (h) Negativo  Positivo 1 Positivo 2 Positivo 3 bOT 20T DT
9 0,4+0,00 0,26+000 0,36+0,00 0,22+0,00 0,3+0,00 0,38+0,00 0,28+0,00
21 1,36+0,20 121+036 155+0,34 094+0,00 126025 148+0,28 1,11+0,00
33 592+061 574+0,80 5,94+0,50 43+068 525+039 4,47+108 4,39+0,42
45 15,12+3,83 1547+2,17 1458+3,77 13,64+1,22 124+1,36 1462+226 12,03+1,28
57 30,96 £3,27 29,72+3,12 30,28+4,25 2837+3,93 2684+472 2798+6,80 26,38+2,95
72 4423+352 43,13+267 41,42+526 41,75+564 38,96+4,80 41,61+3,92 4311+254
81 46,13+519 43,09+225 4441+346 43,4+6,80 4554+3,06 44,01+454 4595+220
93 455+2,03 44,38+326 4893+365 47,6317 4626+371 454+249 44,13+2,48
105 41,37+253 40,47+3,36 42,61+2,63 43,33+4,03 41,31+552 408+4,17 41,94+230
117 40,36 +3,14 36,22+1,85 3845+2,13 38,08+2,75 39,34+328 391+246 37,34+275
60 1 _e—controle Negativo
—¥— Controle Positivo 1
50 4 —e—Controle Positivo 2 N
—+— Controle Positivo 3 @N
~ —
__ 404 —m—1xDT 7) ~
o y N
= 2x DT
S 30 - 5x DT
g X]
* 20
10 +
0 "

57 72
Idade (h)

81 93
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Figura 3.1. Taxas de desenvolvimento de larvas de Chrysomya megacephala criadas
em dietas artificiais contendo diferentes concentracGes de anfetamina.

Quanto aos efeitos da anfetamina no desenvolvimento de imaturos de

Chrysomya putoria, parece haver um aumento no peso das larvas criadas em dietas

artificiais contendo a droga quando comparadas aos controles positivos (dietas

acrescidas de concentracbes de metanol correspondentes as doses terapéuticas de
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anfetamina), no entanto ndo em relacdo ao grupo controle negativo (dieta sem adicéo de
qualquer droga/toxina) (Tabela 3.3 e Figura 3.2).

Devido ao fato do padrdo anfetaminico utilizado estar diluido em metanol, na
proporgdo 1:1, os controles positivos terem tido o ganho de peso menor que o controle
positivo e 0s grupos experimentais e trabalho anterior realizado por Carvalho (2004) ter
constatado aumento de peso de quase duas vezes em larvas C. putoria que se
alimentaram de substrato contendo duas vezes a dose letal de anfepramona (um
derivado anfetaminico) quando comparada com grupo controle, pode-se inferir que
talvez o metanol tenha um efeito antagdnico ao da anfetamina sobre o desenvolvimento
dessa espécie, ou seja, 0 metanol teria o efeito de diminuir a taxa de desenvolvimento
de C. putoria, enquanto a anfetamina aumentaria a taxa de desenvolvimento.

Além disso, outros trabalhos mostraram a influéncia de drogas no
desenvolvimento de larvas de C. putoria, como no trabalho usando substrato contendo
cocaina, onde Carvalho (2004) observou um retardamento no desenvolvimento de
larvas de C. putoria e 0 mesmo foi observado quando os imaturos desta mesma espécie

foram criados em tecidos de coelho injetados com diazepam (Carvalho et al., 2001).

Tabela 3.2. Taxa de sobrevivéncia (%) e intervalo de emergéncia (h) de imaturos de
Chrysomya megacephala que se desenvolveram nas diferentes concentragcbes de
anfetamina (n = 150).

. Adultos emergentes Intervalo de
Grupo Puparios A A

Machos  Fémeas Total emergencia
Controle Neg. 121 (80,7%) 59 61 120 (80%) 96
Controle Pos. 1 125 (83,3%) 66 52 118 (78,7%) 96
Controle Pos. 2 114 (76%) 55 54 109 (72,7%) 96
Controle Pos. 3 125 (83,3%) 55 67 122 (81,3%) 96
IXDT 132 (88%) 75 52 129 (86%) 96
2xDT 88 (58,7%) 46 37 83 (55,3%) 96
5xDT 116 (77,3%) 54 55 109 (72,7%) 96

N&o foram observadas diferencas no intervalo de emergéncia dos adultos de C.
megacephala, de acordo com a Tabela 3.2., porém 0s grupos controle positivos e 0s

experimentais de C. putoria tiveram um periodo de pupa maior que o controle negativo,
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com uma diferenca no intervalo de emergéncia de 24 h (Tabela 3.4). Tal atraso na

emergéncia talvez seja devido a presenca de metanol, pois como observado por

Carvalho (2004) a anfepramona acelerou em 48 h o intervalo de emergéncia dos grupos

de C. putoria tratados.

A mortalidade de pupas de C. megacephala foi baixa para todos os grupos,

sendo o com a menor mortalidade o grupo controle negativo (0,8%) e o com maior o

grupo 3xDT (6%), diferente do relatado por Goff e colaboradores (1992) que

observaram uma mortalidade maior de pupas nas colbnias que foram administradas

meia e uma dose letal. Quanto a mortalidade de pupa nos grupos de C. putoria, ela foi

maior nos grupos tratados com anfetamina quando comparados aos grupos controles,

sendo o grupo 1xDT com maior mortalidade de pupa e o controle positivo 1 com menor

mortalidade.

Tabela 3.3. Média de peso e desvio padrdo (em mg) das larvas de Chrysomya putoria

criadas em dieta artificial acrescida de diferentes concentragdes de anfetamina.

Controle Controle Controle Controle
|dade(h) Negativo Positivo 1 Positivo 2 Positivo 3 LT 20T DT

16 0,73+0,00 0,67+0,00 0,73+0,00 - 0,92+0,00 0,68+0,00 0,82+0,00
22 - - - 0,82+ 0,00 - - -

28 3,38 + 0,69 2,22 +0,51 3,1+£0,70 - 2,62+064 287+068 3,08+0,84
34 - - - 3,68+0,72 - - -

40 9,13 + 0,58 746+1,05 8,61+0,78 - 7,68 +0,97 8,67 £0,82 8,3+ 0,99
46 - - - 9,08 + 1,65 - - -

52 2418+3,73 14,94+5,09 21,1+3,80 - 20,88 +4,55 24,14+3,33 22,47 +4,26
58 - - - 21,93 +4,96 - - -

64 38,66 £5,02 32,94+553 34,59+3,75 - 39,79+4,22 39,93+3,23 37,41+3,77
70 - - - 33,94 + 6,45 - - -

76 47,16+294 41,83+2,66 42,58+3,75 - 43,15+5,10 45,03+3,36 43,79+5,37
82 - - - 42,84 + 7,89 - - -

88 50,11 +3,78 425+583 454+ 3,93 - 4425+4,61 47,48+3,76 42,23+5,91
94 - - - 42,62 + 4,46 - - -

100 50,07 £2,68 42,23+2,77 45,88+ 3,28 - 41,04+3,66 4524+198 45,36+4,13
106 - - - 43,86 + 3,48 - - -

112 4252+541 41,74+3,65 41,25+ 3,86 - 42,46 +4,44 46,18 +3,87 44,21 +4,80
118 - - - 41,68 + 4,88 - - -

124 39,69+284 38,41+255 37,17+2,61 - 35,64+4,01 38,32+1,41 38,55%+2,92
130 - - - 37,53+ 3,25 - - -
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Figura 3.2. Taxas de desenvolvimento de larvas de Chrysomya putoria criadas em

dietas artificiais contendo diferentes concentracGes de anfetamina.

