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C}AP[TULO | - O ESTADO DA ARTE DA ENTOMOTOXICOLOGIA FORENSE COM
ENFASE EM DIPTERA (INSECTA)
RESUMO

A Entomotoxicologia € uma area relativamente nova da Entomologia Forense, que
abrange a analise e identificacdo de xenobiodticos em artropodes, especialmente em
larvas necrofagas de dipteros, e sua importancia para a avaliacdo toxicolégica das
causas e circunstancias da morte. Esta também avalia a acdo de substancias
guimicas no desenvolvimento de espécies necrofagas de interesse forense e sua
relevancia na estimativa de IPM. Neste trabalho é feita uma revisdo de publicacdes
referentes a Entomotoxicologia Forense, direcionada especialmente, a atuacao de

drogas no ciclo de vida de dipteros.

Palavras-chave: Andlise toxicoldgica, Drogas, Desenvolvimento, Larvas.

CAPITULO Il - ESTUDO PRELIMINAR DA ACAO DA CAFEINA NO CICLO DE
VIDA DE SARCONESIA CHLOROGASTER (WIEDEMANN, 1831) (DIPTERA:
CALLIPHORIDAE) SOB CONDICOES DE LABORATORIO

RESUMO

Este estudo preliminar diz respeito aos efeitos da cafeina no desenvolvimento de
Sarconesia chlorogaster usando dieta artificial como fonte de alimento. Esta é uma
espécie de mosca de interesse forense que coloniza carcacas em estagio fresco,
sendo encontrada em maior abundéancia, principalmente, nos meses mais frios
associada a ambientes urbanos no Sul do Brasil. Duzentas larvas recém eclodidas
foram criadas em substrato com concentracdes de 15 e 150 pg/g de cafeina (cem
larvas para cada concentracao) e cem utilizadas como controle. O estudo avaliou a
duracédo do periodo larval até operiodo pré-pupa até a emergéncia do adulto. Os
dados foram avaliados através de Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey.
Aparentemente a cafeina atua prolongando o intervalo entre a fase de pré-pupa e a

emergéncia do adulto das larvas tratadas.

Palavras-chave: Desenvolvimento, Dieta artificial, Entomotoxicologia, Larvas,

Overdose.
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CAPITULO | - O ESTADO DA ARTE DA ENTOMOTOXICOLOGIA FORENSE COM
ENFASE EM DIPTERA (INSECTA)

1.1 INTRODUCAO

A entomotoxicologia estuda a aplicacdo dos insetos necréfagos na analise
toxicolégica a fim de identificar xenobidticos (compostos quimicos estranhos a um
organismo ou sistema bioldgico) presentes em um tecido. Também investiga o efeito
causado por estas substancias no desenvolvimento dos insetos para aumentar a

precisao na estimativa do intervalo pos-morte (IPM) (INTRONA et al., 2001).

O numero de mortes relacionadas ao consumo acidental ou suicida de
drogas e toxinas tem crescido em varios paises (INTRONA et al.,2001), e em muitos
casos, tais mortes demoram a ser descobertas ou relatadas as autoridades
competentes e o corpo pode permanecer oculto por varios dias (GOFF & LORD, 1994)
dificultando, devido a sua decomposicdo, as analises toxicoldgicas. Os insetos
necrofagos permanecem no cadaver mesmo apos as amostras de tecido, sangue e
urina tornarem-se inviaveis para andlises, de tal forma que, dados toxicologicos
obtidos a partir da andalise destes insetos, coletados durante a autopsia ou
provenientes da cena do crime, podem fornecer informacdes que contribuam para a

determinacao da causa da morte (GOFF & LORD, 2001).

Segundo KINTZ (1990) e POUNDER (1991) a utilizacdo de insetos se mostra
eficiente para andlises toxicologicas quando: 1) devido a demora para a
disponibilizacdo das amostras, o material sofreu autdlise e se decompds; 2) as
amostras ndo estdo mais disponiveis devido a avancada decomposicdo e
esqueletizacdo do corpo; 3) houve alteracdo do material biol6gico em consequéncia
do modo de morte; e 4) em casos nos quais a familia ndo permite a retirada de
amostras do corpo por principios religiosos. Outra vantagem ao se utilizar insetos em
analises é que, ao contrario dos tecidos do cadaver, as larvas apresentam menos
contaminantes do que estes, pois, ndo sdo sofrem os efeitos da decomposicao

(KINTZ et al., 1990).



Na década de 70 pesquisadores relataram o acUmulo de substancias
quimicas por larvas e adultos de dipteros, posteriormente outros estudos
identificaram a presenca de mercurio, pesticidas, barbitdricos, antidepressivos e
opiaceos. Os procedimentos para averiguar a presenca de xenobibticos em larvas

sdo semelhantes aqueles realizados para a analise toxicologica de tecidos humanos.

Além da possibilidade alternativa da utilizacdo de insetos em analises
toxicoldgicas, o outro ramo de pesquisa da entomotoxicologia é a possivel acao que
0s xenobidticos presentes nos tecidos do cadaver podem exercer no ciclo de vida
dos insetos necréfagos.

Os insetos séo ferramentas importantes para a elaboracdo da estimativa de
IPM. Esta estimativa pode ser determinada através da idade da prole proveniente da
oviposicdo de dipteros no cadaver, poucas horas ap0s a morte; e através da
sequéncia previsivel de sucessado dos insetos. Assim, o limite minimo de tempo é
estabelecido através da idade dos imaturos coletados no cadaver, sendo que, o
mais velho corresponde ao menor intervalo entre a colonizacdo e a descoberta do

corpo, e o limite maximo de tempo é estimado com base no padrdo de sucessao.

Ja na década de 50 foi observado que os dipteros eram atraidos de
diferentes maneiras por carcagas de ratos, conforme o veneno que causou a morte
do animal (Utsumi, 1958), posteriormente foi verificado que, dependendo da
substancia, a sucessdo entomoldgica poderia ser alterada (GUNATILAKE & GOFF,
1989). Além disso, pesquisas realizadas com larvas de dipteros comprovaram que
substancias como, por exemplo, cocaina (GoFF et al., 1989) e heroina (GOFF et al.,
1991) podem acelerar o desenvolvimento larval, enquanto que a morfina (BOUREL et
al.,, 1999) retarda o mesmo. A elaboragdo de uma estimativa de IPM

desconsiderando a presenca de tais drogas levaria a uma estimativa incorreta.

Para a elaboracdo da estimativa de IPM por dados entomologicos, é
necessario o conhecimento da biologia e habito das espécies necréfagas. A relativa
constancia de desenvolvimento e sucessao dos insetos é o parametro utilizado para
a elaboracdo da estimativa de IPM por métodos entomolégicos, de forma que
qualquer substancia que altere, desde a colonizacdo habitual até o desenvolvimento

dos insetos envolvidos deve ser considerada para evitar possiveis erros.



