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RESUMO

A presenga de drogas nos tecidos de um corpo pode afetar o desenvolvimento de larvas de moscas necrofagas que sao
encontradas alimentando-se neste substrato. Essa observacdo ja foi constatada para varias drogas tais como heroina, cocaina,
certos analgésicos, ¢ compostos anfetaminicos ¢ benzodiazepinicos, entre outras. Assim, neste estudo investigamos o efeito
da escopolamina — uma droga amplamente usada como analgésico — sobre a taxa de desenvolvimento de larvas de Chrysomya
putoria (Diptera: Calliphoridae), visando também avaliar e quantificar as conseqiiéncias de tal interferéncia para a estimativa do
intervalo pos-morte (IPM). Os resultados aqui obtidos mostram claramente que a escopolamina afetou significativamente a taxa
de desenvolvimento de imaturos de C. putoria, quando presente em seu substrato alimentar. Tendo em vista que o [IPM em muitos
casos ¢ calculado levando em consideragdo o peso ou a idade dos imaturos coletados em um corpo, a no consideragdo deste fator
de interferéncia negativa pode conseqiientemente levar a uma subestimativa do tempo de morte em até 48 horas, em certos casos.
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ABSTRACT

The presence of drugs in the tissues of a corpse may affect the development of the necrophagous fly larvae feeding on the body.
This observation has already been reported for several drugs such as heroine, cocaine, several analgesics, and amphetamines
and benzodiazepines compounds, among others. In this study we investigated the effect of scopolamine - a drug widely used as
analgesic - on the rate of development of larvae of Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae), to also evaluate and quantifying
the consequences of this interference for estimating the postmortem interval (PMI). The results obtained here clearly show that
scopolamine has significantly affected the developmental rate of the immatures of C. putoria, when present in their substrate.
Since the PMI in many cases is calculated taking into account the weight or age of the immatures collected in a body, the failure
to consider this factor of negative interference may therefore lead to an underestimation of the time of death up to 48 hours in
certain cases.
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tempo decorrido desde a morte até a descoberta do corpo

[4]-[5].

Atualmente, um ramo mais recente da

1. INTRODUCAO

Corpos de animais em decomposigdo sdo fontes

alimentares temporarias para diversos organismos
tais como fungos, bactérias, artropodes e até mesmo
vertebrados [1]. Neste micro-habitat formado, os
imaturos de dipteros e coledpteros (Insecta) sdo as
Ordens predominantes durante quase toda a colonizacao
[2].

Dentro do contexto forense, o estudo de insetos e
outros artropodes associado aos demais procedimentos
periciais tem como principal propdsito levantar
informagdes e vestigios que possam ter valia para o
andamento ou conclusdo de um processo investigativo
[3]. Desse modo, os dados entomoldgicos podem
ser transformados em provas contundentes para a
condenagdo ou refutag@o do alibi de um suspeito de crime
ao demonstrar se houve, por exemplo, movimentagao de
um cadaver de um local para outro ou quando usados
para estimar o intervalo p6s-morte (IPM), ou seja, o

entomologia forense — a Entomotoxicologia — tem
revelado novas abordagens ¢ alternativas para detec¢do
de drogas ou toxinas em cadaveres, em especial
aqueles que se apresentam em avangado estagio de
decomposi¢do e com suspeita de envenenamento, dada
a ndo disponibilidade dos liquidos corporais como,
por exemplo, sangue e urina, ou de tecidos moles, que
constituem 6rgdos internos primariamente pesquisados
para este fim [6]. Nesse caso, a identificagdo de uma
substancia que tenha sido consumida pela vitima antes
do o6bito pode ser obtida por meio do exame das larvas de
insetos que sdo encontradas alimentando-se dos tecidos
cadavéricos, uma vez que elas incorporam a substancia
em seus tecidos larvais por meio do processo metabolico
pos-digestdo. Entre as técnicas usualmente empregadas
na identificagdo de substancias, estdo a cromatografia [7]
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Tabela 1. Médias para o peso registrado (mg) (x+SD) a cada 12 h durante o desenvolvimento larval de Chrysomya putoria exposta as diferentes
concentragdes de escopolamina e em relagdo ao grupo controle, onde (a) representa o fim do segundo estadio larval; (b) marca o fim do terceiro
estadio larval; (c) inicio da fase de pupa; e (d) 100% de mortalidade dos individuos no segundo estadio.