Tabela 3.4. Taxa de sobrevivéncia (%) e intervalo de emergéncia (h) de imaturos de
Chrysomya putoria que se desenvolveram nas diferentes concentragOes de anfetamina

(n = 150).
s PUAr Adultos emergentes Intervalo de
rupo uparios L

P P Machos Fémeas Total emergencia
Controle Neg. 65 (43,3%) 34 25 59 (39,3%) 120
Controle Pos. 1 90 (60%) 37 52 89 (59,3%) 144
Controle Pos. 2 75 (50%) 35 39 74 (49,3%) 144
Controle Pos. 3 62 (41,3%) 32 26 58 (38,7%) 144
1XDT 87 (58%) 35 37 72 (48%) 144
2xDT 91 (60,7%) 44 36 80 (53,3%) 144
5xDT 58 (38,7%) 28 22 50 (33,3%) 144

No entanto, obteve-se 41,3 % de mortalidade de larvas de C. megacephala para

0 grupo 2xDT (Tabela 3.2). Ainda, a mortalidade de larvas de C. putoria foi maior do

que a de C. megacephala, sendo o grupo com maior taxa de mortalidade larval o 5xDT

(61,3%) e o de menor o grupo 2xDT (39,3%) (Tabela 3.4.).
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Deteccdo das drogas nos imaturos de Chrysomya megacephala e Chrysomya
putoria. Os grupos controles de C. putoria ndo apresentaram coloragdo quando
realizado o método da imunohistoquimica, ja os grupos tratados apresentaram uma
reacdo de coloragdo muito fraca a qual ndo podemos afirmar com seguranga se tratar de
resultado positivo para anfetamina. Bourel et al. (2001), no entanto, conseguiram
detectar morfina, pelo método da imunohistoquimica, em larvas de Calliphora
vomitoria na qual cada espécime positivo mostrou coloracdo especifica da hemolinfa
sob o tegumento enquanto os controles e as amostras negativas ndo apresentaram
reagéo de coloracéo.

J& para as larvas de C. megacephala, obtivemos reacdo de coloragdo em todos
0s grupos, 0 que pode indicar uma reacdo inespecifica entre o anticorpo primério e
outra substadncia que ndo a anfetamina como também foi observado por Goff e
colaboradores (1992) ao tentarem detectar metanfetamina e seu metabdlito anfetamina
por RIA em larvas do sarcofagideo Parasarcophaga ruficornis, obtendo uma reagdo
fraca uniforme em todos os grupos, o que concluiu poder ser resultado de uma reacgao
inespecifica para outra substancia que ndo a metanfetamina ou seu metabdlito. Por isso
concluiram que RIA ndo seria um bom método para deteccdo de metanfetamina quando
forem utilizada diptera como fonte alternativa para evitar resultados falso-positivos, o
que ainda é cedo para afirmar para a imunohistoquimica, onde, talvez, seria o caso de
novos testes, com diferentes concentragdes do anti-corpo primario, serem realizados
antes de se descartar o método como meio de deteccdo de anfetamina em tecidos
larvais.

Em outro trabalho, Goff et al. (1997) conseguiram detectar em imaturos da
mosca sarcofagide, Parasarcophaga ruficornis (F.), 3,4-metilenodioximetanfetamina
(MDMA), outro derivado anfetaminico popularmente conhecido como ecstasy,
utilizando LC/MS ao invés de RIA. Provavelmente o sucesso da detec¢do por LC/MS
estd no fato de ser um método mais sensivel e cuja deteccdo ndo é resultado de uma

reacdo prévia realizada nos tecidos como a imunohistoquimica ou RIA.
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4 - ESTUDO DO EFEITO DO ECSTASY NO DESENVOLVIMENTO DE IMATUROS DE TRES
ESPECIES DE CHRYSOMYA (DIPTERA: CALLIPHORIDAE) DE INTERESSE FORENSE

Effect of ecstasy on the development of three immature species of Chrysomya (Diptera:
Calliphoridae) of forensic importance

Resumo. O aumento do abuso do ecstasy entre jovens no Brasil é preocupante, uma
vez que casos de Obitos ja foram reportados relacionados a ingestdo desta droga. Insetos
tém sido utilizados com sucesso como espécime toxicoldgico alternativo quando
tecidos humanos, geralmente utilizados para esse fim, ndo estdo disponiveis devido ao
estado de decomposi¢cdo que os cadaveres geralmente sdo encontrados. Neste estudo,
larvas de moscas das espécies Chrysomya albiceps, Chrysomya megacephala e
Chrysomya putoria, indicadores forenses para a regido sudeste do Brasil, foram criadas
em dieta artificial contendo trés doses diferentes de MDMA, o principal componente do
ecstasy. O desenvolvimento larval foi acompanhado através da pesagem em intervalos
de 12 horas ap0s a eclosdo. Os objetivos desse trabalho foram observar o efeito do
ecstasy na taxa de desenvolvimento de imaturos de califorideos para fornecer
informacdes mais precisas para 0s casos nos quais a estimativa de intervalo pos-morte
seja baseada no ciclo de vida dessas espécies. O MDMA pareceu nao produzir efeito no
desenvolvimento larval de C. albiceps nem de C. putoria, mas acelerou

consideravelmente o desenvolvimento de C. megacephala.

Palavras-chave: Calliphoridae, biologia de necrofagos, IPM, Entomologia Forense,

Entomotoxicologia, ecstasy, MDMA.

4.1 — Introducgéo

O ecstasy é o derivado anfetaminico mais conhecido no Brasil e esta associado
aos clubbers e suas festas denominadas raves, que invadiram o pais nas ultimas décadas
(Ribeiro & Marques, 2002; Moro et al., 2006; Quinton & Yamamoto, 2006). Embora

MDMA, principal componente do ecstasy, seja considerada uma droga segura, isto é,
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que ndo representa um perigo fisico, mas por ser geralmente utilizada em associacdo
com outras drogas, relatos de reacdes adversas e mortes relacionadas ao seu consumo
ndo sdo raros, tendo como as principais complicacfes a hepatoxicicidade e a
intoxicacdo hidrica (Almeida & Silva, 2003).

