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Efeito da fluoxetina no desenvolvimento de formas imaturas de Calliphora vicina (Diptera: Calliphoridae)

RESUMO

A entomologia forense é a aplicacdo do estudo da biologia de insetos e outros
artrépodes em processos criminais, ajudando a determinar o local e tempo dos incidentes
de acordo com a fauna encontrada no local de crime e o estadio de desenvolvimento desta.

Existem estudos na literatura cientifica que evidenciam que o desenvolvimento de
artrépodes € alterado quando certos compostos se encontram presentes na sua fonte de
alimentacdo. Essas alteracfes podem prejudicar a estimativa do intervalo postmortem.
Assim sendo, é muito importante a existéncia de uma base de dados com informacéo
completa relativa aos insetos de interesse forense, adequada a cada area geografica e com
as alteracOes que certos compostos exercem sobre o desenvolvimento das larvas.

Como tal, o principal objetivo deste trabalho foi estudar o efeito da fluoxetina, um
dos antidepressivos mais utilizados em Portugal, no desenvolvimento de formas imaturas
de Calliphora vicina, para auxilio em investigacdes forenses. Utilizou-se a espécie
Calliphora vicina, uma mosca de referéncia nesta area, pois € uma das primeiras espécies a
chegar a um cadaver. A fonte de alimentacdo das larvas foi mdsculo de porco triturado
com adicdo de fluoxetina em variadas concentragdes. Foram realizadas amostragens no
inicio do estadio postfeeding, para pesagem e medicdo, e foram registados os tempos entre
cada estadio. Algumas concentracdes do composto testado evidenciaram alteracdes no
desenvolvimento das larvas, nomeadamente na diminuicdo do peso e tamanho e no
aumento dos graus-horas acumulados necessarios ao seu desenvolvimento.

Os resultados obtidos sdo pioneiros e constituem um contributo importante para o
conhecimento do grau de interferéncia da fluoxetina no desenvolvimento de formas
imaturas de Calliphora vicina. Desta forma, pode-se minimizar erros na estimativa do
intervalo postmortem minimo, quando baseado no padrdo de desenvolvimento desta

mosca.

Palavras-chave: Entomotoxicologia forense, Calliphora vicina, fluoxetina
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ABSTRACT

Forensic entomology is the application of the study of the biology of insects and
other arthropods in criminal cases, helping to determine time and place of the incident,
according to the fauna found on the crime scene and their stage of development.

There are reports in scientific literature that show that the development of
arthropods is changed when certain compounds are present in their food source. These
changes could affect the estimation of the postmortem interval. Therefore, the existence of
a database with complete information on insects of forensic interest is very important,
being suitable to each geographical area, with the changes exerted by certain compounds
on the development of larvae.

Therefore, the main objective of this work was to study the effect of fluoxetine on
the development of the immature forms of Calliphora vicina, as a way to aid forensic
investigations. The species Calliphora vicina was used, as it is a reference fly in forensics
being one of the first species to reach a corpse. The larval source of nourishment was
minced pork muscle, to which fluoxetine was added in variable concentrations. Samplings
were made at the beginning of the postfeeding stadium, for weighing and measurement,
and the times between the stages were recorded. Some concentrations of the compound
tested showed changes in larval development, namely a decrease in weight and size and an
increase in the accumulated degree hours required for their development.

These results constitute the first and an important contribution to the knowledge of
the degree of interference of fluoxetine on the development of immature Calliphora vicina.
As such, errors in estimating the minimum postmortem interval based on the pattern of

development of this fly could be minimized.

Keywords: Forensic Entomotoxicology, Calliphora vicina, Fluoxetine
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1. INTRODUCAO

1.1 Entomologia Forense

A entomologia forense tem a sua base na interagéo entre insetos, ciéncia e o sistema
judicial [1]. Uma das areas de acdo da entomologia forense é a vertente médico-criminal,
que é a &rea em que se insere este trabalho, pois € a que utiliza os insetos como auxilio para
a resolugdo de crimes, principalmente na estimativa do intervalo postmortem (IPM) [1-3].

E impossivel dizer, com completa certeza, quando a morte ocorreu, exceto em
casos em que esta é presenciada. Apesar disso, atraves de achados no cadaver e no local do
crime é possivel estimar um intervalo de tempo em que é mais provavel a morte ter
ocorrido. Quanto menos tempo tiver decorrido apds a morte mais precisa sera essa
estimativa. Esse intervalo € obtido pela conjugacdo de vérios dados obtidos pela
observacdo do cadaver e do local de morte, nomeadamente, rigor mortis, livor mortis,
algor mortis; e decomposicdo, atendendo-se as condi¢cbes ambientais do local, sendo a
temperatura um fator de elevada importancia [4, 5]. Um cadaver pode também ser
considerado um micro-habitat temporario, uma fonte de alimento em rapida mudanca para
variadas formas de vida [6, 7].

A maioria dos animais que aparece na carne em decomposicao sdo artrépodes [6, 7]
e dentro destes, 0s insetos sdo 0 grupo predominante, quer em termos de individuos
presentes, como em biomassa (peso total de individuos) e em diversidade (nimero de
espécies). Em média, cerca de 85% dos animais presentes num cadaver sdo insetos [7].
Estes sdo essenciais na reciclagem de material organico na natureza, dedicando-se a sua

degradacdo em elementos mais simples [7].

1.1.1 Histéria da Entomologia Forense

Os registos mais antigos ligados a entomologia forense datam do séc. XIII,
referindo-se a um homicidio ocorrido numa vila chinesa e investigado por Sung Tz'u [7-
10]. O homicidio foi realizado com uma foice e apds varias investigacdes e interrogacdes
infrutiferas, todos os aldedes e as suas respetivas foices foram reunidos. Devido a
existéncia de vestigios ndo visiveis de sangue na pega e na lamina da foice do crime, esta

atraiu moscas. Confrontado com estes dados, o dono da foice confessou o crime [7-10].
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Francesco Redi realizou uma experiéncia, em 1668, utilizando carne exposta a moscas,
com a qual deduziu a conexdo entre a postura de ovos e a eclosdo de larvas, pois até essa
data pensava-se que as larvas apareciam por geracdo espontanea [7, 9]. Em 1848, Orfila,
um médico francés, observou que os cadaveres eram habitados por variados artropodes e
que 0s mesmos eram importantes na sua decomposi¢do [10, 11]. Orfila podera ter sido o
primeiro a introduzir o conhecimento de sucessdo entomoldgica em cadaveres [11].