1.1.1 Objetivos

1.1.1.1 Geral: Compilar informacdes cientificas sobre Entomotoxicologia Forense.

1.1.1.2 Especificos:

e Realizar revisao de literatura sobre entomotoxicologia, com énfase na atuagao
de drogas e toxinas no ciclo biol6gico das espécies de Diptera de interesse

forense.

e Organizar a literatura compilada em banco de dados elaborado a partir do MS

ACCESS, otimizando a consulta.

1.2 MATERIAL E METODOS

Os dados sobre a influéncia das drogas e/ou toxinas no desenvolvimento de
dipteros foram obtidos a partir da literatura disponivel em perioddicos. Esta revisdo de
literatura seguiu a divisdo por areas de interesse da entomotoxicologia, isto é: a
andlise (qualitativa e quantitativa) e identificacdo de substancias quimicas; e a
atuacdo de xenobidticos no desenvolvimento de Diptera, temas da primeira e
segunda secdo, respectivamente. Entretanto, nos trabalhos apresentados na

segunda secao também ha relato de analises.

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O histérico da entomotoxicologia forense é relativamente curto. O primeiro
trabalho cientifico foi elaborado na década de 70, onde foi verificado o acumulo de
metais em adultos de mosca doméstica. Anteriormente, havia sido realizada
somente a observacéo de que existia diferenca na colonizagcédo das carcacas devido
a presenca de diferentes tipos de venenos. Nas décadas posteriores foi verificada a
possibilidade de deteccdo de grande variedade de substancias quimicas: desde

pesticidas a drogas de abuso.



As linhas de pesquisa em entomotoxicologia forense visam a deteccdo e
guantificacdo de xenobidticos em artropodes necrofagos, especialmente em larvas
de dipteros, e também as possiveis alteracdes promovidas por estas substancias

nestes organismos.

Normalmente as drogas utilizadas nos experimentos sdao drogas de abuso
(especialmente aquelas envolvidas em overdoses) e as concentracdes utilizadas
variam entre a metade da concentracdo letal ao o dobro desta. Ao longo das
andlises realizadas, os pesquisadores verificaram a possibilidade de se utilizar as
larvas de dipteros como uma alternativa aos tecidos decompostos do cadaver na
realizacdo de analises toxicoldgicas, porém, se depararam com a dificuldade de se
estabelecer uma correlacdo entre as concentracdes presentes nos tecidos e aquelas

encontradas em larvas.

Alguns autores questionam a utilizacdo de larvas para tais andlises por dois
motivos: as larvas podem apenas prover resultados qualitativos, apesar de que, a
auséncia de drogas nas larvas néo indica necessariamente auséncia de drogas no
cadaver; e devido ao avanc¢o das técnicas de analise, estas estdo cada vez mais
sensiveis e especificas de maneira que mesmo os tecidos em putrefacdo podem ser

analisados, o que antigamente era um impedimento (TRACQUuI et al., 2004).

1.3.1 A Entomotoxicologia e a Detec¢do de Xenobidticos

No final da década de 50, UTsumi (1958) observou que carcacas atraiam
espécies de dipteros de maneira distinta, devido ao veneno causador da morte.
Somente 20 anos depois foi verificado que metais como cobre, ferro e caélcio

poderiam ser acumulados nos tecidos de Musca domestica (SOHAL & LAMB, 1977).

NUORTEVA & NUORTEVA (1977), conseguiram verificar a origem geogréfica de
um cadaver, devido a concentracdo de mercurio presente nos adultos de
califorideos, que se desenvolveram a partir de larvas coletadas de um corpo ja em
estado de putrefacdo. Como a concentracéo era relativamente baixa, sup6s-se que
a vitima vinha de uma regido relativamente livre da poluicdo por este metal. Em

1982, estes mesmos pesquisadores detectaram o acumulo de mercurio em larvas de
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califorideos criadas em tecidos de peixe contaminado por esta substancia, o que
também foi verificado nas pupas e posteriormente nos adultos emergidos. Contudo,
nos adultos o mercurio foi rapidamente eliminado. Apés dois dias, estes possuiam
cerca de 50% da concentracdo de mercurio encontrada nas larvas. Também foi
verificada uma bioacumulacdo secundaria de mercurio em besouros que se

alimentaram das larvas contaminadas por mercurio.

Assim como drogas presentes numa carcaca podem atrair insetos de
maneira peculiar, estas podem também comprometer o padrdo de sucessdo dos
insetos. GUNATILAKE & GOFF (1989) verificaram esse fenbmeno em Honolulu, Havai.
A presenca de malato foi responsavel por inibir a oviposicdo em um cadaver por
varios dias. Esta afirmacdo se baseou pela presenca de apenas duas espécies de
moscas num cadaver com um IPM estimado de cinco a oito dias, intervalo no qual

seria esperado um numero variado de espécies.

O uso de larvas de moscas como uma alternativa para analise toxicolégica
foi relatado pela primeira vez por BEYER (1980) e, posteriormente, tornou-se uma
abordagem viavel quando as amostras convencionais ndo estao disponiveis ou
habeis para a analise (POUNDER, 1991; GOFF & LORD, 1994). Os insetos sdo,
geralmente, homogeneizados e entdo preparados para analises de maneira similar
aos tecidos e fluidos de interesse toxicologico. As andlises podem ser realizadas por
meio de procedimentos toxicolégicos como radioimunoensaio, cromatografia gasosa,
cromatografia liquida, cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia em
camada delgada ou cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(INTRONA et al., 2001).

Dentre os métodos modernos de andlise, a cromatografia se destaca devido
a sua precisdo em efetuar a separacdo, identificacdo e quantificacdo das
substancias quimicas, juntamente com o auxilio da espectrometria de massa. Dentre
as técnicas de cromatografia, a gasosa apresenta um poder de resolucdo e
sensibilidade bastante elevado, o que torna possivel a analise de varias substancias
de uma mesma amostra. Isso faz com que haja a necessidade de apenas pequenas
quantidades de amostra, fato que, muitas vezes, limita a utilizacdo de outras

técnicas (COLLINS et. al., 1997).



Através da técnica de cromatografia gasosa BEYER et al. (1980) detectaram
fenobarbital em larvas de Cochliomyia macelaria (Fabricius). As larvas foram uma
alternativa para a andlise toxicoldgica devido ao fato de ndo haverem tecidos habeis
para tal propdsito, pois, 0 corpo ja se encontrava em estado de esqueletizacdo. Por
este mesmo procedimento foi verificada a presenca de malato em larvas de
Chrysomya megacephala (Fabricius) e Chrysomya rufifacies (Macquart) (GUNATILAKE
& GOFF, 1989), cocaina e benzoileconina em larvas de Calliphora vicina (Robineau-
Desvoidy) que estavam presentes em restos esqueletizados, e neste ultimo caso,
amostras de musculo esquelético também foram analisadas pela mesma técnica,
entretanto devido a avancada decomposicdo do material, a identificacdo da

substancia néo foi possivel (NOLTE et al., 1992).