Idade (h) Grupos experimentais
Controle 0,25 x DL 0,5 x DL 1x DL 2 x DL
12 0,2+0,01 0,2+0,01 0,10,01 0,1+0,01 0,10,01
24 0,7+0,01 0,7+0,01 0,4+0,01 0,3+0,01 0,2+0,01
36 2,1+0,45 1,7+0,39 0,9+0,01 0,5+0,01 0,2+0,01
48 6,2+1,30 4,2+0,77 3,1+0,53 1,0£0,01 0,3+0,01
60 15,4+2.51 (a) 10,2+1,31 (a) 6,6+1,52 (a) 2,5+0,58 0,5+0,01 (d)
7 25,9+5,12 21,0£2,23 10,142,11 4,0+0,91 =
84 37,6+4,14 33,4+4,31 19,443,16 6,7+1,43 (a) -
96 41,145,387 39,842,17 28,7+3,71 10,9+3,02 -
108 49,0+1,93 45,6+2,76 35,6+3,94 16,7+4,92 -
120 46,2+2,60 (b) 44,5+3.50 (b) 38,6+3,53 20,6+8,10 -
132 46,1+4,95 44542 51 43,442.45 24,0+6,76 -
144 42,142,64 39,342,053 39,9+3,28 (b) 24.6+5,47 s
156 35,6+3,83 (¢) 35,5+1,14 (¢) 42,742,839 23,145,56 -
168 - - 37,1+2,17 26,8+2,82 -
180 - - 32,9+2,50 (c) 28,9+1,60 (b) -
192 - - - 28,6+2,96 o
204 - - - 24,9+4.29 (c) 8

Tabela 2. Intervalo de emergéncia (h) e taxa de viabilidade (%) de
Chrysomya putoria em relagdo aos diferentes grupos experimen-
tais. *No grupo 2 x DL a mortalidade de 100% dos individuos foi
registrada no segundo estadio larval, assim os mesmos parametros
relatados para os demais grupos ndo puderam ser observados.

Grupos Intervalo de Taxa de viabilidade
experimentais® emergéncia (h) (%)
Controle 254 95.6
0,25 x DL 252 93.2
0,5 x DL 288 76.2
1 x DL 312 69.2

¢ a imunohistoquimica [8].

Pelo fato de certas substancias poderem afetar
o desenvolvimento das larvas ditas necrdfagas, tal
como fora registrado para heroina [9], cocaina [10],
escopolamina [11], alguns analgésicos e compostos
anfetaminicos e benzodiazepinicos [12]-[14], estudos
que investigam e quantificam este grau de interferéncia
sobre os aspectos bioldgicos de diferentes espécies
ganham elevada importancia. Isto porque o IPM
estimado pelos métodos entomoldgicos na maioria das
vezes usa como pardmetro o tempo de vida ou a idade
do inseto, levando em conta as possiveis influéncias que
pairam sobre este ciclo.

A escopolamina, comercialmente mais conhecida
como Buscopan® (Boehringer Ingelheim), esta entre
os primeiros analgésicos de ampla utilizagdo no Brasil
atuando como depressor do sistema nervoso central [15].
Registros de intoxicacdo por esse alcaldide ndo sdo raros,
tanto por ingestdo deliberada quanto acidental, uma vez
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que também se encontra incluido em demais preparagdes
comerciais [16].