A primeira utilizagdo de insetos numa investigacdo forense, desde o caso
investigado por Sung Tz'u, foi em 1855 e ocorreu na Europa [6, 7, 10, 12]. Foi descoberto
um corpo mumificado duma crianca e, através dos insetos encontrados, Bergeret concluiu
quando teria ocorrido a morte e, consequentemente, quem seriam os culpados [7, 12]. Os
métodos utilizados por ele séo essencialmente os mesmos utilizados pelos entomologistas
forenses de hoje em dia na estimativa do IPM minimo [7]. No entanto, as suas observacgdes
ndo se relacionavam com a sucessdo de artropodes num cadaver [10]. Nos finais do séc.
X1X, Pierre Mégnin publicou alguns trabalhos referentes a importancia da utilizagdo da
entomologia forense. Um dos seus trabalhos foi “La Faune des cadavres: application de
I'entomologie a la médicine légale”, publicado em 1894 [10, 13]. O seu estudo baseou-se
no facto de que o calculo do IPM poderia ser realizado pela analise dos variados artropodes
que aparecem num corpo em decomposicdo, isto €, a sucessdo de insetos [6, 7], sem
considerar a idade dos mesmos. Hoje em dia utiliza-se este principio conjuntamente com a
idade dos artropodes na determinacdo do IPM [7].

Os primeiros estudos realizados na Europa para o auxilio da determinacdo do IPM
minimo foram realizados por Leclerq e Leclerq [14], Leclerq [15], Nuorteva [16] e
Nuorteva et al. [17], sendo seguidos por varios outros trabalhos [2, 6, 7, 9, 18, 19-31].

Uma das areas mais relevantes da entomologia forense é a entomotoxicologia que
consiste na aplicacdo de métodos analiticos da toxicologia a insetos de interesse forense [6,
32, 33]. Os primeiros estudos de entomotoxicologia forense na Europa foram realizados
por Beyer et al. [34] e Nuorteva e Nuorteva [35] (a partir dum caso de 1977 [19]), sendo
seguidos por varios outros trabalhos [36-43].

Em Portugal os estudos de sucessdo em entomologia forense iniciaram-se em 2005
por Prado e Castro [44] através dos quais foram registadas novas espécies associadas a
cadaveres, incluidas nas familias Calliphoridae (11 espécies) [45, 46], Piophilidae (6
espécies) [47, 48] e Sarcophagidae (10 espécies) [49]. Estes estudos contribuiram

grandemente para o conhecimento de dipteros atraidos para cadaveres em Portugal.
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1.1.2 Fases e fatores que afetam a decomposicao e colonizacdo de um cadaver

Alguns investigadores realizaram trabalhos no sentido de definir fases de
decomposicdo de um cadaver e os artropodes que se relacionam com cada uma delas [9,
18, 50-52]. Para cada fase de decomposicdo séo atraidos artropodes especificos. Contudo,
um artropode em particular pode ser encontrado em mais do que uma das fases, pois
dependendo das condi¢Bes em que o cadaver se encontre, pode ser atrativo para uma
determinada espécie em varias fases de decomposicdo [9]. A acdo dos artrépodes vai tornar
0 cadaver apelativo aos artropodes seguintes que procuram o cadaver para alimentagdo
[53]. A duracdo de cada fase de decomposicdo vai depender de varios fatores,
nomeadamente da estacdo do ano, do estado do cadaver (exposto, enterrado, submerso,
envolto em algo, mumificado), das condicGes climatéricas, da localizacdo ambiental
(bosques, prados) e da localizacdo geografica [9, 54-58]. A prépria decomposi¢do do
cadaver pode ser influenciada pela acdo dos artrépodes [18, 53] e a sua auséncia no
cadaver pode contribuir para o atraso da putrefacdo [56].

A colonizacdo segue um padrdo se o corpo estiver intacto, sem feridas ou
hemorragias externas. As moscas tém preferéncia por zonas humidas do cadaver para
postura. Os primeiros locais a serem colonizados sdo os orificios naturais: os olhos, a boca,
0 nariz e as orelhas [4, 7, 29, 30, 56]. Se 0 anus e 0s genitais estiverem expostos tambem
serdo colonizados [7]. Sangue, feridas [4, 7, 29, 30, 56] e pregas corporais (axilas, por
exemplo) proporcionam outros locais de colonizacéo [4, 7, 56].

As feridas provocadas ante- ou perimortem sdo mais atrativas do que as
postmortem devido a presenca de sangue. A acdo dos insetos nas feridas pode alterar as
caracteristicas das mesmas, mas a sua acao durante os estadios iniciais de decomposi¢do
noutras areas que ndo orificios naturais alerta os investigadores para a possibilidade da
existéncia de ferimentos ante- e perimortem (por exemplo, lesdes provocadas por a vitima
se ter defendido) [7].

O trabalho do entomologista forense é interpretar as variadas interacfes existentes
entre os insetos e o cadaver durante a decomposicao, distinguindo 0s insetos essenciais a
investigacdo e os presentes acidentalmente, de forma a produzir dados que auxiliem na
resolucdo de um crime [7]. Os artropodes que se alimentam de caddveres formam uma
sucessdo especifica associada as varias fases de decomposi¢do. O IPM minimo pode ser
calculado através da conjugacdo dos estudos realizados em sucessdo entomoldgica

associada as varias fases de decomposicdo, com o reconhecimento das diferentes espécies
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associadas a cada uma das fases e 0 conhecimento dos tempos de desenvolvimento de cada
espécie [9]. Esta interacdo dos insetos com o cadaver resulta em vagas sucessivas de
colonizacdo [10, 13, 18, 56, 59-61]. Tal como o processo de decomposi¢éo, as vagas de
colonizacdo também sofrem alteracbes, estando estas dependentes da localizacdo
geografica, do tipo de morte, do tamanho do corpo e das condi¢des ambientais (sendo a
temperatura a mais importante). Estas alteracdes afetam o desenvolvimento das formas
imaturas dos insetos que colonizam o cadaver, acelerando ou retardando, por sua vez, o
processo de decomposicédo [62, 63].