KINTZ et al. (1990) realizaram a analise de varios 6érgdos humanos (coracao,
figado, baco e rim), bile e larvas de califorideos através da técnica de cromatografia
liqguida e identificaram oxazepam, fenobarbital, alimemazina, clomipramina e
triazolam. Esta Ultima néo foi detectada no bago ou no rim, contudo, todas as outras
substancias estavam presentes tanto nas larvas quanto nos érgaos, apesar de néo
haver uma correlagéo estabelecida entre as concentragdes encontradas nas larvas e
nos tecidos. KINTz et al. (1990) detectaram bromazepam e levomepromazina em

larvas provenientes de tecidos humanos.

A técnica de cromatografia gasosa aliada a espectrometria de massa foi
eficiente em detectar cocaina em larvas de califorideos e em fezes de besouros
(MANHOFF et al., 1991) e em verificar a presenca de nortriptilina em larvas presentes
em restos esqueletizados (WOHLENBERG et al. 1992). Experimentos realizados por
GOFF et al. (1993) com larvas de Parasarcophaga ruficornis (Fabricius) criadas em
tecidos de coelhos que receberam concentracBes conhecidas de amitriptilina,
obtiveram resultados positivos para a presenca desta e nortriptilina nas larvas e nos

puparios.

Apesar da analise qualitativa de larvas de dipteros mostrar-se uma
ferramenta vidvel, apenas os resultados positivos podem ser considerados, isto
porque, a auséncia de drogas nas larvas nao indica necessariamente a auséncia de
drogas no cadaver, como verificado por SADLER et al. (1997). Estes pesquisadores

criaram larvas de C. vicina em substrato contendo aspirina, paracetamol, salicilato
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de sédio, aminohipurato de sddio, sulfato de anfetamina, tiopentano, fenobarbitona,
amilobarbitona, barbitona e brallobarbitone em concentracdes equivalentes aquelas
encontradas no muasculo esquelético humano em casos de overdose. As analises
realizadas através de cromatografia liquida de alta eficiéncia das larvas criadas no
substrato contendo drogas apresentaram resultados negativos para paracetamol,
aspirina, amilobarbitona e tiopentano, devido, provavelmente, a uma eliminacao
eficiente pelas larvas. Para as outras drogas, as concentracdes encontradas foram

significativamente menores do que aquelas presentes na fonte de alimento.

Através de varias publicacbes se evidencia que as larvas de dipteros séo
Uteis na deteccdo de substancias quimicas presentes em cadaveres. Os
xenobidticos podem ser detectados quando a taxa de absorcdo excede a de
excrecao, entretanto, ndo se compreende ainda como ocorre a acumulagdo ou a
eliminacdo destas substancias e como elas afetam o desenvolvimento larval
(INTRONA et al, 2001), conhecimento necessario para se encontrar uma correlacao
entre a concentracdo de xenobidticos presentes no tecido e aquela encontrada na
larva e como estas substancias sao capazes de alterar o desenvolvimento normal da

larva.

Como verificado, quando se trata de quantificacfes, a andlise de larvas
ainda requer mais pesquisas para que haja contribuicdes efetivas para a ciéncia
forense. Embora varios estudos relatem uma correlacdo entre as concentracdes de
drogas encontradas nas larvas (Gorr et al., 1997), outros ndo observam tal
correlagcdo, muitas vezes a concentracdo encontrada nestas € muito menor do que
aguela encontrada nos tecidos, como verificado, por exemplo, por GOFF et al., 1989;
KINTZ et al., 1990; NOLTE et al., 1992; e SADLER et al.,1997; ou, em alguns casos,

mais alta (NUORTEVA & NUORTEVA, 1982).

Sobre as anadlises qualitativas e quantitativas TRAcCQuI et al. (2004)
realizaram estudos com larvas de califorideos coletadas em cadaveres humanos em
varios estagios de putrefacdo, durante algumas necropsias realizadas no Instituto
Médico Legal de Estrasburgo, Franca, entre 1988 a 2002. Estas larvas foram
coletadas de diversas partes dos cadaveres e entdo, submetidas a analises
toxicolégicas pelas técnicas de cromatografia gasosa ou cromatografia liquida,
aliadas a espectrometria de massa. As analises reafirmaram a possibilidade de se
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utilizar as larvas necréfagas para a deteccdo de uma série de compostos,

especialmente psicotrépicos ou drogas de abuso.

Entretanto, ndo foi observada uma correlacdo entre as concentracoes
encontradas nas larvas e aquelas presentes nos tecidos. Na verdade as
concentracbes encontradas nas larvas foram geralmente mais baixas do que
aguelas obtidas a partir das amostras dos cadaveres. Alias, as analises apontaram
gque ha variacbes expressivas ha concentracdo de drogas entre as partes
anatdbmicas do cadaver, e estas variacbes ndo foram reproduziveis entre as
necropsias. Quanto testadas as variacdes intra-larvais, estas também se mostraram

discrepantes.

Estes autores relatam que dificiimente esperam encontrar uma relacao
guantitativa entre as concentracdes de drogas nos tecidos e fluidos do cadaver na
hora da morte e aquelas encontradas nas larvas, semanas ou meses apos dela. Isto
se deve a uma extensa rede de fatores, muitas vezes imprevisiveis ou inexplorados
como a redistribuicdo p6s-morte das drogas no corpo humano; a instabilidade destas
no cadaver, especialmente na superficie do corpo onde as larvas sdo geralmente

coletadas; e a farmacocinética dos diferentes tipos de drogas nas larvas.

1.3.2 O Efeito das Drogas no Desenvolvimento de Dipteros

Estudos demonstram o potencial uso de larvas como alternativas para
analises toxicoldgicas, contudo, poucos se dirigem diretamente ao efeito que os
xenobidticos presentes nos tecidos podem desencadear no desenvolvimento dos
insetos. Na elaboracdo da estimativa de IPM, especialmente entre duas e quatro
primeiras semanas de decomposicao, presumi-se que 0s insetos, particularmente as
larvas de dipteros, se desenvolverdo em velocidades previsiveis de acordo com as
condicbes climaticas (GorFr et al., 1994). Entretanto, esta regularidade do
desenvolvimento pode ser prejudicada quando estes insetos acabam ingerindo

substancias quimicas presentes nos tecidos contaminados.

O primeiro a demonstrar que o padrdo de desenvolvimento de dipteros

poderia ser alterado na presenca de drogas foi GOFF et al. (1989). A presenca de
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cocaina foi relevante no desenvolvimento larval de Boettcherisca peregrina
(Robineau-Desvoidy) (Diptera: Sarcophagidae). A velocidade de desenvolvimento
das larvas baseou-se no comprimento larval e na verificagdo dos instares. Durante o
1% instar as col6nias apresentaram um desenvolvimento semelhante. A partir do 2°
instar, aproximadamente apés 30 h, o desenvolvimento larval foi mais rapido nas
colénias 69 e 137 mg, contudo semelhante entre elas. A velocidade de
desenvolvimento esteve relacionada a concentracdo de droga presente. A presencga
de cocaina, benzoilecgonina, ou ambos, acelerou o desenvolvimento de 12-18 h
entre 30 e 78 h de desenvolvimento e de 12-18 h o periodo pré-pupa
correspondente. A pupariacdo ocorreu 24 h antes nas larvas que se alimentaram
dos figados onde a cocaina e/ou seus metabdlitos estavam presentes. As analises
qualitativas das larvas foram positivas para cocaina, benzoilecgonina ou para

ambas, exceto para as larvas controle onde o resultado foi negativo.