Em casos de morte envolvendo abuso de drogas, exames toxicologicos sdo
imprecindiveis para determinar a causa de Obito. Porém, o fato de algumas vezes 0s
cadaveres serem encontrados em estdgio de decomposicdo avangado, impossibilita a
utilizacdo de tecidos humanos para andlises toxicoldgicas. Nestes casos, diversos
trabalhos ja mostraram que larvas de insetos podem ser usadas como fonte alternativa
confiavel para tal exame (Beyer et al., 1980; Kintz et al., 1990a; 1990b).

Além disso, a presenca de droga nos tecidos em decomposi¢do pode alterar a
taxa de desenvolvimento de imaturos de insetos que colonizam o corpo, influenciando
na estimativa do intervalo pds-morte (IPM) quando baseada na biologia destes animais.
Por isso, atualmente ha uma tendéncia no estudo dos efeitos que drogas e toxinas
exercem no desenvolvimento larval, para que em casos de overdose ou envenenamento
a estimativa de IPM seja mais precisa (Goff et al., 1992; Carvalho et al., 2001; Grella
& Thyssen, 2008).

Na regido sudeste do Brasil, moscas varejeiras do género Chrysomya (Diptera:
Calliphoridae) sédo as mais encontradas colonizando corpos em decomposic¢do e, por
isso, utilizadas como indicadores forenses para a regido (Carvalho et al., 2000).

O objetivo do presente estudo foi observar a influéncia do ecstasy na taxa de
desenvolvimento de imaturos de trés espécies de dipteros de interesse forense no Brasil,
Chrysomya albiceps, C. megacephala e C. putoria.

4.2 — Material e Métodos

Espécies estudadas e obtencdo dos exemplares para estudo envolvendo taxa
de desenvolvimento. Os exemplares das espécies alvo do presente estudo, C. albiceps,
C. megacephala e C. putoria foram coletados por meio de iscas e armadilhas
apropriadas em campo, no campus de Rubido Junior da UNESP/Botucatu e no campus
da UNICAMP. Apés a identificacdo dos exemplares, eles foram mantidos em gaiolas

52



plasticas transparentes (30x30x50cm), com aberturas laterais revestidas por telas de
nailon, alimentados com dietas & base de aglcar e proteina, constituidas por solugdo
acucarada e figado bovino cru. Estas gaiolas permaneceram em sala climatizada no
Laboratério de Criacdo de Larvas, situado no Departamento de Parasitologia do
Instituto de Biociéncias da UNESP, sob temperatura controlada de 26+1°C, fotoperiodo
de 12 horas e umidade relativa de 70+10%. Como substrato de oviposic¢do foi oferecido
carne bovina moida crua.

Ap0s a postura, 0s ovos colocados sobre a carne foram retirados com o uso de
pincel fino e depositados em frascos de vidro contendo a dieta artificial proposta por
Leal et al. (1982) e modificada segundo Estrada et al. (2009), acrescida de figado
bovino cru, numa proporcao de 2,0g/ovo. A DL50 para Ecstasy utilizadas neste estudo
foi de 22 mg/kg e foi adicionado na dieta nas dosagens subletal (1/2 DL), letal (DL) e
supra letal (2xDL). Um grupo foi mantido apenas em dieta artificial, sem presenca de
qualquer substancia, o qual foi denominado grupo controle.

Os frascos, cobertos com organza e elastico, foram acondicionados em camaras
climaticas modelo Fanen 387, localizadas no Laboratério de Ecologia, do
Departamento de Parasitologia, sob temperatura controlada de 27+1 °C, fotoperiodo de
12 horas e umidade relativa de 70+10%, onde todas as etapas vitais foram
acompanhadas.

A cada 12 h, ap6s a eclosdo dos imaturos, 10 amostras foram retiradas de cada
grupo experimental e seu ganho de massa corporal foi medido, por meio de pesagem
em balanca analitica de precisdo, até atingirem o estadio de pupa.

4.3 — Resultados e Discussao

Efeitos no desenvolvimento de Chrysomya albiceps, Chrysomya megacephala
e Chrysomya putoria. No presente estudo, ndo foi observada diferenca entre a taxa de
desenvolvimento das larvas de C. albiceps quando comparados 0s grupos experimentais
com 0 grupo controle até a pesagem de 72 horas, quando as larvas do grupo controle
estavam mais pesadas que as dos grupos tratados. Essa diferenca foi observada até a
pesagem de 84 horas quando também foi notado que as larvas do grupo 2xDL tinham
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tido o menor ganho de massa. Na pesagem de 96 horas, o peso dos imaturos de C.
albiceps do grupo controle era similar ao do grupo 1/2xDL e eram maiores que 0s dos
grupos 1xDL e 2xDL, nesta ordem. Apos esse tempo de observacao até empuparem a
taxa de desenvolvimento foi semelhante entre os grupos, sendo que na hora 120 foi
observado que dentro de cada grupo havia diferencas entre os pesos dos espécimes, 0
que também foi observado para o grupo controle as 144 horas (Tabela 4.1 e Figura 4.1).

Carvalho (2004) estudou o efeito de um derivado anfetaminico muito utilizado
como inibidor de apetite no Brasil, a anfepramona, em larvas de C. albiceps e C.
putoria e verificou que esta droga ndo exerce efeitos significativos no desenvolvimento
de imaturo de C. albiceps assim como observado por Grella & Thyssen (2008) quando
estudaram o efeito de cloridrato de oxycodone no desenvolvimento desta espécie.
Porém, Carvalho (2004) observou que as larvas de C. albiceps quando criadas em
substrato contento cocaina, o seu desenvolvimento era acelerado da 6° até a 24® hora de
exposicdo e que larvas desta espécie na presenca de diazepam também apresentava
aceleracdo no desenvolvimento bem como um maior ganho de massa quando
comparadas ao controle (Carvalho et al., 2001).

Os efeitos observados neste trabalho foram sutis se compararmos com o
trabalho de Ferrari et al. (2008) que verificaram, ao trabalhar com larvas de C. albiceps
criadas em dieta artificial acrescida do horménio testosterona, que as larvas do grupo
experimental apresentaram média do peso corporal cinco vezes maior do que a média
de peso corporal das larvas do grupo controle (6,0 mg e 1,2 mg por larva,
respectivamente) e que a diferenca verificada no tamanho era bastante nitida.

A presenca de ecstasy na dieta artificial onde foram criados imaturos de
Chrysomya megacephala acelerou em 36 horas o desenvolvimento dos grupos tratados
quando comparados com o grupo controle (Tabela 4.3 e Figura 4.2) o que também foi
observado por Goff e colaboradores (1997) quando considerado o tempo total de
desenvolvimento de larvas de Parasarcophaga ruficornis em substrato contendo 2xDL
de MDMA.
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Tabela 4.1. Média de peso (em mg) e desvio padrdo das larvas de Chrysomya albiceps
criadas em dieta artificial acrescida de diferentes concentragdes de MDMA (ecstasy).