Neste estudo, investigamos o efeito da
escopolamina sobre a taxa de desenvolvimento
larval de Chrysomya putoria (Wiedemann) (Diptera:
Calliphoridae), uma mosca assinalada como de
importancia forense na regido Sudeste do Brasil [17],
objetivando avaliar e quantificar as conseqiiéncias de tal
interferéncia para a estimativa do IPM.

2. METODOLOGIA

Os espécimes usados neste estudo foram obtidos
de colonias de moscas adultas de C. putoria estabelecidas
em laboratorio, a partir de coletas em campo realizadas
na area urbana do municipio de Campinas (22054°02”S,
470 03°39”0), Estado de Sao Paulo, Brasil. Para tanto
foram usadas armadilhas adaptadas para este fim
contendo iscas como peixe ¢ visceras de frango, as quais
permaneceram expostas por um periodo de 24 h.

Apbs a coleta, os espécimes foram submetidos a
baixas temperaturas (-20°C durante 90 segundos) para
permitir a correta triagem ¢ identificagdo do organismo
foco deste estudo [18], sendo entdo transferidos para
gaiolas plasticas transparentes (30x30x50 cm), mantidas
em sala climatizada (27+1°C, 12 h de fotofase e 70+10%
de UR), onde os adultos foram alimentados com solugao
acucarada e agua ad libitum. Uma porgdo de 50 g de
carne bovina moida crua foi oferecida para as fémeas
para estimular a oviposi¢ao. Os ovos depositados pelas
fémeas foram mantidos sobre esse substrato até que as
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larvas eclodissem, permitindo assim iniciar a montagem
dos grupos experimentais.

Considerando que a dose letal (DL) de
escopolamina para o homem ¢ de 1270 mg/kg, quatro
grupos experimentais foram montados com as seguintes
concentragdes: 0,25 x DL; 0,5 x DL; 1 x DL e 2 x DL.
Paralelamente um grupo controle, sem adi¢do da droga,
foi mantido sob as mesmas condi¢des para avaliar o efeito
do tratamento. Para cada grupo foram feitas trés réplicas,
das quais eram retiradas amostras aleatoriamente para
registro da massa corporal das larvas (10 espécimes a
cada 12 h, desde a eclosdo da larva até a pupariacdo ou
enquanto era possivel encontrar imaturos vivos) e do
tempo de desenvolvimento (considerando cada estadio
e o estdgio imaturo total) frente cada tratamento, além
do calculo da taxa de viabilidade (percentagem de
sobrevivéncia até atingir o estagio adulto).

Cadaréplica era representada por um grupo de 150
larvas acondicionadas em potes plasticos, devidamente
identificados e contendo dieta artificial propria para o
desenvolvimento de insetos necréfagos [19]. Nos grupos
experimentais, cujo objetivo era observar o efeito da
droga sobre o desenvolvimento, foram acrescidas
diferentes concentragdes de escopolamina na e durante
o preparo da dicta.

Para comparar o efeito dos tratamentos sobre a
taxa de desenvolvimento larval considerando a varia¢do
do peso como variavel resposta foi feita uma ANOVA
de um fator com auxilio do programa estatistico S.A.S.
[20].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A taxa de desenvolvimento de C. putoria,
mensurada pelo ganho de massa corporea, foi
significativamente influenciada pela presenca de
escopolamina (F= 3,383; p= 0,0141) no substrato
alimentar utilizado por esta espécie, como mostrado na
Fig. 1. A mesma observagdo ¢ valida com relacdo ao
tempo total de vida do inseto em seu estagio imaturo, ou
seja, desde a eclosdo até a pupariacao Tab.(1) incluindo o
intervalo de emergéncia (que antecede o nascimento dos
adultos) Tab.(2), principalmente quando em exposigdo
as altas concentragdes da droga.