Os insetos e outros artrépodes que colonizam cadaveres podem ser incluidos em
quatro grupos, sendo eles os necréfagos, os seus predadores e parasitas, 0S omnivoros, e 0s
adventicios/acidentais [6, 7, 9, 29, 56, 64, 65].

1.1.3 Contribuicdo da entomologia forense para a resolucdo de crimes

A principal aplicacdo forense da entomologia baseia-se no estudo de sucessdo dos
insetos que colonizam o cadaver e das suas taxas de desenvolvimento, para a estimativa do
IPM minimo [66, 67]. O reconhecimento de quais as espécies presentes em cada fase e 0
conhecimento do tempo ocupado por cada espécie em cada fase possibilita a estimativa do
IPM [9].

O IPM é o intervalo de tempo desde a morte até a descoberta do cadaver [30, 68]. A
estimativa do IPM minimo baseia-se no tempo necessario para as larvas dum cadaver se
desenvolverem até ao estadio de crescimento mais velho, isto &, trata-se duma estimativa
da idade das larvas mais velhas encontradas num cadaver [30, 69], dando a informacdo
sobre a altura de colonizagéo por parte desses insetos [65].

Como os dipteros sdo organismos poiquilotérmicos, o seu crescimento vai depender
da temperatura [30, 69]. A taxa de desenvolvimento duma mosca também vai depender das
caracteristicas genéticas decorrentes de adaptacdes geograficas da mesma e de fatores
ambientais. Para o célculo da idade duma mosca devem utilizar-se dados da mesma espécie
e da mesma zona geogréafica, para reduzir a possibilidade de erros [30].

Existem duas formas de se estimar a idade dum inseto:

++ Através de diagramas isomegalen ou isomorfen, com 0s quais se estima a idade da
larva através do seu comprimento, peso, ou estadio de desenvolvimento, assumindo-

se que se desenvolveram a uma temperatura constante [21, 65, 70].
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% Através do método de adicdo térmica ou dos graus-horas acumulados, assumindo-se
que a taxa de desenvolvimento é proporcional a temperatura dentro dum intervalo de
temperatura especifico [30, 65, 71].

O método mais usual para a estimativa da idade das larvas é através do método de
adicdo térmica [69]. Os graus-horas acumulados (GHA) sdo a quantidade de calor
necessario para o desenvolvimento do inseto. Sdo obtidos pela multiplicacdo da
temperatura média pela duracdo da exposicdo a temperatura em questdo (GHA =
temperatura média x duracdo de exposicdo) [30], desde a hora de postura até a emergéncia
do adulto ou marcos de desenvolvimento como as mudas. O desenvolvimento dos insetos
depende da temperatura, como tal este varia com as oscilagdes térmicas. Existe um limiar
minimo e maximo de desenvolvimento a partir do qual o inseto ndo se desenvolve ou
acaba por morrer [30]. Para Calliphora vicina, esta temperatura minima € ainda discutivel
visto que varios valores foram admitidos como sendo a temperatura minima de
desenvolvimento, que védo de 1°C [67, 72] ate 6°C [71, 73]. Também os valores maximos
de temperatura em que ocorre desenvolvimento variam de 29°C [27] até 35°C [21] (larvas
morrem antes da formacao da pupa) [67].

Obtendo-se os GHA é possivel calcular o nimero de horas que um inseto demorou
a desenvolver-se a uma temperatura especifica [30]. Por exemplo, se um inseto acumula
3000 graus-horas durante o seu desenvolvimento e se queremos saber quanto tempo
demora a desenvolver-se a uma temperatura meédia de 21°C, iremos obter,
aproximadamente, 143 horas de tempo de desenvolvimento (duracdo = GHA/temperatura).
Cada estadio de desenvolvimento requer uma quantidade especifica de calor para se
desenvolver tal como cada espécie requer GHA diferentes para se desenvolver a uma
temperatura especifica [30].

Existem duas formas de calcular o IPM minimo. Durante o periodo postmortem
inicial a estimativa é realizada calculando a idade dos insetos mais velhos colhidos do
cadaver. No periodo postmortem tardio, a estimativa baseia-se na comunidade de
artropodes que colonizaram o cadaver relacionando-se com o0s padrbes esperados de
sucessdo [6, 30]. Apesar da contribuicdo mais relevante ser na determinacdo do IPM
minimo [23, 29, 30, 66-68], a entomologia forense também pode fornecer mais
informacdes, entre elas, a possibilidade do cadaver ter sido movido apés a morte [7, 9].

Devido ao facto das espécies possuirem uma distribuicdo geogréfica diferente, que
varia com o clima, a vegetacdo, a altitude, a época do ano e com o facto de se tratar de uma

area rural ou citadina, é possivel saber se a morte ocorreu num local e depois o corpo foi
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transportado para outro local, tendo em conta o tipo de artropodes que se encontra no
cadaver [7, 74].

Outra aplicacdo da entomologia forense é a investigacdo de casos de negligéncia
infantil. De acordo com a idade e a espécie dos insetos presentes na crianca, é possivel
estimar a data de inicio de negligéncia. Tal é possivel porque, se a crianca foi
negligenciada, poderdo existir fezes e urina na regido ano-genital, o que iré atrair espécies
de moscas especificas. Caso se verifique a morte da crianga, outras espécies de moscas
serdo atraidas ao cadaver. Se forem encontradas larvas de insetos atraidos para fezes e
urina com uma idade superior a idade das moscas que sdo primeiro atraidas a odores de
cadaver, suspeitar-se-a de negligéncia [75]. Um principio semelhante pode ser aplicado na
negligéncia a idosos [76].