Idade(h) Controle 1/2xDL 1xDL 2xDL
12 0,14+ 0,00 0,17 £ 0,00 0,14+ 0,00 0,11+ 0,00
24 0,44+ 0,00 0,4+ 0,00 0,52+ 0,00 0,39 0,00
36 1,01+ 0,25 0,82+ 0,00 1,21+0,34 0,93+ 0,32
48 3,54+ 0,58 3,18+ 0,39 4,1+ 0,49 3,05+043
60 7,36 £ 0,87 4,96 + 0,69 8,23+ 1,61 5,53+ 0,56
72 17,24 + 2,96 12,88+ 1,94 12,52 + 4,09 12,22 £1,93
84 27,34+ 4,30 21,12+ 2,33 23,61+ 4,91 16,68 £ 2,62
96 43,22 £ 6,80 39,42+ 7,40 33,93+ 5,70 31,84 £ 5,67
108 50,58 + 5,96 54,12+ 7,78 48,7+ 4,22 48,73+ 5,92
120 54,38 + 10,74 60,89 + 10,92 49,85 £ 8,35 52,47 = 11,03
132 62,9+ 5,64 59,79 + 13,02 58,2 + 8,87 56,68 = 10,16
144 43,42 £ 10,97 54,81 + 5,36 58,47 £ 5,78 51,93% 6,76
156 47,83 £ 4,93 51,6 £ 5,28 458+ 6,18 44,28 + 7,65

O ganho de peso maximo das larvas de C. megacephala foi similar entre os
grupos controle e 1/2xDL porém atingidos em tempos diferentes. Enquanto o grupo
controle atingiu seu peso maximo as 96 horas de experimento, 0s grupos tratados
atingiram as 74 horas, ou seja, uma diferenca de 24 horas, aléem do fato dos grupos
IxDL e 2xDL apresentarem ganho de peso maximo menor que 0S grupos controle e
1/2xDL (Tabela 4.3 e Figura 4.2).

Diferentemente do que observaram Goff et al. (1997) quando perceberam que o
grupo controle e o grupo com 2xDL de MDMA tiveram o desenvolvimento de imaturos
de P. ruficornis acelerado entre as horas 24 e 114 de desenvolvimento, quando
comparado com os grupos 1/2xDL e 1xDL. Oliveira et al. (2009) também observaram
uma diferenca significativa no tempo de desenvolvimento larval de C. megacephala
quando usaram diferentes concentracdes de buscopam em dietas artificiais, formando
um gradiente de diminuicdo de peso conforme aumentava a concentracdo da droga na
dieta. Além disso, observou um atraso de 54 h no desenvolvimento larval no grupo de
IxDL. Entretanto, cloridrato de oxycodone parece ndo exercer efeito no
desenvolvimento de imaturos de C. megacephala conforme descrito por Grella &

Thyssen (2008).
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Figura 4.1. Taxas de desenvolvimento de larvas de Chrysomya albiceps criadas em
dietas artificiais contendo diferentes concentracbes de MDMA (ecstasy).

Tabela 4.2. Taxa de sobrevivéncia (%) e intervalo de emergéncia (h) de imaturos de
Chrysomya albiceps que se desenvolveram nas diferentes concentragdes de MDMA (n =

150).
Grupo Puparios Adultos IntervaAIo Qe
emergentes emergéncia
Controle 116 (77,3%) 94 (62,7%) 144
1/2xDL 116 (77,3%) 111 (74%) 144
1XDL 122 (81,3%) 102 (68%) 144
2xDL 131 (86,7%) 124 (82,7%) 144

A taxa de desenvolvimento de larvas de C. putoria ndo apresentou diferencas

entre 0s grupos experimentais e o grupo controle, a excegdo do periodo de 60 e 84

horas quando as larvas dos grupos tratados estavam com peso maior do que o controle

(Figura 4.3.). Carvalho (2004) tambem constatou aceleragdo no desenvolvimento de

larvas de C. putoria que se alimentaram de tecido contendo anfepramona a partir de 24
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horas de contato com a droga, sendo que no fim das 54 horas, 0 seu peso era quase 0
dobro do controle. Larvas de C. putoria que se alimentaram de tecido contendo
cocaina, também tiveram o desenvolvimento acelerado no periodo de 6 e 18 horas de
experimento. Ja as 24 horas de experimento com cocaina nenhuma diferenca
significativa foi observada no desenvolvimento de C. putoria (Carvalho, 2004).

Aceleracdo no desenvolvimento larval de C. putoria também foi observada em
experimentos com diazepam, resultando em peso maior para 0S grupos experimentais
(Carvalho et al., 2001). No entanto, a escopolamina, de acordo com experimentos de
Grella e colaboradores (2007), parece fazer retardar o desenvolvimento larval de C.
putoria quando na dose 1xDL, quando em dose de 0,25xDL ndo apresentou diferencas
quando comparadas com o0 grupo controle sendo os dois grupos mais pesados que 0
1xDL e que em dose de 2xDL todas as larvas morreram em 2° estadio. E o cloridrato de
oxycodone ndo tem nenhum efeito sobre o desenvolvimento de larvas de C. putoria,
conforme trabalho de Grella & Thyssen (2008).

Tabela 4.3. Média de peso (em mg) e desvio padrdo das larvas de Chrysomya
megacephala criadas em dieta artificial acrescida de diferentes concentracdes de
MDMA (ecstasy).

Idade(h) Controle 1/2 DL 1 DL 2 DL

12 0,12 £ 0,00 4,70 £ 0,74 3,74 +£0,73 3,63 +0,69
24 0,75+0,00 12,31+ 1,54 8,30 + 1,02 8,62 + 1,06
36 2,43 +0,33 37,45 +5,33 29,56 +6,91 34,94 +4,87
48 8,00 + 0,26 54,31 £5,17 63,85+£6,59 59,49 + 6,33
60 27,24 +1,24 71,25 + 4,98 66,15+ 8,10 65,48 +12,79
72 56,19 + 2,67 78,85 + 7,50 68,77 £11,18 69,80 + 7,64
84 75,76 + 5,27 64,82 + 13,15 71,54 +£11,09 69,65+ 8,89
96 79,92 £ 4,38 56,02 + 3,26 49,16 £4,19 50,50 £ 5,13
108 76,05 + 3,58 - - -

120 67,93 + 5,42 - - -

132 62,76 + 2,47 - - -
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Figura 4.2. Taxas de desenvolvimento de larvas de Chrysomya megacephala criadas
em dietas artificiais contendo diferentes concentracbes de MDMA (ecstasy).