Estudando os efeitos da heroina no desenvolvimento de B. peregrina criadas
em figados de coelhos, que receberam as seguintes doses da droga: 0; 12; 18 e 24
mg, em camara de criagcdo a 23°C, GOrFF et al. (1991) observaram que as larvas
cresceram rapidamente entre o intervalo de 18-96 h. As larvas criadas em tecidos
contendo a droga apresentaram um tamanho significativamente maior do que as
larvas da coldnia controle. O periodo pré-pupa ocorreu em 96 h na colénia 18 mg e
em 138 h na colbnia controle e o estagio de pupa foi significativamente maior para
as colbnias tratadas. Uma estimativa de IPM, baseada no padrdo de
desenvolvimento de B. peregrina, ignorando a acdo da heroina, pode ser
significativamente diferente. Se esta fosse baseada no desenvolvimento larval,
poderia ser maior do que 29 h, devido ao acelerado desenvolvimento; se esta fosse
baseada na duracdo do periodo de pupa, a estimativa ficaria entre 18-38 h, um
periodo menor do que o observado, devido ao retardo desta fase. As amostras, tanto
de tecidos quanto de larvas, foram analisadas através de radioimunoensaio, esta

técnica identificou a presenca de morfina e codeina.

Quanto aos efeitos da metanfetamina no padrdo de desenvolvimento de
Parasarcophaga ruficornis (Fabricius) (Diptera: Sarcophagidae) GOFF et al. (1992)
verificaram que as larvas criadas em figados de coelhos - que receberam as

seguintes doses da droga: 0; 37,5; 71,4 e 142,9 mg, em camara de criacdo a 26°C,
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apresentaram a partir de 30 h diferencas significativas na velocidade de
desenvolvimento. Em 78 h as colénias 71,4 mg e 142,9 mg atingiram o comprimento
méaximo e em 84 h entraram no periodo pds-alimentar, a colénia controle atingiu esta
fase com 96 h. O estagio de pupa foi observado 114 h na coldnia 71,4 mg e apenas
em 138 h no controle. A coldnia controle apresentou pupas mais pesadas e um
intervalo larva-adulto maior do que as col6nias tratadas. Apos 60 h, a velocidade de
desenvolvimento para a col6nia contendo a metade da dose letal diminuiu. Todas as
larvas criadas em tecidos que receberam metanfetamina apresentaram um
comprimento maximo inferior aquele verificado para as larvas controle. Os adultos
provenientes da colénia 71,4 mg produziram apenas larvas mortas ou, em alguns
casos, ovos que nao eclodiram. Foi verificada uma correlagéo entre a concentracao
de metanfetamina presente nos tecidos e o tempo de duracdo do estagio de pupa.
Uma estimativa de IPM baseada no desenvolvimento padréo de P. ruficornis a 26°C
seria maior que 18 h, se baseada no desenvolvimento larval e maior que 48 h no
desenvolvimento da pupa, dependendo da concentragcdo de metanfetamina, ambos
os valores errados. Neste experimento a presenca de metanfetamina e/ou

anfetamina nao foi identificada através da técnica de radioimunoensaio.

Analisando os efeitos da amitriptilina em P. ruficornis, Gorr et al. (1993)
verificaram que colbnias de larvas, mantidas em camara de criacdo a 26°C, criadas
em figados de coelhos contendo diferentes concentra¢des da droga (0, 300, 600 e
1000 mg) apresentaram diferencas significativas, quanto a duracao do estagio larval,
o qual durou cerca de 159,9 h na col6nia controle e 190,1 h na colénia 600 mg. Nas
colénias criadas em tecidos contendo aproximadamente a metade e o dobro da dose
letal, as pupas foram significativamente maiores. Este estudo indicou que uma
estimativa de IPM baseada no desenvolvimento padrao de P. ruficornis a 26°C, e
ignorando-se a presencga de amitriptilina, levaria a um estagio larval maior do que
30 h e a um estagio de pupa maior do que 47 h, os quais combinados levariam a
uma estimativa de IPM maior que 77 h, errada. A analise toxicoldgica foi realizada
através de cromatografia liquida de alto desempenho e mostrou resultados positivos
para as amostras de tecidos e para as larvas, entretanto, como verificadas para
cocaina, heroina e metanfetamina a concentragcdo encontrada nos tecidos nao foi
proporcional a administrada. Quanto as larvas, foi verificado que estas podem servir
como um método qualitativo alternativo para andlises, na auséncia de tecidos. Outro
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fator observado foi a viabilidade das larvas produzidas pelos adultos que emergiram
das col6nias tratadas. Foi verificado que os adultos da colénia 1000 mg produziram
apenas 50% de larvas viaveis, enquanto que os adultos da colénia 600 mg nao

produziram nenhuma larva viavel.

GOFF et al. (1994) ndo observaram diferencas significativas no crescimento
larval entre as colbnias de P. ruficornis com diferentes concentracdes de fenciclidina
(0; 3,66; 7,31 e 14,62 mg). A média na duracdo do estagio larval foi
significativamente diferente em coldnias tratadas com fenciclidina e a colonia
controle, sendo, respectivamente, 153,5 h (observado na col6nia 3,66 mg) e 170,6 h.
Além disso, o estagio de pupa foi mais longo para as larvas criadas em tecidos
contendo a droga. O desenvolvimento total levou 506,9 h na col6nia 7,31 mg e 475,6
h na colénia controle. As andlises através de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa foram positivas apenas para as amostras dos coelhos que
receberam 3,66 e 7,31 mg. Assim como Vverificado para cocaina, heroina e
amitriptilina (mas ndo para metanfetamina) a analise de larvas se mostrou eficiente

para a deteccao da droga.

GoFF et al. (1997) verificaram que a concentragdao de 67 mg de 3,4-
metilenodioximetanfetamina (MDMA), droga popularmente conhecida como ecstase,
acelerou o desenvolvimento larval de P. ruficornis. As larvas foram criadas figados
de coelhos que receberam concentracdes conhecidas de MDMA (0; 11; 22,5 e 67
mg) e mantidas em estufa a 26°C com foto-periodo de 12 horas. O intervalo larva-
adulto foi significativamente menor na colonia 67 mg assim como o intervalo para a
maturacdo dos adultos. Tanto as amostras de sangue dos animais que receberam a
droga quanto as larvas e puparios das colénias que se desenvolveram no figado
destes animais foram positivas para MDMA e a quantidade encontrada teve relacao

com a dose administrada.

BOUREL et al. (1999), relatou a influéncia da morfina no desenvolvimento
larval de Lucilia sericata (Meigen) (Diptera: Calliphoridae), a qual atuou retardando o
mesmo. 4 coelhos (4,32-4,55kg) receberam durante trés horas, através de perfusao
arterial, doses de 0; 12,5; 25 e 50mg de morfina diluidas em 150 ml de salina. Foram
depositados, aproximadamente, 400 ovos de L. sericata (todos com a mesma

idade), nos olhos, narinas e boca de cada coelho. Os animais foram colocados em
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caixas de plastico com rede de arame as quais foram mantidas em local fechado
com temperatura ambiente variando 20-22°C e iluminacdo correspondendo a luz do
dia. A presenca de morfina nos tecidos retardou o desenvolvimento larval de L.

sericata. Isto pode estar relacionado a concentracdo de morfina, quanto maior a

guantidade, mais lento é o desenvolvimento.