Quando existem davidas relativamente a espécie que se esta a identificar, pode-se
recorrer a analise de ADN [77-81]. Também se pode proceder a identificacdo genética do
contetdo gastrico de insetos. Assumindo-se que 0s insetos presentes no local de crime se
alimentaram do cadaver, sera de esperar a existéncia de ADN humano nos seus estdmagos
[78, 79, 81-85].

A detecdo de ferimentos antemortem supracitada e a pesquisa de quimicos ou
toxinas num cadaver (enquadrada na entomotoxicologia forense, adiante descrita) também
sdo contribui¢bes da entomologia forense para a resolucédo de crimes.

Apesar da importancia da entomologia forense na resolucdo de crimes, existem
poucos entomologistas forenses em Portugal e ndo ha registos da aplicacdo de dados
entomoldgicos no auxilio da determinacdo do IPM minimo. Sendo a entomologia forense
uma ferramenta Gtil no auxilio da determinacdo do IPM minimo, com as vantagens ja
referidas, o seu estudo e aplicacdo em Portugal constituem uma mais-valia para 0s peritos

forenses.

1.2 Entomotoxicologia forense

Para além da contribuicdo para a resolucdo de crimes acima descritas, 0s insetos
também podem servir como importantes amostras alternativas para analises toxicologicas
quando ndo € possivel ou quando ndo estdo disponiveis amostras humanas [32, 33, 37, 86].

E o0 caso de restos esqueletizados onde ja ndo existem tecidos nem fluidos aos quais se
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possam realizar exames toxicoldgicos [29, 32, 33], sendo esta uma das mais importantes
aplicacOes da entomotoxicologia forense [33].

A entomotoxicologia forense € uma componente recente da entomologia forense
que aplica métodos analiticos da toxicologia a insetos de interesse forense, com o propoésito
de identificar compostos quimicos presentes em tecidos. E utilizada também para
investigar os efeitos causados por esses compostos no desenvolvimento desses insetos,
aumentando assim a precisdo na estimativa do IPM minimo com base no desenvolvimento
das formas imaturas de insetos necréfagos [6, 32, 33]. A entomotoxicologia forense pode
contribuir, também, para a determinacgdo da causa e forma de morte [29, 32, 33].

Os compostos quimicos ingeridos por um individuo antes da sua morte, podem
afetar a taxa de desenvolvimento e o metabolismo de insetos de interesse forense, que
colonizem o cadaver [29, 32, 33]. Apesar de se observar estas alteracbes na taxa de
desenvolvimento ndo se conhece as vias de metabolizacdo, bioacumulagéo e excre¢do dos
insetos [32, 33]. Inclusivamente, intoxica¢bes provocadas por alguns compostos poderao
induzir diferencas nos tempos de colonizacdo, pois 0 composto podera exercer alteracdes
no cadaver que o tornem menos atrativo para as espécies colonizadoras [32, 61]. Estes
efeitos criam dificuldades na estimativa do IPM minimo.

Como tal, o conhecimento dos efeitos de compostos quimicos no desenvolvimento
das formas imaturas das espécies de interesse forense pode contribuir para melhorar a
compreensdo dos fatores que podem interferir e/ou gerar erros relativamente a estimativa
do IPM [33].

Mesmo que se determine a quantidade do composto nas formas imaturas ndo se
deve correlacionar com os valores que se poderiam encontrar no cadaver do qual as larvas
se alimentaram, pois ndo se sabe as alteracdes que o composto sofreu nas larvas nem se o
tecido do qual a larva se alimentou era um 6rgdo alvo do composto [87]. Existem alguns
estudos realizados sobre o efeito de diversas substancias na espécie Calliphora vicina,
nomeadamente com morfina [37, 42], cocaina e bezoilecgonina [88], amitriptilina,
temazepam, trazadona e trimipramina [39], barbitdricos e analgésicos [89],
benzodiazepinas [90], nordiazepam e oxazepam [91], paracetamol [92] e metilfenidato
[93], quer para estudo do desenvolvimento da larva sob acdo do composto [91, 92], quer
para quantificacdo do composto [37, 39, 42, 88-91, 93 ]. O trabalho de Bushby [93]
menciona que as larvas foram obtidas duma populacdo selvagem em Dunedin, Nova
Zelandia, enquanto os restantes trabalhos ndo mencionam o local de captura das moscas

utilizadas.
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Na pesquisa bibliogréfica efetuada ndo foi possivel encontrar qualquer estudo sobre
o efeito da fluoxetina no desenvolvimento de Calliphora vicina na Europa, tornando este
trabalho pioneiro nesta area.

1.3 Calliphora vicina

A espécie estudada neste trabalho foi a mosca Calliphora vicina, pertencente ao filo
Arthropoda, que se caracteriza por ter animais com patas articuladas, corpo segmentado e
um exosqueleto quitinoso [94-96], do qual se conhecem 1 242 040 -espécies
(aproximadamente 80% das espécies animais) sendo 27 745 fosseis [97]. Entre os
artropodes, esta espéecie insere-se na classe Insecta, que se caracteriza por ter animais com
trés pares de patas, dois pares de asas e o corpo dividido em trés regides distintas (cabeca,
torax e abdomen) [31, 94, 96, 98] e da qual se conhecem 1 020 007 especies
(aproximadamente 82% dos artropodes) das quais 6 182 séo fosseis [97]. Os insetos sdo
encontrados em quase todos os habitats [29].

Calliphora vicina pertence a ordem Diptera por ter um unico par de asas funcional
(o anterior), sendo o outro par modificado para formar balanceiros ou halteres que auxiliam
0 processo de voo [9, 94, 96, 98], possuindo pecas bucais adaptadas para sugar [9, 94, 98].
A ordem Diptera pertencem 157 424 espécies conhecidas (das quais 3 817 fosseis) [97]. As
suas larvas sdo vermiformes, ndo possuindo patas verdadeiras [53, 94, 99].

Calliphora vicina pertence a familia Calliphoridae, sendo esta uma familia de
elevada importancia para os estudos de entomologia forense nomeadamente na estimativa
do IPM [9, 30, 99]. Esta familia contém 97 géneros, nos quais se distribuem 1 525 espécies
descritas [97] e estd amplamente distribuida geograficamente [9, 99]. A maioria
desenvolve-se em matéria organica em decomposicdo, enguanto outras espécies sao
parasitas de vertebrados (miiase) [9, 65, 99] e véarias desenvolvem-se noutros artropodes
[9].