Tabela 4.4. Taxa de sobrevivéncia (%) e intervalo de emergéncia (h) de imaturos de
Chrysomya megacephala que se desenvolveram nas diferentes concentracbes de MDMA
(n = 150).

s PUDAri Adultos emergentes Intervalo de
rupo uparios o
P P Machos Fémeas Total emergencia
Controle 51 (34%) 27 (18%) 22 (14,7%) 49 (32,7%) 120
1/2xDL 139 (92,7%) 60 (40%) 65 (43,3) 125 (83,3%) 120
1xDL 138 (92%) 70 (46,7%) 55 (36,7%) 125 (83,3%) 120
2xDL 134 (89,3%) 53(35,3%) 59 (39,3%) 112 (74,7%) 120

No presente estudo nenhuma diferenca foi observada no periodo de pupariacdo
para as larvas de C. albiceps nem para C. putoria (Figura 4.1. e Figura 4.3.),
diferentemente do observado por Carvalho (2004) que para C. putoria, as larvas dos
grupos experimentais com anfepramona empuparam mais rapidamente que as do
controle. No entanto, para C. megacephala, 0s grupos experimentais empuparam as 96
horas de experimento enquanto o grupo controle as 132 h, resultando numa diferencga
de 36 horas (Figura 4.2.).
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Para C. albiceps a mortalidade larval foi baixa para todos os grupos, sendo
menor a mortalidade para o grupo 2xDL e maior para 0s grupos controle e 1/2xDL, ou
seja, quanto maior a concentracdo da droga menor foi a mortalidade larval (Tabela
4.2.). Goff et al. (1997) também observaram que a mortalidade larval e de pupa de
Parasarcopha ruficornis foi maior nas col6nias controle e 1/2xDL de MDMA e menor
nas colonias 2xDL.

Tabela 4.5. Média de peso (em mg) e desvio padrdo das larvas de Chrysomya putoria

criadas em dieta artificial acrescida de diferentes concentragdes de MDMA (ecstasy).

Idade(h) Controle Y% x DL 1xDL 2xDL
12 2,05+ 0,00 2,51+ 0,00 2,38+ 0,00 2,36 = 0,00
24 7,36 £ 0,82 8,19+ 0,85 6,99+ 0,73 7,13+ 0,69
36 24,09 * 4,40 23,54+ 2,76 24,42 + 321 19,72+ 1,74
48 35,62+ 2,40 37,52+ 3,46 36,38 + 4,57 31,68 + 3,68
60 40,06 + 7,45 45,93+ 3,51 45,37 + 6,99 44,23 + 3,70
72 44,61 + 3,45 45,01+ 4,35 44,44 + 1,92 44,66 £ 2,58
84 44,71+ 371 48,73 + 3,59 48,75 % 3,52 47,27 £ 2,73
96 41,18 + 2,05 46,78 + 3,91 42,77+ 2,29 4591 + 457
108 30,15 * 6,22 31,26 £ 4,51 31,33+ 3,27 28,08 £ 3,58
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Figura 4.3. Taxas de desenvolvimento de larvas de Chrysomya putoria criadas em
dietas artificiais contendo diferentes concentracbes de MDMA (ecstasy).
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Tabela 4.6. Taxa de sobrevivéncia (%) e intervalo de emergéncia (h) de imaturos de
Chrysomya putoria que se desenvolveram nas diferentes concentracdes de MDMA (n =
150).

s PUDAri Adultos emergentes Intervalo de
rupo uparios o
P P Machos Fémeas Total emergencia
Controle 144 (96%) 83 (55,3%) 55(36,7%) 138 (92%) 120
¥%xDL 141 (94%) 70 (46,7%) 64 (42,7%) 134 (89,3%) 120
1xDL 146 (97,3%) 67 (44,7%) 74 (49,3%) 141 (94%) 120
2xDL 134 (89,3%) 58 (38,7%) 67 (44,7%) 115 (76,7%) 144

Para C. megacephala, também foi observada baixa mortalidade larval para os
grupos experimentais enquanto o grupo controle mostrou alta taxa de mortalidade
larval, sendo que somente 34% das larvas empuparam (Tabela 4.4.). Outro fato
interessante observado para a mortalidade larval de C. megacephala foi a de que, apesar
da pouca diferenca entre a taxa de mortalidade larval, quanto maior a concentracdo na
droga na dieta, maior a taxa de mortalidade larval como tinha sido observado por
Oliveira e colaboradores (2009) quando adicionaram buscopam em dietas artificiais
oferecidas para imaturos de C. megacephala se desenvolverem.

Para C. putoria, a taxa de mortalidade larval foi menor para todos os grupos
quando comparada com as outras espécies deste estudo, sendo as com menor
mortalidade larval do grupo 1xDL e com a maior as do grupo 2xDL, sem formar um
gradiente de relagéo entre a concentracdo da droga com mortalidade (Tabela 4.6.).

A taxa de mortalidade de pupas de C. albiceps foi menor para os grupos 1/2
xDL e 2xDL (3,3% e 4%, respectivamente) do que para 0s grupos controle e 1xDL
(14,6% e 13,3%, respectivamente) (Tabela 4.2.). Para C. megacephala, apesar da baixa
sobrevivéncia de larvas até o estagio de pupa, o grupo controle foi o que teve a menor
mortalidade de larva sendo que das 51 larvas que empuparam, 49 adultos emergiram o
equivalente a 96% de sobrevivéncia (Tabela 4.4.). A sobrevivéncia de pupa de C.
putoria foi alta para todos os grupos (Tabela 4.6.).

O grupo de C. megacephala e C. putoria com maior mortalidade de pupa foi o
2xDL (Tabelas 4.4. e 4.6.). A taxa de viabilidade de adultos foi alta para todos os
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grupos estudados exceto pelo grupo controle de C. megacephala, o que pode sugerir
que a dieta a base de rumem ndo seja a mais adequada para esta espécie e que a
presenca do ecstasy na dieta tenha aumentado a sobrevivéncia. Grella et al. (2008) em
seus estudos com dietas contendo cloridrato de oxycodone também observou alta
viabilidade de adultos para as trés espécies de califorideos estudadas, C. albiceps, C.
megacephala e C. putoria. Grella e colaboradores (2007) também observaram que a
sobrevivéncia de larvas de C. putoria era menor conforme o aumento de concentragéo
de escopolamina na dieta.

O intervalo de emergéncia foi igual quando comparados 0s grupos controle e
experimentais de C. albiceps, bem como para C. megacephala. No caso de C. putoria,
0 grupo 2xDL demorou 24 h a mais do que os demais grupos para emergéncia dos
adultos (Tabelas 4.2, 4.4 e 4.6), o que difere dos dados obtidos por Carvalho (2004)
onde os grupos de C. putoria tratados com anfepramona emergiram 48 horas antes do
grupo controle.