MusvAsvA et al. (2001) verificaram que a hidrocortisona e o soédio
metohexital ndo alteram o tempo total de desenvolvimento de Sarcophaga
(Curranea) tibialis (Macquart) (Diptera: Sarcophagidae), apesar de promoverem
alteracdes nos estagios de larva e pupa. Apesar da alta mortalidade observada
especialmente no sédio metohexital, ndo houve diferencas estatisticas significativas
entre nenhum dos tratamentos. A presenca do sbédio metohexital e/ou seus
metabolitos retardou significativamente o desenvolvimento larval, especialmente em
baixas doses, entretanto, como o intervalo de pupa se mostrou inversamente

alterado. O mesmo foi verificado para hidrocortisona e/ou seus metabalitos.

A influéncia do Diazepam no desenvolvimento de Diptera foi avaliada por
pesquisadores brasileiros. CARVALHO et al. (2001) verificaram a acdo desta droga no
desenvolvimento de larvas de Chrysomya albiceps (Wiedemann) e Chrysomya
putoria (Wiedemann) (Diptera: Calliphoridae). A presenca do diazepam nos tecidos
onde as larvas se desenvolveram teve um impacto significativo no crescimento
larval, pupariacdo, emergéncia dos adultos e mortalidade. Além disso, a droga pode
ser identificada, através de cromatografia gasosa aliada a espectrometria de massa,
tanto nas amostras de larvas como nos puparios e adultos, que se desenvolveram
nos figados de coelhos que receberam a droga. Entretanto, como verificado em
outros trabalhos, ndo houve uma correlacdo nas concentracées encontradas nos

tecidos e nas larvas.

PIEN et al. (2004) verificaram que doses terapéuticas de nordiazepam, e seu
metabdlito oxazepam, podem ser identificadas através da cromatografia liquida
aliada a espectrometria de massa nas larvas e puparios vazios de Calliphora vicina
(Robineau-Desvoidy) (Diptera: Calliphoridae). Entretanto, ndo foi verificada nenhuma

diferenca significativa no desenvolvimento desta espécie de Diptera.
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O’BRIEN & TURNER (2004) verificaram uma leve influéncia do paracetamol no
desenvolvimento de C. vicina. O paracetamol afetou ligeiramente o desenvolvimento
larval, particularmente 2-4 dias de desenvolvimento, onde este foi mais acelerado
em comparacdo ao controle. O resultado global ndo indicou uma diferenca
significativa no crescimento entre as diferentes concentracdes ingeridas pelas

larvas.

TABOR et al. (2005) verificaram que o padrdo de sucessdo dos artropodes
ndo € afetado pela presenca de etanol em carcacas de porcos. Entretanto
observaram que o padrédo de desenvolvimento larval de Phormia regina (Meigen),
(Diptera: Calliphoridae) € alterado devido a presenca desta substancia nos tecidos.
O periodo larval para as larvas criadas em tecidos contendo etanol foi 145,5 + 14,8 h
e a duracdo do estagio de pupa foi 147,3 £ 11,4 h. Enquanto que para as larvas
controle, tais fases apresentaram, respectivamente, 133,6 = 11,6 e 143,9 + 8.3 h.
Evidenciando que a presenca de etanol nos tecidos pode influenciar no

desenvolvimento larval e levar a elaboracéo de uma estimativa de IPM incorreta.

KHARBOUCHE et al. (2008) verificaram a influéncia de diversas concentracdes
de codeina (0; 0,05; 0,25; 2 e 30 mg/kg de figado) no desenvolvimento de L.
sericata. As larvas criadas em tecido tratado, desenvolveram-se mais rapidamente
do que as do controle, podendo alterar a estimativa de IPM, baseada no
desenvolvimento padrdo da espécie. Além disso, foi verificado que a codeina pode
ser detectada, através da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa, em amostras de larvas, contudo os valores encontrados ndo apresentaram

correlagcdo com as concentracdes encontradas nos tecidos tratados.

Dentre os estudos ndo foram evidenciados efeitos nocivos nas larvas, devido
a exposicado aos tecidos contaminados com metais, como cobre, ferro, mercurio e
por drogas, entretanto, em alguns casos, a droga afetou a fertilidade dos adultos,
como verificado, por exemplo, nos experimentos com metanfetamina e amitriptilina.
Também foi relatada ocorréncia de irregularidades no controle motor, coordenacao
muscular (NUORTEVA & NUORTEVA, 1982) e também diminuicdo da atividade (SCHOTT
& NUORTEVA, 1983) em adultos de Tenebrio molitor (Linnaeus) (Coleoptera:
Tenebridae) que se alimentaram de larvas contaminadas por mercurio, o que,
entretanto ndo influenciou na longevidade destes animais.
13



1.4 CONCLUSAO

7

A andlise toxicologica de dipteros € uma ferramenta Gtil para a ciéncia
forense, as larvas de dipteros sédo amostras confiaveis para analises na auséncia de
tecidos ou fluidos normalmente utilizados para este fim. Nos casos em que a
decomposicdo esteja avancada, a andlise qualitativa das larvas pode ter um

resultado mais confidvel do que os tecidos ja decompostos.

Contudo, nota-se a necessidade de mais estudos direcionados a verificar
como ocorre a acumulacdo e a excrecdo de xenobidticos pelas larvas, este
conhecimento, provavelmente permitirA estabelecer uma correlacdo entre a
concentracdo de drogas ou toxinas presentes no cadaver e aquela encontrada nas

larvas.

Embora estudos dirigindo-se aos efeitos causados por xenobibticos no
desenvolvimento larval de dipteros ainda estejam limitados, aqueles realizados
mostram que a presenca de drogas nos tecidos do cadaver pode ter uma acgéo
diferenciada no ciclo de vida das larvas necréfagas. O que reforca a necessidade de
mais pesquisas abordando outras drogas, em concentracdes que nao se restrinjam
a doses subletais ou letais. Talvez, sejam validas pesquisas que verifiquem se
mesmo as concentracdes terapéuticas de medicamentos de uso frequente nao
sejam capazes de alterar os padrdes de desenvolvimento. Além disso, € necessario
repetir os estudos realizados com outras espécies para se verificar se a alteracdo é

padrdo entre as elas.