Vérias espécies de Calliphoridae sdo atraidas por cadaveres [11], sendo,
normalmente, as primeiras moscas a chegar aos mesmos [30, 65, 100], atraidas pelo odor
produzido durante a decomposic¢do [100], podendo chegar meros minutos apds o inicio da
decomposicdo [9, 20, 50, 100]. Por essa razdo sdo das espécies que melhor indicam o IPM
minimo [6, 7, 9, 56, 65, 68].
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1.3.1 Ciclo de vida da Calliphora vicina

Calliphora vicina possui um tipo de desenvolvimento que consiste numa
metamorfose completa, isto é, possui fases de larva e pupa que diferem em aparéncia e
habitos do adulto [94, 96, 98, 101]. Este tipo de desenvolvimento inclui ovo, larva, pupa e
adulto [96, 98].

As fémeas de Calliphoridae tém um olfato excelente e sdo persistentes e habeis na
procura do local ideal para a oviposicao [9]. Quando uma mosca fémea é fecundada, esta
procura uma fonte de proteinas para iniciar a postura ou oviposicdo [23]. As moscas
fémeas ndo realizam a postura em tecidos desidratados ou mumificados, pois 0s 0vos e as
larvas necessitam de humidade para o seu desenvolvimento [29, 102]. Desde que exista
acesso a um cadaver, os adultos alimentam-se de qualquer secrecéo, incluindo sangue, e as
fémeas fecundadas realizam a oviposicao rapidamente no cadaver [23, 67]. Dai resultam
até centenas de ovos [9, 103], brancos, alongados e com 1,7 mm de comprimento,
aproximadamente [9]. Em caso de temperaturas acima de 15°C os ovos eclodem em 24
horas [23, 67]. Assim que nascem, as larvas tentam penetrar nos tecidos por orificios
naturais ou ndo naturais (feridas) [9], comecando a alimentarem-se logo que eclodem [23].
Essas larvas sdo vorazes e crescem rapidamente [53, 104] passando por duas mudas [65,
105, 106], que consistem na libertacdo da exuvia (exosqueleto do estadio anterior) [96] e
das pecas bucais. O processo é chamado de ecdysis [65]. Desta forma, passardo por trés
estadios larvares ou instars, o primeiro quando nascem, o segundo depois da primeira
muda e o terceiro depois da segunda muda [96, 103, 107]. Os sucessivos estadios larvares
sdo caracterizados, respetivamente, pela presenca de uma, duas e trés fendas respiratorias
nos espiraculos posteriores [9, 107] e por diferencas na morfologia das pecas bucais [30].

Devido ao facto do exosqueleto das larvas apenas ser flexivel de forma moderada,
para aumentarem de tamanho enquanto se estdo a desenvolver, necessitam de realizar as
mudas [53, 65].

Quando as larvas estdo no estadio 3 pode ocorrer a formacdo de massas larvares
que podem aumentar em até 20°C [56] ou 22°C [7] a temperatura do cadaver/substrato de
alimentacdo das mesmas, devido a sua atividade metabdlica enquanto se alimentam [56].

Atingindo o crescimento maximo chegam a um estaddio de desenvolvimento
denominado de postfeeding, no qual deixam de se alimentar e comegam a migrar para

longe da fonte de alimento [9, 65, 67, 103, 107], procurando um local adequado para
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pupar, normalmente a 5-8 cm de profundidade e a até seis metros de distancia da fonte de
alimento [9, 107]. Usualmente tentam ficar enterradas e ai iniciam a fase de pupa. A
formacédo da pupa consiste no encurtamento, enrijecimento e escurecimento da coloragdo
do exosqueleto. Na fase de pupa produzem-se alteracGes internas para formacdo duma
mosca adulta (metamorfose) [9, 53, 103]. Durante a fase de pupa pode ocorrer o fendmeno
denominado de diapausa, em que, caso ocorra diminuigdo de temperatura, humidade,
luminosidade ou teor de oxigénio, a pupa suspende o seu desenvolvimento mantendo-se
num estado de animacdo suspensa [9]. Quando chega ao final do desenvolvimento, de
dentro da pupa emerge um jovem adulto, de tonalidade clara. A mosca adulta pode ser
também denominada de imago [103]. A emergéncia do adulto depende da dilatagdo com
liquido do ptilinum, localizado na cabeca, que rompe o pupario e através de expansoes e
contracdes do ptilinum as moscas deslocam-se até a superficie. Demora cerca de meia hora
até a extensdo das asas estar completa e uma hora e meia até adquirir a coloracdo normal
[9, 107]. As moscas Calliphora adultas comegcam a oviposicdo 4-5 dias apés a saida da
pupario, a temperatura de 24°C [9].

Na figura 1 pode observar-se o ciclo de vida duma mosca da familia Calliphoridae,

exemplificativa do ciclo de Calliphora vicina.
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Figura 1. Ciclo de vida duma mosca da familia Calliphoridae
(Chrysomya megacephala) (adaptado de [7]).

Foram realizados varios ensaios por parte de diversos investigadores de forma a

obterem a taxa de desenvolvimento de Calliphora vicina, sintetizados na tabela 1.

Tabela 1: Duracdo de desenvolvimento de Calliphora vicina a
diversas temperaturas. EL - Estadio Larvar; Ref. - Referéncia.