Quando considerado o tempo total de desenvolvimento (larva-adulto), né&o
foram observadas diferencas entre os grupos de C. albiceps. Por outro lado, os grupos
experimentais de C. megacephala demoraram 36 horas a menos do que as larvas do
grupo controle para se desenvolverem, ou seja, 0 desenvolvimento total dos tratados
durou 216 horas enquanto do controle 252 horas, concordando com o que foi
encontrado por Goff et al. (1997) onde o tempo total de desenvolvimento de larvas de
Parasarcophaga ruficornis foi menor para o grupo tratado com 2xDL de MDMA. O
oposto foi observado, no presente estudo, para C. putoria onde o grupo 2xDL demorou

24 horas a mais para completar o desenvolvimento do que o grupo controle.
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5 — CONCLUSOES GERAIS

Levando em consideracdo os estudos relativos a influéncia de drogas e toxinas

no desenvolvimento de imaturos de insetos, juntamente com os dados obtidos no

presente trabalho, conforme exposto nos capitulos anteriores podemos concluir que:

Drogas quimicamente proximas, tais como a metanfetamina e o ecstasy,
podem exercer reacOes diferentes em espécies diferentes de moscas
como observado no presente estudo para Chrysomya megacephala e
Chrysomya putoria quando criadas em dietas contendo anfetamina e

ecstasy;

Espécies diferentes se comportardo diferenciadamente quando expostas
a mesma droga, conforme visto neste estudo para C. megacephala e C.
putoria quando criadas em dieta contendo anfetamina e para as trés
espécies de Chrysomya estudadas quando desenvolvidas em dieta
contendo ecstasy;

A ndo deteccdo de droga no tecido larval por um método ndo é
indicativo de auséncia da droga no substrato do qual a larva se
alimentou, mas pode ser indicativo da ndo metaboliza¢do da droga pelas
larvas ou que tal método ndo seja adequado para a deteccdo da droga em

particular.

62



6 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Aerts, L. V. 1997. Toxicity of Ecstasy In: Saunders, N. Ecstasy Reconsidered. London:
Neals Yard. 352 p.

Almeida, S. P. & Silva, M. T. A. 2003. Ecstasy (MDMA): Effects and patterns of use
reported by users in So Paulo. Revista Brasileira de Psiquiatria, 25(1):11-7.

Amendt, J., Krettek, R. e Zehner, R. 2004. Forensic Entomology. Naturwissenschaften
91:51-65.

Amorim, J.A. & Ribeiro, O.B. 2001. Distinction among the puparia of three blowfly
species (Diptera: Calliphoridae) frequently found on unburied corpses. Memérias
do Instituto Oswaldo Cruz, 96(6): 781-784.

Andrade, H. T. A., Varela-Freire, A. A., Batista M. J. A. & Medeiros, J. F. 2005.
Calliphoridae (Diptera) Coletados em Cadaveres Humanos no Rio Grande do Norte.
Neotropical Entomology 34(5):855-856.

Arrais-Silva, W.W., Paffaro Jr., V. A., Yamada, A. T. & Giorgio, S. 2005. Expression
of hypoxia-inducible factor-la in the cutaneous lesions of BALB/c mice infected
with Leishmania amazonensis. Experimental and Molecular Pathology, 78: 49-54.

Barnes, R. D. & Rupert, E. E. 1993. Zoologia dos invertebrados. 6° ed. Sdo Paulo:
Roca. 1028 p.

Barr, A. M., Panenka, W. J., MacEwan, G. W., Thornton, A. E., Lang, D.J., Honer,
W.G. & Lecomte, T. 2006. The need for speed: an update on methamphetamine
addiction. Journal of Psychiatry Neuroscience, 31(5):301-13. Review.

Baumgartner, D. L. & Greenberg, B. 1984. The genus Chrysomya (Diptera:
Calliphoridae) in the new world. Journal of Medical Entomology, 21(1): 105-113.
Benecke, M. 2001. A brief history of forensic entomology. Forensic Science

International, 120: 2-14.

Benecke, M. & Lessig, R., 2001. Child Neglect and forensic entomology. Forensic
Science International, 120: 155-1509.

Benecke, M., Joseph, E. & Zweihoff, R., 2003. Abandono de ancianos: Entomologia
Forense: Casos y Consideraciones. In: http://www.benecke.com/maden.html

Beyer, J. C., Enos, W. F. & Stajic, M. 1980. Drug identification through analysis of
maggots. Journal of Forensic Sciences, 25: 411-12.

Borges, M. A. Z. & Melo, A. L. 1999. Efeito da ivermectina na atratividade e na
colonizacdo de carcacas de Rattus novergicus por dipteros necr6fagos. In: XVI
CONGRESSO BRASILEIRO DE PARASITOLOGIA, Pogos de Caldas, MG.
Resumos. Belo Horizonte: SBP/, 1999. p.80.

Bourel, B., Hédouin, V., Martin-Bouyer, L., Bécart, A., Tournel, G., Deveaux, M. &
Gosset, D. 1999. Effects of Morphine in decomposing bodies on the development of
Lucilia sericata (Diptera: Calliphoridae). Journal of Forensic Sciences, 44 (2): 354-
358.

Bourel, B.; Fleurisse, L.; Hédouin, V.; Cailliez, J.C.; Creusy, C., Gosset, D., Goff, M.L.
2001. Immunohistochemical contribution to the study of morphine metabolism in
Calliphoridae larvae and implications in forensic entomotoxicology. J. For. Sci., 46
(3): 596-599.

63



Bourel, B., Tournel, G., Hédouin, V., Deveaux, M., Lee Goff, M. & Gosset, D. 2001.
Morphine extraction in necrophagous insects remains for determining ante-mortem
opiate intoxication. Forensic Science International, 120: 127-131.

Brusca, R. C. & Brusca, G. J. 2007. Invertebrados. 2° ed. Rio de Janeiro: Guanabara
Koogan. 968 p.

Buzzi, Zundir José. 2002. Entomologia Didatica. 4°. ed. Curitiba: Ed. UFPR. 348 p.

Campobasso, C. P., Gherardi, M., Caligara, M., Sironi, L. & Introna, F. 2004. Drug
analysis in blowfly larvae and in human tissues: a comparative study. Intenational
Journal of Legal Medicine, 118: 210-214.

Carvalho, L.M.L., Thyssen, P.J., Linhares, A.X. & Palhares, F.B. 2000. A checklist of
arthropods associated with pig carrion and human corpses in southeastern Brazil.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, 95 (1): 135-138.

Carvalho, L. M. L., Linhares, A. X. & Trigo, J. R. 2001. Determination of drug levels
and the effect of diazepan on the growth of necrophagous flies of forensic
importance in southeastern Brazil. Forensic Science International, 120: 140-144.

Carvalho, L. M. L. 2004. Deteccéo e efeito de drogas no desenvolvimento de formas
imaturas e adultas de Chrysomya albiceps (Wiedemann) e Chrysomya putoria
(Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae), duas moscas varejeiras de interesse forense.
Tese apresentada ao Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas
para obtenc¢do do titulo de Doutor em Parasitologia.

Carvalho, L.M.L., Thyssen, P.J., Goff, M.L. & Linhares, A.X. 2004. Observations on
the succession patterns of necrophagous insects onto a pig carcass in an urban area
of Southeastern Brazil. Aggrawal’s Internet Journal of Forensic Medicine and
Toxicology, 5(1): 33-39.

Catts, E. P. & Goff, M. L. 1992. Forensic entomology in criminal investigations.
Annual Review of Entomology, 37: 253-272.

Chapman, R. F. 1998. The Insects — Structure and Function. 4* ed. Cambridge:
Cambridge University Press. 770 p.