E essencial que o entomologista esteja ciente de qualquer dado indicando a
presenca de xenobibticos no cadaver, pois, isto permitird a realizacado de correcdes
nos dados referentes ao ciclo de vida, baseando-se na substancia envolvida, e

resultando numa interpretacéo mais acurada do IPM.
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CAPITULO Il - ESTUDO PRELIMINAR DA ACAO DA CAFEINA NO CICLO DE
VIDA DE SARCONESIA CHLOROGASTER (DIPTERA: CALLIPHORIDAE) SOB
CONDICOES DE LABORATORIO

2.1 INTRODUCAO

As estimativas de intervalo pdés-morte (IPM) usam freqientemente dados
entomoldgicos, como a velocidade de desenvolvimento e padrdo de sucessdo dos
insetos. A precisdo destas estimativas tem sido questionada em mortes envolvendo
a intoxicacao por drogas (GoOFF et al., 1994). H& poucos estudos detalhando a
relacdo entre substancias quimicas, tais como medicamentos, toxinas e poluentes
ambientais, presentes nos tecidos em decomposicdo, e a velocidade e/ ou padrao
de desenvolvimento dos insetos necréfagos.

A cafeina (1,3,7- trimetilxantina guanina) é a substancia estimulante mais
consumida (RIESSELMANN et al., 1999) no mundo. E um alcaléide derivado de plantas
que esta presente no café, em grdos de cacau e folhas de cha. Cafeina e seus
metabolitos, paraxantina, a teofilina e a teobromina, podem ser detectados em
analises toxicolbégicas (KERRIGAN et al., 2005). Uma xicara de café ou cha pode
conter entre 40-150 mg de cafeina (BASELT, 2004), embora especialidades diferentes
de café possam conter doses mais altas (MCCUSKER et al., 2003). Uma dose de 130
mg de cafeina pode produzir uma concentracao plasmatica média de 4,0 mg/l dentro
de 20-40 minutos (O’CoNNELL et al., 1984). Embora a vida-média plasmatica em
adultos seja de 2-10 horas (MOFFATT et al., 2004) no neonato ela pode ser tdo longa
quanto quatro dias (ALDRIDGE et al., 1979).

A 1,3,7-trimetilxantina guanina € um estimulante moderado do sistema
nervoso central. Conforme a dose pode produzir rubor, calafrios, agitacéo,
irritabilidade, perda de apetite, fragueza e tremores. Hipertensdo, hipotensao,
taquicardia, vomito, febre, delirios, alucina¢fes, convulsdes, arritmia, coma e morte
sdo relatados em casos de overdose, a qual é promovida em humanos por uma
concentracdo sanguinea maior que 100 pg/ml (WINEK et al., 2001). A causa da morte

é freqientemente descrita como fibrilacao ventricular.
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HOLMGREN et al. (2003) verificaram em casos de autopsia, concentracdes de
1,3,7-trimetilxantina guanina acima de 10 pg/g de sangue. Durante o ano de 2002
estes mesmos pesquisadores, encontraram cafeina acima deste valor em 58 casos,
de 4500 analisados, sendo a concentracao média 14 ug/g de sangue. Em quatro
casos de overdose analisados por HOLMGREN et al. (2003) a concentracdo de

cafeina encontrada esteve entre 153-210 ug/g de sangue.

Foi verificado que a cafeina é capaz de produzir diversos efeitos em insetos.
Esta tem acdo inibitéria no desenvolvimento larval de Aedes aegypti (Linnaeus)
(Diptera: Culicidae) (LARANJA et al., 2006) e em Xyleborus fornicatus (Eichhoff)
(Coleoptera: Scolytidae) atua inibindo a oviposicdo e retardando diferentes estagios
do ciclo de vida (HEWAVITHARANAGE et al.,, 1999). Em Phormia regina (Meigen)
(Diptera: Calliphoridae) contribui inibindo o ganho de peso das larvas (GREEN et al.,
2002). Em Drosophila melanogaster (Meigen) (Diptera: Drosophilidae), além de
produzir malformacéo alar (MoHAMED & NAIR, 2001), diferentes concentracdes sao
capazes de causar: retardamento do ciclo ontogenético, formacédo de adultos com
pouca mobilidade e invidveis (CIOBOTARI & BARA, 2002), reducdo do numero de
pupas e, na concentracdo de 1000 pg/ml, a morte (MOHAMED et al.,1991). Em
espécimes de Drosophila prosaltans (Duda) (Diptera: Drosophilidae) levou a
diminuicdo da fecundidade, sendo que esta se mostrou diretamente ligada ao
aumento da concentracdo de cafeina, contudo a droga afetou de forma positiva a
longevidade das fémeas tratadas (ITOYAMA & CAMPOS-BICUDO, 1992).

No Brasil, os estudos de campo, realizados por FREIRE (1914) na Bahia,
MONTEIRO-FILHO E PENEREIRO (1987) e Souza (1994) em S&o Paulo e MOURA,
CARVALHO E MONTEIRO-FILHO (1995) no Parand comprovam a importancia das
familias Calliphoridae e Sarcophagidae na decomposicdo de cadaveres. Estas
familias sdo frequentemente utilizadas nas analises toxicolégicas, por serem,
geralmente, as primeiras a chegar ao corpo (GorFrF & LORD, 1994) e suas larvas se

desenvolverem nos tecidos.

Sarconesia chlorogaster (Wiedemann) ocorre nas regides planas, incluindo o

Sul do Brasil, Uruguai, Argentina e Chile. MoOURA et al. (1995) relataram que esta
espécie coloniza carcacas em estagio fresco, no periodo de inverno em area urbana.
Ainda, segundo OLIVEIRA-COSTA (2003) S. chlorogaster € um dos dipteros de
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interesse forense em nosso pais. Esta espécie teve seu ciclo de vida muito bem
detalhado tanto para condicbes ambiente quanto para condi¢cdes laboratoriais.
GREENBERG & SZzYSKA (1984) descreveram o ciclo de vida de S. chlorogaster em
condicbes ambiente, incluindo descricdes do primeiro, segundo e terceiro instar e
velocidade de desenvolvimento. Em contrapartida, BONATTO (1996) realizou a
criacdo desta espécie em laboratorio, sob condigcbes de umidade e temperatura
controladas, em dieta artificial oligidica. Nesta ocasido, além de outros relatos, o
autor descreveu o ciclo de vida desta espécie e caracterizou morfologicamente as

formas imaturas.

Experimentos realizados com larvas de dipteros expostas a cocaina (GOFF
et al.,1989), heroina (GorrF et al.,1991), morfina (BOUREL et al. 1999) e
metanfetamina (GOFF et al., 1992) entre outros mostraram que a presenca de
substancias quimicas pode influenciar no ciclo biolégico dos insetos divergindo
suficientemente para alterar a estimativa de IPM. Estes exemplos justificam a
pesquisa relacionando a possivel acdo de drogas e/ou toxinas no ciclo bioldgico dos
insetos de interesse forense, 0s quais sdo utilizados como método auxiliar para as

estimativas de IPM.

2.1.1 Objetivos

e Realizar um experimento piloto a partir da criagdo em laboratorio de
Sarconesia chlorogaster, testando a acdo da cafeina associada a dieta
artificial descrita por SINGH (1976) e sua possivel influéncia no intervalo de

tempo entre a larva de 1° instar e a emergéncia do adulto.

e Adquirir conhecimento pratico referente a observacdo e manipulacdo do

organismo.