Temperatura Ovo EL1 EL 2 EL3 Pré-Pupa Pupa Total Ref.
19°C 19,0 h 22,0h 23,0h 65,0 h 118,0h 336,0h [23]
20°C 24,7h 17,9h 44,1 123,4h 328,0h [72]

20.6°C 22,&h36,0 (5760657, (84,(;];93,5 (15’55,56165 (21’3606233 [108]
23.3C (215,0629, (4560652, (77,(;];85,0 (14%05173 (20,2605279 [108]
25°C 14,4 h 9,6h 24,0h 158,4 h [11]
25°C 14,0 h 18,0 h 19,0 h 26,0h 122,0h 261,0h [23]
24,0h 24,0h 20,0h 48,0 h 128,0 h 11,0 dias 18,0 dias
26,7°C (20,0-2 | (18,0-34, | (16,0-28, | (30,0-68,0 | (72,0-290, | (9,0-150 | (14,0250 | [105]
8,0h) 0 h) 0 h) h) 0h) dias) dias)
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Um estudo do ciclo de vida de Calliphora vicina realizado por Reiter [21] em
condicdes que imitavam as observadas na natureza demonstrou que:

¢+ A duracdo entre a postura e a eclosdo aumenta com a diminuicdo da temperatura;

% O crescimento larvar é lento a temperaturas baixas;

% O crescimento larvar maximo é atingido mais cedo a temperaturas mais altas;

% Todas as larvas sob qualquer temperatura sofrem uma diminuicdo de tamanho ap6s
atingirem o tamanho maximo, sendo esta diminuicdo mais rapida a temperaturas
mais altas;

% Temperaturas constantes acima de 30°C levam a formacdo de larvas atrofiadas que
ndo pupam e acabam por morrer;

% Temperaturas constantes abaixo de 16°C, depois de ser atingido o pico de
crescimento, levam a suspensdo da formacdo da pupa, causando um estado de
descanso que € interrompido somente quando a temperatura ¢ aumentada alem do
valor referido.

Com base nos graficos obtidos por Reiter [21] pode-se saber o0 tempo que as larvas
demoram a desenvolverem-se desde a postura até a formacdo de pupa em diferentes

temperaturas (figura 2).

-'E_.n_
£

Figura 2: Desenvolvimento de larvas de C. vicina a temperaturas
constantes. |1 = 35°C, Il = 30°C, Ill= 22-23°C, IV= 18-19°C, V=
14-16°C, VI = 10-12°C, VII = 6,5°C (adaptado de [21]).
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Outras caracteristicas reportadas em varios trabalhos incluem:

% Diferencas geogréaficas nos limites de tolerancia térmica de Calliphora vicina [7, 67].

% Alteracdes na duracdo de desenvolvimento do diptero dependentes da temperatura
[67, 109]. Temperaturas flutuantes induzem um desenvolvimento de Calliphora
vicina mais longo do que em larvas sujeitas a temperaturas constantes [109].

+ Inibicdo da atividade de Calliphora vicina pela escuriddo, chuva e por temperaturas
muito baixas (abaixo de 10-12°C [16, 56, 110, 111]) ou muito altas (acima de 30°C
[16, 56]), embora alguns estudos tenham reportado que pode estar ativa durante a
noite [112, 113] e até realizar a oviposi¢cdo a temperaturas inferiores a 10-12°C, mas
ndo em escuridéo total [113].

¢+ Variagcdes no crescimento larvar dependentes do substrato utilizado para a criagcéo
das mesmas. O mesmo acontece em condi¢Ges naturais. O desenvolvimento das
larvas vai apresentar variacdes dependendo do 6rgdo do cadaver do qual se

alimentam, podendo existir diferencas de até dois dias [114].

1.3.2 Caracteristicas fisicas das larvas e dos adultos de Calliphora vicina e distincdo de

outras espécies

As larvas da familia Calliphoridae caracterizam-se por ndo possuirem cabeca
diferenciada, ndo possuirem patas e apresentarem as pecas bucais visiveis, sendo estas em
forma de gancho [9, 115]. O seu corpo é cilindrico, com a porcdo anterior a estreitar
gradualmente até acabar nas pecas bucais, e a por¢do posterior terminando abruptamente
em forma truncada ou arredondada [116]. O corpo é constituido por 12 segmentos [107,
116]. Os espiraculos posteriores encontram-se no Ultimo segmento e cada espiraculo possui
um numero de fendas de acordo com o estadio de desenvolvimento em que a larva se
encontra [9, 106, 116]. Estes encontram-se rodeados por lobos anais que formam pequenas
protuberancias [9]. As fendas respiratorias sdo longas e posicionadas em angulos agudos,
sendo as fendas direitas [9].

A respiracdo das larvas processa-se através dos espiraculos posteriores e, depois da
primeira muda, aparecem dois espiraculos anteriores [53, 116].

Uma forma de distingdo das larvas de Calliphora vicina de larvas de Musca
domestica (familia Muscidae) é a presenca de fendas respiratorias sinuosas nos espiraculos

posteriores das larvas da Musca domestica [9, 116].
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Para se diferenciar de outras espécies, incluindo Sarcophaga spp. pode também
observar-se o peritreme [9, 116] (anel esclerdtico que rodeia os espiraculos [101]). Em
Calliphora vicina este é fechado e o botdo é bem visivel no terceiro estadio larvar (figura
3) [9, 116]. Também se pode observar a posicdo dos espiraculos posteriores, que em
Calliphora vicina estdo a superficie do corpo e nas moscas da familia Sarcophagidae estdo
afundados [116].

Como forma de distingdo de Calliphora vomitoria observa-se a distancia entre 0s
espiraculos posteriores e 0 tamanho dos mesmos. Em Calliphora vicina os espiraculos sao
menores (0,23-0,28 mm) e encontram-se a uma distancia igual ou superior a largura de um
espiraculo e em C. vomitoria sdo maiores (0,33-0,38 mm) e encontram-se a uma distancia
menor que a largura de um espirdculo [9]. Outra forma de distingdo entre estas duas
espécies pode ser realizada através da observacdo das espiculas dos segmentos toracicos.
Na C. vicina as espiculas sdo pequenas e encontram-se dispostas em pequenas filas, na C.

vomitoria sdo maiores e encontram-se dispostas separadamente [117].

\/ '- f'tm ®
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Figura 3: Vista posterior de larva de Calliphora com os
espiraculos posteriores visiveis. A - botdo; B - peritreme; C - fenda
respiratoria. (adaptado de [9]).

No estado adulto, as Calliphora vicina sdo moscas grandes, com 10-14 mm de
comprimento [99]. O espiraculo toracico anterior € cor de laranja, a cabeca € negra com a
porcdo frontal da gena (porcdo da cabeca situada entre o olho e as pecas bucais) de
tonalidade laranja ou amarela a avermelhada [99, 118], possuindo pelos negros nas genas
[118].