Chasin, A. A. M. & Salvadori, M. C. 1996. Estimulantes do Sistema Nervoso Central
In: Oga, S. (ed) Fundamentos de Toxicologia. Atheneu Editora, Sdo Paulo, SP, pp
255 — 269.

Erzinglioglu, Z. 2003. Forensic entomology. Clinical Medicine, 3(1): 74-76.

Estrada, D. A., Grella, M. D., Thyssen, P. J. & Linhares, A. X. 2009. Taxa de
Desenvolvimento de Chrysomya albiceps (Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae) em
Dieta Artificial Acrescida de Tecido Animal para Uso Forense. Neotropical
Entomology 38(2):203-207.

Falcdo, L.A.R. 2006. O uso das drogas sintéticas: uma pesquisa bibliogréfica.
Monografia apresentada a Faculdade de Psicologia da Universidade Sdo Marcos —
Sao Paulo - SP.

Ferrari, A.C., Soares, A. T. C., Guimardes, M. A. & Thyssen, P. J. 2008. Efeito da
testosterona no desenvolvimento de Chrysomya albiceps (Wiedemann) (Diptera:
Calliphoridae). Medicina,Ribeirdo Preto, 41 (1): 30-4.

Gangliano-Candela, R. e Aventaggiato, L. 2001. The detection of toxic substances in
entomological specimens. International Journal of Legal Medicine, 114: 197-203.

64



Goff, M. L., Omori, A. I. & Goodbrod, J. R. 1989. Effect of cocaine in tissues on the
rate of development of Boettcherisca peregrina (Diptera: Sarcophagidae). Journal
of Medical Entomology, 26: 91-93.

Goff, M. L., Brown, W. A., Hewadikaram, K. A. & Omori, A. |. 1991. Effects of heroin
in decomposing tissues on the development rate of Boettcherisca peregrina
(Diptera: Sarcophagidae) and implications of this effect on estimations of
postmortem intervals using arthropod development patterns. Journal of Forensic
Sciences, 36: 537-42.

Goff, M. L.; Brown, W. A. & Omori, A. I. 1992. Preliminary observations of the effect
of methamphetamine in decomposing tissues on the development rate of
Parasarcophaga ruficornis (Diptera: Sarcophagidae) and implications of this effect
on the estimations of postmortem intervals. Journal of Forensic Sciences, 37(3):
867-872.

Goff, M. L., Brown, W. A., Omori, A. I. & LaPointe, D. A. 1993. Preliminary
observations of the effect of amitriptyline in decomposing tissues on the
development of Parasarcophaga ruficornis (Diptera: Sarcophagidae) and
implications of this effect on the estimations of postmortem intervals. Journal of
Forensic Sciences, 38: 316-22.

Goff, M. L. & Lord, W. D. 1994. Entomotoxicology — A new area for forensic
investigation. The American Journal of Forensic Medicine and Pathology, 15(1):
51-57.

Goff, M. L.; Brown, W. A.; Omori, A. |. & LaPointe, D. A. 1994. Preliminary
observations of the effects of phencyclidine in decomposing tissues on the
development of Parasarcophaga ruficornis (Diptera: Sarcophagidae). Journal of
Forensic Sciences, 39(1): 123-128.

Goff, M. L., Miller, M. L., Paulson, J. D., Lord, W. D., Richards, E. & Omori, A. I.
1997. Effects of 3,4-methylenedioxymethamphetamine in decomposing tissues on
the development of Parasarcophaga ruficornis (Diptera: Sarcophagidae) and
detection of the drug in postmortem blood, liver tissue, larvae and puparia. Journal
of Forensic Sciences, 42: 276-80.

Goff, M. L. & Lord, W. D. 2001. Entomotoxicology: Insects as toxicological indicators
and the impact of drugs and toxins on insect development In: Byrd JH, Castner JL
(eds) Forensic entomology: the utility of arthropods in legal investigations. CRC,
Boca Raton, Fla., pp 331-340.

Grella, M. D., Estrada, D. A. & Thyssen, P. J. 2007. Scopolamine effect on the
development of Chrysomya putoria (Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae) and its
importance for the post mortem interval estimate. Entomologia mexicana, 6: 870-
873.

Grella, M.D. & P.J. Thyssen. 2008. Qualitative analysis of the effect of oxycodone
(opioid analgesic) on the development rate of Chrysomya megacephala (Diptera:
Calliphoridae) and its importance for estimating of the post-mortem interval in
Brazil. Annals of XXIII International Congress of Entomology, Durban, Africa.

Greenberg, B. 1991. Flies as Forensic Indicators. Journal of Medical Entomology,
28(5): 565-577.

Greenberg, B. & Kunich, J. C. 2002. Entomology and the law — Flies as Forensic
Indicators. Cambridge University Press: Cambridge, United Kingdom.

65



Guimarées, J. H.; Prado, A. P. & Linhares A. X. 1978. Three newly introduced blowfly
species in southern Brazil (Diptera, Calliphoridae). Revista Brasileira de
Entomologia, 22: 53-60.

Guimarées, J. H.; Prado, A. P. & Buralli, G. M. 1979. Dispersal and distribution of
three newly introduced species of Chrysomya Robineau-Desvoidy in Brazil
(Diptera, Calliphoridae). Revista Brasileira de Entomologia, 23: 245-255.

Gullan, P. J. & Cranston, P. S. 2007. Os insetos: um resumo de entomologia. 3% ed. Sdo
Paulo: Roca. 440 p.

Gunatilake, M. & Goff, M. L. 1989. Detection of organophosphate poisoning in a
putrefying body by analyzing arthropod larvae. Journal of Forensic Sciences,
34:714-16.

Gunn, J. A, Shelley, C., Lewis, S. W., Toop, T. & Archer, M. The determination of
morphine in the larvae of Calliphora stygia using flow injection analysis and HPLC
with chemiluminescence detection. Journal of Analytical Toxicology,30: 519-523.

Hall, Robert D. 2001. Perceptions and status of forensic entomology In: Byrd JH,
Castner JL (eds) Forensic entomology: the utility of arthropods in legal
investigations. CRC, Boca Raton, Fla., pp 1-15.

Hanski, 1. 1977. Biogeography and ecology of carrion flies in the Canary Island.
Annales Entomologici Fennici. 43: 101-107.

Hino, Y., Ojanpera, I., Rasanen, I. & Vuori, E. Performance of immunoassays in
screening for opiates, cannabinoids and amphetamines in post-mortem blood.
Forensic Science International, 131: 148-155.

Imbiriba, A. S., lzutani, D. T., Milhoretto, I. T. & Luz, E. 1977. Introducdo da
Chrysomya chloropyga (Wiedemann, 1818) na regido neotropical (Diptera:
Calliphoridae). Arquivos de Biologia e Tecnologia, Curitiba 20: 35-39.

Introna, F., LoDico, C., Caplan, Y. H. & Samlek, J. E. 1990. Opiate analysis of
cadaveric blow fly larvae as an indicator of narcotic intoxication. Journal of
Forensic Sciences, 35: 118-122.