2.2 MATERIAL E METODOS
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2.2.1 Coleta de adultos

Os adultos foram coletados em area residencial localizada no bairro Cajuru,
proxima ao quilometro 81 da BR 277 em Curitiba, Paranad. Os espécimes foram
capturados com armadilhas de isca, semelhantes a descrita por FERREIRA (1978)
(FIGURA 1) construidas com latas de cor preta, com 10 cm de didametro e 10,5 cm
de altura, contendo trés aberturas na parte inferior para a entrada dos insetos. Foi
colocado na abertura original da lata, um cone feito de tela, que além de direcionar
as moscas para o0 saco plastico de coleta, impedia seu retorno para a lata. A isca

utilizada foi peixe (sardinha), pois, S. chlorogaster é um dos califorideos mais

frequentes neste tipo de isca (FERREIRA, 1978).

Figura 1 — Armadilha de isca.

2.2.2 Acondicionamento da geracéo parental

Apés a coleta, os adultos foram separados em tubos de ensaio vedados com
rolnas de algodado para posterior identificacdo e verificagdo do sexo. Este
procedimento foi realizado com auxilio de microscopio estereoscopico Olympus
306547. Quatorze casais foram acondicionados em gaiola com armacédo metélica de
aluminio e laterais de tela medindo 93X47 cm (FIGURA 2). Esta foi mantida sobre
suporte de madeira o qual teve seus pés imersos em potes contendo agua com

detergente para evitar 0 possivel acesso de outros insetos a gaiola. A gaiola foi
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mantida na casa de criacdo anexa ao Departamento de Zoologia da Universidade

Federal do Parana.

Figura 2 — Gaiola para Figura 3 — Alimentag&o dos adultos.
acondicionamento da geracao parental.

Como alimentacao, foi oferecido aos adultos, uma mistura composta por
acucar, levedo de cerveja e leite em p0, na proporcdo de 1:1:1 em placa de Petri
medindo 4,5 cm de didmetro; a agua foi fornecida em recipiente de vidro de 7X5 cm
com substrato para pouso feito de algodéo (FIGURA 3). Tanto a alimentacédo quanto
a agua, fornecidos ad libidum, foram substituidos a cada 48 horas (BONATTO, 1995),
para a obtencdo de posturas, foram expostas duas cabecas de peixe em placas de
Petri medindo 4,5 cm de diametro.

2.2.3 Manipulagao e acondicionamento das larvas

Para garantir o maximo de individuos no experimento, foram utilizadas larvas
recém eclodidas. Estas foram retiradas do peixe com auxilio de pincel fino, lavadas
com agua destilada e entdo transferidas para frascos plasticos de sete centimetros
de altura e quatro centimetros de diametro, contendo 20 g de dieta artificial
acrescidas com concentragfes diferentes de cafeina: zero, 15 e 150 pg/g de dieta.
Estes sdo valores aproximados aos encontrados por HOLMGREN et al. (2003) em
autopsias, sendo que o valor de 150ug foi registrado em caso de overdose. Foram
preparados 10 frascos para cada concentracdo, com 10 larvas cada. ApOs isso 0s
frascos eram recobertos por tule e entdo fechados com tampa com abertura de 1,5
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cm de didmetro, para permitir a aeracdo das larvas e impedir a fuga destas ou a
entrada de outros organismos (FIGURA 4).

Figura 4 — Frascos de criagao. Figura 5 — Caixas entomoldgicas.

Estes frascos foram acondicionados em caixas entomoldgicas (FIGURA 5)
de dimensdes 25X45X30 cm, com armacdo de madeira e laterais de tela, fundo de
madeira e tampa de vidro, e mantidas na casa de criagdo, em temperatura ambiente.
Os frascos foram dispostos aleatoriamente, entretanto, a posicdo de cada frasco

permaneceu a mesma durante todo o experimento, segundo a FIGURA 6.

OIOX0]O 00,
HE O Ol0,
GO ©E OO
O ®® 9]0,
O®

Figura 6 — Disposicao dos frascos nas caixas entomolégicas. Os simbolos + e C

representam as concentracdes de 15 e 150ug, respectivamente. Os frascos que
contém apenas algarismos sao controles.
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A cada 72 horas foi realizada a troca de dieta. Antes de se realizar
passagem das larvas para a nova dieta, os frascos eram aclimatados, apdés sua
retirada do refrigerador, ou apds seu preparo, por aproximadamente quatro horas
(BOoNATTO, 1995). Devido a pequena amostra para cada tratamento, optou-se por
verificar os instares larvais apenas durante a troca de dieta, onde duas larvas de

cada frasco eram observadas com auxilio de microscépio estereoscopico.

Para a pupariacdo foram disponibilizados, junto com a dieta, sacos plasticos
contendo vermiculita para que as larvas em fase pds-alimentar tivessem um lugar
seco para iniciar o estagio de pupa. A partir do periodo pré-pupa, as observacdes
ocorreram as oito, 12 e 18 h, os mesmos intervalos valem para as observacdes

durante o periodo de pupa até a emergéncia do adulto.

O intervalo entre a larva de 1° instar até o periodo de pré-pupa e a duracgéo
do periodo pré-pupa até a emergéncia do adulto foram analisados através de

Andlise de Variancia e Teste de Tukey.

2.2.4 Composicéo e preparo da dieta artificial

Neste experimento foi utilizada a dieta oligidica com composicdo semelhante
a elaborada por SINGH (1977). Os ingredientes e quantidades utilizadas na
elaboracdo da dieta artificial foram os seguintes: agar em p6, 2 g; caseina em po,
0,5 g; leite em po integral, 10 g; levedo de cerveja, 10 g; NIPAGIN, 0,4 g; e agua
destilada, 100 ml.

A agua destilada era aquecida até entrar em ebulicdo, apés isso, esperava-
se esta atingir a temperatura de 85°C e entdo se acrescentava o agar. Os demais
ingredientes eram misturados em outro recipiente e apenas quando o agar
comegava a atingir uma consisténcia de gel, aproximadamente a 50°C, eram
acrescentados os demais ingredientes. Este procedimento visou manter os valores

nutritivos da dieta que poderiam ser prejudicados pelas altas temperaturas.

A dieta que conteria cafeina era pesada e para cada 200 g de dieta era

acrescentada uma capsula de cafeina em p6 de trés e 30 mg (para se obter as
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concentragdes de 15 e 150 pg/g de dieta, respectivamente). Apos isso, para garantir
a homogeneizacdo, a dieta era misturada com auxilio de colher de metal, com
movimentos circulares, por cerca de 10 minutos. A dieta controle foi depositada

diretamente nos frascos de criagao.

Cada frasco de criacdo recebeu 20 g de dieta. Apés um periodo de 1 hora
em temperatura ambiente, cobertos por tule fino os frascos eram tampados e

armazenados em refrigerador a aproximadamente 10°C.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura na casa de criacdo durante o experimento esteve entre 15,6-
24,8°C. Aproximadamente apés trés horas de exposicdo do substrato, foram
visualizadas as primeiras posturas (FIGURA 7). O tempo de incubacgédo durou entre
24-38 h, como observado por GREENBERG & SzYSKA (1984), para o desenvolvimento
desta mesma espécie entre 13,7-24,8°C. As larvas tratadas com cafeina
apresentaram um comportamento errante e na maior parte das vezes nao ficavam

agrupadas, além disso, ndo apresentaram fotofobia (FIGURA 8).