A epicuticula do térax é negra a azul esverdeado escuro (figura 4A). Esta recoberta

por pelos finos e um pd acinzentado, conferindo-lhe uma aparéncia azul acinzentada ou
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prateada esverdeada [99]. O tdrax possui riscas longitudinais levemente mais escuras, entre
as bases das asas. O abdomen é azul metélico, normalmente com coloracdo azul escura a
negra nas margens posteriores dos tergitos abdominais, ou com um padréo prateado [99]
que produz um efeito axadrezado [118]. As patas sdo negras e o corpo é peludo [99]. A
nervura basicosta € de tonalidade amarela a acastanhada [118] (ver figura 4B para

localizagéo de basicosta).

Costa __ S
Subcosta Veia tronco -

Basicosta

Figura 4: A - Exemplar adulto de Calliphora vicina (adaptado de
[31]); B - Asa de Calliphora vicina (adaptado de [9]).
Calliphora vicina € uma espécie distribuida pela regido holartica, que seguiu o

Homem para a América do Sul e a Regi&o Afrotropical, a parte norte da india, a Australia
e a Nova Zelandia [9], sendo moscas comummente encontradas em zonas urbanas [9, 99] e
que apresentam preferéncia por zonas sombrias [9, 56, 99].

Os adultos sdo atraidos por fezes, carne e fruta podre [9, 99] e as larvas
desenvolvem-se em carne podre, sendo portanto necréfagas [9].

No inverno sdo observadas apenas em dias de sol, pois ndo voam a temperaturas
abaixo de 12°C [19, 56], o que dificulta, se ndo impossibilita, a copulacdo e oviposicao.
Sdo capazes de passar longos periodos numa forma de hibernacdo e emergirem da pupa
assim que as temperaturas se tornem mais propicias (acima de 5°C) [119].

As C. vicina estdo inativas durante a noite [19, 111], mas, nalguns estudos
realizados, ocorreu a postura de ovos por parte de moscas durante a noite, quer por
existéncia de luminosidade artificial ou pela temperatura ndo ser muito baixa [57], visto
gue as moscas a baixas temperaturas nao realizam a postura [111, 120, 121].

Calliphora vomitoria é uma mosca muito semelhante a C. vicina, distinguindo-se
pela tonalidade negra das genas [31] e da nervura basicosta [106], a predominancia em

zonas rurais [9] e o ciclo de vida mais longo [9, 105].
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1.4 Fluoxetina

No final da década de 1960, testes clinicos reportaram baixas concentracdes de
serotonina  (5-hidroxitriptamina, ou 5-HT) e do seu metabolito &cido
5-hidroxiindoloacético (5-HIAA) no rombencéfalo de individuos com depressdo que
praticaram suicidio, comparativamente com mortes por outras etiologias [122-129]. Com
esses estudos clinicos evidenciou-se o papel da 5-HT na depressdo [126, 130] e a hipotese
de que o aumento da neurotransmissdo da 5-HT, pela inibicdo da sua recaptacéo, seria um
mecanismo viavel para mediar a resposta antidepressiva [130-132]. Baseados nesta
hipotese, os investigadores Bryan Molloy e Robert Rathburn iniciaram estudos para
sintetizar agentes que inibissem a recaptacdo da 5-HT da juncao sinéptica [133]. Contudo,
ndo descobriram um composto que inibisse seletivamente a 5-HT [133].

Em 1972 o grupo de Jong-Sin Horng reportou que o oxalato de fluoxetina seria um
inibidor potente e seletivo da recaptacdo de 5-HT [131, 134, 135].

O inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina, fluoxetina, foi descrito pela
primeira vez na literatura cientifica como Lilly 110140 (na forma de cloridrato de
fluoxetina), no numero de 15 de agosto de 1974 da revista Life Sciences [131]. Teve a sua
acdo antidepressiva comprovada pela primeira vez no ano de 1979 [130]. Este farmaco foi
aprovado para o tratamento da depressédo na Bélgica no ano de 1986 [130] e pela Food and
Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos em 1987 [130, 132]. Apds investigacdo
clinica, a fluoxetina foi também indicada em 1994 para o tratamento de comportamento
obsessivo-compulsivo e bulimia [132].

A fluoxetina ¢ um dos antidepressivos mais prescritos no mundo [136, 137] e
inclusivamente em Portugal [138]. E comercializado na forma de cloridrato de fluoxetina,
e comercialmente conhecido como Prozac® [139-141].

Apos o inicio da distribuicdo da fluoxetina pelos laboratérios Eli Lilly, sob a
denominacdo Prozac®, esta também comecou a ser comercializada por outros laboratorios,
sob outras denominagdes, entre elas Digassim® e Selectus® (também comercializados em
Portugal), e também sob a forma de genéricos [141]. A autorizacdo de comercializacéo de
Prozac® em Portugal foi concedida a 9 de agosto de 1989 [141].

Em Portugal, durante o ano de 2011, foram vendidas 777 425 embalagens de

medicamentos com a substancia ativa fluoxetina, ocupando esta substancia o 39 ° lugar na
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tabela dos 100 medicamentos mais prescritos em Portugal, elaborada anualmente pela
Autoridade Nacional do Medicamento e Produtos de Saulde, 1. P. [138].

E normalmente administrada oralmente por cépsulas (20 mg/capsula) ou solucio
oral (4mg/ml) [141].

A dose recomendada varia consoante o tipo de patologia a tratar [142]:

++ Depresséo: 20 mg por dia;
++ Bulimia nervosa: 60 mg por dia;
+¢+ Perturbacao obsessivo-compulsiva: 20 mg por dia.

A dosagem pode ser ajustada consoante a necessidade do paciente de forma a
assegurar que este toma a dose eficaz mais baixa, sendo a dose maxima recomendada de 60
mg por dia [142].

A fluoxetina para além de ser indicada nas patologias supracitadas, também o € no
tratamento de anorexia, obesidade, sindromas pré-menstruais, ataques de panico,
narcolepsia, cleptomania e neuropatia diabética [139].