Introna, F., Campobasso, C. P. & Goff, M. L. 2001. Entomotoxicology. Forensic
Science International, 120: 42-47.

Kintz, P., Godelar, A., Tracqui, A., Mangin, P., Lugnier, A. A. & Chaumont, A. J.
1990a. Fly larvae: a new toxicological method of investigation in forensic medicine.
Journal of Forensic Science, 35(1): 204-207.

Kintz, P., Tracqui, A., Ludes, B., Waller, J., Boukhabza, A., Mangin, P., Lugnier, A. A.
& Chaumont, A. J. 1990b. Fly larvae and their relevance to forensic toxicology, The
American Journal of Forensic Medicine and Pathology, 11(1): 63-65.

Laurence, B. R. 1981. Geographical expansion of the range of Chrysomya blowflies.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 75: 130-131.

Leal, T. T.; A. P. Prado & J. A. Antunes. 1982. Rearing the larvae of the blowfly
Chrysomya cloropyga (Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae) on oligidic diets.
Revista Brasileira de Zoologia 1: 41-44.

Lord, W. D. 1990. Case studies of the use of insects in investigations. In: Catts EP,
Haskell NH, eds. Entomology and death: a procedural guide. Clemson, SC:
Forensic Entomology Specialties, 9-37.

66



Mégnin, J. P. 1894. La faune des cadavres: application de I’entomologie a la médecine
légale. Encyclopédie scientifique des Aide-mémoires, Masson et Gauthier-Villars,
Paris. 224 p.

Moro, E.T., Ferraz, A.AF. & Mddolo, N.S.P. 2006. Anestesia € 0 usuario de ecstasy.
Revista Brasileira de Anestesiologia, 56 (2): 183-188.

Moura, M.O., Carvalho, C.J.B. & Monteiro, E.L.A. 1997. A preliminary analysis of
insects of medico-legal importance in Curitiba, State of Parana. Memdrias do
Instituto Oswaldo Cruz, 92(2): 269-274.

Musvasva, E., Williams, K.A., Muller, W.J. & Villet, M.H. 2001. Preliminary
observations on the effects of hydrocortisone and sodium methohexital on
development of Sarcophaga (Curranea) tibialis Macquart (Diptera: Sarcophagidae),
and implications for estimating post mortem interval. Forensic Science
International, 120: 37-41.

Nappo, Solange A. 2001. Droga mais poderosa que o crack pode chegar ao Brasil.
Psiquiatria na pratica médica - UNIFESP, 34(2).

Nolte, K. B., Pinder, R. D. & Lord, W. D. 1992. Insect larvae used to detect cocaine
poisoning in a decomposed body. Journal of Forensic Sciences, 37(4): 1179-1185.

Nuorteva, P. 1974. Age determination of a blood stain in a decaying shirt by
entomological means. Forensic Science, 3: 89-94.

Nuorteva, P. 1977. Sarcosaprophagous insects as forensic indicators. In: Tedeshi GC,
Eckert WG, Tedeschi LG, eds. Forensic medicine: a study in trauma and
environmental hazards; vol 2. Philadelphia, 1072-1095.

Nuorteva, P. & Nuorteva, S. L. 1982. The fate of mercury in sarcosaprophagous flies
and in insects eating them. Ambio, 11: 34-37.

O’Brien, C. & Turner, B. 2004. Impact of paracetamol on Calliphora vicina larval
development. International Journal of Legal Medicine, 118: 188-189.

Oliveira, H. G., Gomes, G., Morlin Jr., J. J., Von Zuben, C. J. & Linhares, A. X. 2009.
The effect of Buscopan on the development of the blow fly Chrysomya
megacephala (F.) (Diptera: Calliphoridae). Journal of Forensic Science, 45 (1):
202-206.

Passagli, M. & Carvalho, P. D. S. 2007. Drogas estimulantes do sistema nervoso central
In: Passagli, M. (ed) Toxicologia Forense — Teoria e Pratica. Millennium Editora,
Campinas, SP, pp 113-154.

Pien, K., Laloup, M., Pipeleers-Marichal, M., Grootaert, P., De Boeck, G., Samyn, N.,
Boonen, T., Vits, K. & Wood, M. Toxicological data and growth characteristics of
single post-feeding larvae and puparia of Calliphora vicina (Diptera: Calliphoridae)
obtained from a controlled nordiazepam study. International Journal of Legal
Medicine, 118: 190-193.

Quinton, M.S. & Yamamoto, B. 2006. Causes and consequences of methamphetamine
and MDMA toxicity. The American Association of Pharmaceutical Scientists
Journal, 8(2): article 38.

Ribeiro, M. & Marques, A.C.P.R. 2002. Abuso e dependéncia — Anfetamina. Projeto
Diretrizes — Associagao Brasileira de Psiquiatria, p. 53-59.

Sadler, D. W., Fuke, C., Court F. & Pounder, D. J. 1995. Drug accumulation and
elimination in Calliphora vicina larvae. Forensic Science International, 71: 191-
197.

67



Sadler, D. W., Robertson, L.; Brown, G.; Fuke, C. & Pounder D. J. 1997. Barbiturates
and Analgesics in Calliphora vicina larvae. Journal of Forensic Sciences, 42(3):
481-485.

Silva, O. A. & Yonamine, M. 2004. Drug abuse among workers in Brazilian regions.
Revista de Saude Publica, 38(4): 552-556.

Tracqui, A., Keyser-Tracqui, C., Kintz, P. & Ludes, B. 2004. Entomotoxicology for the
forensic toxicologist: much ado about nothing? International Journal of Legal
Medicine, 118: 194-196.

Velasquez, Y. 2008. A checklist of arthropods associated with rat carrion in a montane
locality of northern Venezuela. Forensic Science International, 174: 67-69.

Vincent, C.; Kevan D. K. McE.; Leclerq, M. & Meek, C.L. A bibliography of forensic
entomology. Journal of Medical Entomology, 22(2): 212-2109.

Von Zuben, C.J. 2001. Zoologia Aplicada: Recentes avancos em estudos de
entomologia forense. Entomologia y Vectores, 8(2): 173-183.

Vuori, E., Ojanperé, 1., Nieminen, R., Savolainen, T., Wahlsten, P. & Jantti, M. 2003.
Death following ingestion of MDMA (ecstasy) and moclobemide. Addiction,98:
365-368.

Yonamine, M. 2004. A saliva como espécime bioldgico para monitorar o uso de alcool,
anfetamina, metanfetamina, cocaina e maconha por motoristas profissionais. Tese
apresentada a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o
Paulo para obtencdo do titulo de Doutor pelo Programa de Pds-Graduagdo em
Toxicologia e Andlises Toxicoldgicas.

Wigglesworth, V. B. 1972. The principles of Insect Physiology. 7° ed. London:
Chapman & Hall Ltd. 827 p.

Wolff, M.; Uribe, A.; Ortiz, A. & Duque, P. 2001. A preliminary study of forensic
entomology in Medellin, Colombia. Forensic Science International, 120: 53-59.

68



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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