Figura 7 — Massas de ovos. Figura 8 — O 1% e 0 3° frascos s3o representantes
das concentragGes de 15 e 150 ug de cafeina.

Durante o 3° instar ocorreu o maior nimero de mortes para todos os
tratamentos. O intervalo médio observado entre a larva de 1° instar até o periodo
pré-pupa foi de 360 h para o controle, 359,96 h para 15 pg/g e 343,29 h para
150 ug/g (ver TABELA 1). A duracdo média do periodo pré-pupa até a emergéncia
do adulto foi de 378, 96 h para o controle, 493,94 h para 15 pg/g e 454,93 h para

150 pg/g (ver TABELA 2).
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Tab. 1 — intervalo entre a larva de 12 instar Tab. 2 — intervalo entre o periodo pré-pupa
até o periodo pré-pupa, onde, n corresponde até a emergéncia do adulto.

ao numero de larvas e h ao nimero de horas. DURACAO DO PERIODO PRE-PUPA ATE A

DURACAO DO PERIODO LARVAL EMERGENCIA DO ADULTO

controle 15 pg 150 g controle 15 ug 150 pg

n h n h n h

n h n h n h

05 336 04 336 02 336

03 356 02 432 02 432
01 360 01 433 04 456
08 365 06 437 03 457
01 371 01 438 01 460
04 374 05 443 03 461
02 378 01 446 01 467
02 380 03 450
12 384 04 452

06 340 05 340 03 340
09 346 07 346 09 346
14 360 16 360
05 364 07 364
07 370 04 370
08 384 07 384
03 360 02 388

08 385 19 456
02 388 06 460
03 389 02 462
02 390 01 470
03 395

O intervalo entre a larva de 1° instar até o periodo de pré-pupa e a duracéo
do periodo pré-pupa até a emergéncia do adulto foram analisados através de
ANOVA para se verificar se as variagcdes encontradas entre as duas concentracdes
de cafeina e o controle eram devidas ao acaso. Apos isso as médias do controle e
de cada uma das concentracdes de cafeina foram analisadas através do Teste de
Tukey, para se verificar se a diferenca entre as médias eram significativas. Com
excecao da duracdo do periodo larval até a fase de pré-pupa, verificada para o
controle e para a concentracdo de 15ug/g, para ambos 0s testes os valores
encontrados foram significativos ao nivel de 1%. Isto é, houve diferenca significativa
entre os periodos analisados entre o controle e as concentragfes de cafeina.

A viabilidade entre as pupas foi de 89,47% para o controle, 98,08% para 15
Hg e 100% para 150 ug. A frequiéncia de fémeas e machos entre os tratamentos foi
de aproximadamente 1:1. Todos os intervalos observados foram diferentes daqueles

verificados por GREENBERG & SzYSKA (1984) e BONATTO (1996), 0 que se deve,
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provavelmente, ao tipo de alimentacédo e as condices ambientais apresentadas na

casa de criacao.

LEAL et al. (1982) compararam o desenvolvimento larval de Chrysomya
chloropyga (Wiedemann) quando alimentadas em quatro tipos diferentes de dieta:
leite em pd (STOFFOLANO, 1974); leite em pO+caseina (SINGH, 1977); leite em p6+ovo
liofilizado e carcacas de rato. Dentre as dietas artificiais a de leite em po+ovo
liofilizado desenvolvida por LEAL et al., (1982) é a que contém mais proteina (5,8%).
Neste estudo foi verificado que o peso atingido pelas larvas criadas nas diferentes
dietas foi diferente, assim como a velocidade de desenvolvimento. As larvas criadas
nas carcacas de rato se desenvolveram mais rapidamente e atingiram um peso

maior do que aquelas criadas em dieta artificial.

GREENBERG & SzYSKA (1984) e BONATTO (1996) criaram S. chlrogaster em
tipos diferentes de dieta e em temperaturas diferentes. O primeiro criou as larvas
em carcagas em temperatura ambiente variando entre 13,7-24,8°C e o0 segundo em
dieta artificial desenvolvida por LEAL et al. (1982) em temperatura de 27°C
(condicdes controladas). Para estes autores o intervalo entre 0 ovo e a emergéncia
do adulto foi, respectivamente, 22,84-26,44 dias e 19,97 dias.

A cafeina € um alcal6ide assim como a cocaina e ambas possuem efeito
estimulante. Foi verificado por Gorr et al. (1989) que a cocaina atua acelerando o
desenvolvimento de Boettcherisca peregrina. Entretanto, apesar desta observacao
ter sido confirmada, no que se refere ao periodo larval das larvas criadas na
concentracdo de 150 pg/g, no presente trabalho foi verificado que a presenca de
cafeina parece atuar prolongando o intervalo entre o periodo pré-pupa e a
emergéncia do adulto de Sarconesia chlorogaster.

A acdo inibitéria da cafeina no desenvolvimento de artrépodes ja havia sido
descrita por outros autores em trabalhos sem relacdo com a area forense. Nestes,
foi verificado que a cafeina pode atuar inibindo o desenvolvimento larval de A.
aegypti (LARANJA et al.,, 2006) e em X. fornicatus atua inibindo a oviposicao e

retardando diferentes estéagios do ciclo de vida (HEWAVITHARANAGE et al., 1999).

Para a elaboracdo da estimativa de IPM presume-se que 0sS insetos,

particularmente as larvas de dipteros, se desenvolverao em velocidades previsiveis,
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de acordo com as condi¢cdes climaticas (Gorr et al., 1994). Entretanto, como
verificado em diversos trabalhos, esta regularidade do desenvolvimento pode ser
prejudicada quando estes insetos acabam ingerindo substancias quimicas presentes
nos tecidos.

Neste estudo preliminar foi verificado que ndo apenas a concentracao
plasmatica letal, mas também 1/10 desta foi capaz de atuar prolongando o periodo

correspondente ao intervalo pré-pupa até a emergéncia do adulto.

2.4 CONSIDERACOES FINAIS

A cafeina mostrou interferir diminuindo o intervalo entre a larva de 1° instar
até a fase de pré-pupa e prolongando o intervalo entre a fase de pré-pupa e a

emergéncia do adulto.

A repeticdo deste estudo faz-se necessaria em condicdes controladas de
temperatura, umidade relativa e luminosidade. Ha também que se realizar
observacdes mais precisas, ou seja, em intervalos de tempo mais curtos, para que
os resultados sejam confirmados. Além disso, para que haja relevancia forense,
deve ser realizado um experimento utilizando-se ao invés de dieta artificial, algum
organismo modelo, como, por exemplo, Rattus norvegicus (Berkenhout), Oryctolagus
cuniculus (Linnaeus) ou Sus scrofa (Linnaeus) para que se verifique se o0s
metabdlitos da cafeina podem produzir os mesmos efeitos observados neste estudo

preliminar.
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