Se fosse levada em conta apenas a fase larval para
estimar o [PM, por exemplo, imaturos provenientes dos
grupos 0,5 x DL (=635 mg/kg) e | x DL (= 1270 mg/kg)
atingiriam a fase de pupa somente 24 ¢ 48 h depois do
grupo controle, respectivamente, sendo que os intervalos
sdo ainda maiores quando adicionados os limites de
tempo até o nascimento dos adultos, de 58 e 106 h,
respectivamente, ou 2,4 ¢ 4,4 dias. Essa observacdo, em
conjunto com a publicada por Oliveira e colaboradores
[21] que registraram um efeito similar da escopolamina
sobre o desenvolvimento da espécie Chrysomya
megacephala (Fabricius) (Diptera: Calliphoridae),
justifica a relevancia na investigagdo da presenca de
tal substancia nos tecidos/6rgaos de um cadaver, assim

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
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Figura 1. Curvas de desenvolvimento de Chrysomya putoria na fase
larval criada sob diferentes concentragdes de escopolamina em relagdo
a0 grupo controle.

como nas larvas de insetos que sao recolhidas do corpo,
quer seja na busca da causa da morte [22] ou para estimar
o tempo de 6bito.

Um dos primeiros trabalhos que corrobora a
possibilidade do uso de insetos para aferir um caso de
morte causado por overdose de barbituricos foi feito por
Beyer e colaboradores [23], o qual denota a aplicacao
pratica da entomotoxicologia tal como presumido acima.
Neste, os autores registram como foi feita a detecgdo
de fenobarbital em tecidos larvais de Cochliomyia
macellaria (Fabricius, 1805) (Diptera: Calliphoridae) a
partir de cromatografia gasosa (CG) e cromatografia de
camada fina (em inglés TLC).

E possivel salientar ainda que apenas
concentragdes a partir de 0,5 x DL exercam um efeito
inibidor no crescimento de C. putoria, visto que as larvas
submetidas a concentragdo de 0,25 x DL (= 317,5 mg/
kg) apresentaram ganho de massa corporea e tempo de
desenvolvimento préximos ao controle.

A taxa de viabilidade registrada para C. putoria
decresceuamedida que as concentragdes de escopolamina
na qual cada grupo tratado foi exposto aumentavam,
exceto para 0,25 x DL Tab.(2). Para os imaturos expostos
a2 x DL (= 2540 mg/kg) as conseqiiéncias passam a ser
negativas ou deletérias, visto que 100% dos individuos
morreram decorridas apenas 60 h de eclosdo, com um
ganho de peso bem inferior ao que fora observado no
grupo controle até as 24 h de vida. Assim, em casos
que envolvam o encontro de larvas que apresentem este
tipo de padrao de desenvolvimento — eclosao dos ovos,
porém retardo no crescimento ou alta mortalidade —, a
exposi¢do a uma substincia toxica, ndo se restringindo
somente a escopolamina, deve ser prioritariamente
considerada.

Demais estudos que vem sendo conduzidos com
varias espécies de moscas das familias Calliphoridae e
Sarcophagidae (Diptera), por serem estas as pioneiras
na colonizagdo de cadaveres, expostas a diversas classes
de substancias sugerem que o desenvolvimento larval
responde diferentemente tanto em relacdo ao tipo e
concentragdo da droga quanto a espécie considerada
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para o estudo. Embora as observagdes aqui feitas
estejam restritas a apenas poucas espécies de moscas,
ndo se pode descartar que variagdes similares sobre o
desenvolvimento larval possam ocorrer com outras
espécies de varejeiras que eventualmente se alimentem
em tecidos contendo escopolamina ou seus metabolitos.

4. CONCLUSOES

Os resultados aqui obtidos mostram claramente
que a escopolamina afeta significativamente a taxa de
desenvolvimento de imaturos de Chrysomya putoria,
quando presente em seu substrato alimentar. Tendo em
vista que o IPM em muitos casos ¢ calculado levando
em consideragdo o peso ou a idade dos imaturos
coletados em um corpo, a ndo consideragdo deste fator
de interferéncia negativa pode conseqiientemente levar a
uma subestimativa do tempo de morte.
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