Trata-se de um farmaco de uso hospitalar e de uso ambulatorio, sendo necessaria a
apresentacdo duma prescricdo médica valida para que possa ser adquirido, pois segundo o
Decreto-Lei n.° 176/2006, de 30 de agosto, € uma medicacdo que se enquadra nos

medicamentos sujeitos a receita médica [141, 143].

1.4.1 Estrutura e propriedades fisico-quimicas

A fluoxetina, cuja denominacdo quimica €  (£)-N-metil-3-fenil-3-[4-
(trifluorometil)fenoxi]propano-1-amina [144], possui a formula quimica Ci7H;sFsNO
(figura 5) [139, 140]. O seu peso molecular € 309,3 g/mol [144] e na forma de cloridrato de

fluoxetina o seu peso molecular é de 345,8 g/mol [140].

\ ,

HsC

Figura 5: Estrutura quimica de fluoxetina.

17



Efeito da fluoxetina no desenvolvimento de formas imaturas de Calliphora vicina (Diptera: Calliphoridae)

Trata-se dum composto em po cristalino branco ou quase branco, com moderada
solubilidade em &gua e diclorometano, e muito soltvel em metanol [140].
E utilizada comercialmente sob a forma duma mistura racémica, possuindo na sua

constituicdo os enantidmeros R- e S- em quantidades iguais [136, 140].

1.4.2 Propriedades farmacodinamicas

1.4.2.1 Mecanismo de acdo

A fluoxetina tem a capacidade de inibir seletivamente a proteina responsavel pela
recaptacdo de serotonina pelo neuronio pré-sinaptico, o que aumenta a quantidade de
serotonina disponivel na sinapse levando a um aumento global da neurotransmissao
serotoninérgica no sistema nervoso central [130, 132]. Esta molécula apresenta baixa
afinidade de ligacdo aos recetores 5-HT,a de serotonina, aos recetores de acetilcolina
muscarinicos, recetores de dopamina D2, a- e B-adrenorrecetores [145, 146].

Existem sete classes de recetores de serotonina, que compreendem subrecetores
[147-149]. Estes recetores mediam varias fungbes nao relacionadas com o humor, entre
elas, o0 sono, o apetite, a funcdo sexual, e sintomas como a dor, nduseas, depressao e
ansiedade [147, 148].

Os processos associados com a neurotransmissdo da serotonina estdo representados

na figura 6.
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Figura 6: Esquema dos processos associados com a
neurotransmissao serotoninergica. a - a triptofano hidroxilase (TH)
catalisa a converséo de triptofano (TRYP) em 5-hidroxitriptofano
(5-HTP); b - a descarboxilase de aminoacidos aromaticos (AADC)
catalisa a conversdo de 5-HTP a 5-hidroxitriptamina (5-HT,
serotonina); ¢ - 5-HT é acumulada em vesiculas de
armazenamento; d - a 5-HT é libertada a partir das vesiculas de
armazenamento para 0 espaco sinaptico; e - a 5-HT pode ativar
subtipos de familias de recetores de 5-HT (1, 2, 3,4, 5,6 e 7), que
ligam com o respetivo sistema de transducdo de sinais no interior
do neurdnio pos-sinaptico; f - 5-HT é recolhida nos terminais pre-
sinapticos de 5-HT pelo transportador de 5-HT; g-h - dentro dos
terminais pré-sinapticos a 5-HT ou seria absorvida pelas vesiculas
de armazenamento ou degradada pela monoamina oxidase (MAO);
i - 5-HT ativa 0 autorrecetor pre-sinaptico somatodendriatico 5-
HT1A, que pode ser bloqueado por antagonistas seletivos de 5-
HT1A; j - inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (SSRI),
incluindo a fluoxetina inibem o transportador de 5-HT. 5-HIAA -
acido 5-hidroxiindolacético; AC - adenilato ciclase; DAG-
diacilglicerol, 1P3 - inositol 1,4,5-trifosfato; PIP, - fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (adaptado de [130]).

1.4.2.2 Efeitos farmacodindmicos

A interacdo entre os inibidores de captacdo e 0s recetores de neurotransmissores
pode produzir efeitos adversos indesejaveis que complicam a terapia antidepressiva [150].
Com o aumento da inibicdo da recaptacdo da 5-HT, maior concentracdo deste

neurotransmissor esta disponivel para interagir com qualquer um dos recetores e
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subrecetores da 5-HT. Como tal, a maioria dos efeitos adversos estéo relacionados com a
dose administrada e podem ser atribuidos a efeitos serotoninérgicos pelo aumento de
serotonina [148].

A utilizacdo prolongada da fluoxetina induz efeitos adversos em varios sistemas do
organismo, dos quais se destacam 0s seguintes [140, 148, 151]:

+ Sistema gastrointestinal: boca seca, nauseas, vomitos, dispepsia, obstipacdo, diarreia,
perda de peso e anorexia;

+ Sistema neuroldgico: ansiedade, inquietacdo, nervosismo, insénia, tonturas, cansaco,
dores de cabeca, tremores, convulsdes, alucinagbes, confusdo, agitagéo,
despersonalizagdo, mania e ataques de panico;

++ Sistema reprodutor: disfuncéo sexual,

% Sistema cutédneo: suor excessivo, prurido, erupcGes cutaneas, alopecia,
fotossensibilidade, urticéria e angioedema.

Para além dos efeitos nos sistemas acima referidos estdo descritos também
hiponatrémia [140, 148, 152, 153], hiperprolactinémia, galactorreia, alteracbes nos niveis
de glicose sanguinea, artralgia, hipotensdo ortostatica, bocejos, retencdo urinaria, visao
anormal (visdo turva, midriase), funcdo hepatica anormal, distarbios hemorragicos
(equimoses, purpura, e outros efeitos no sangue), efeitos extrapiramidais, reacdes
anafilaticas [140] e mialgia [140, 148]. A administracdo de fluoxetina estd também
associada a ideacdo de suicidio [140]. Tal como outros antidepressivos, a utilizacdo da
fluoxetina merece a vigilancia cuidada dos pacientes, pois Sdo pessoas que se encontram
em estado psicologico fragil e como tal sdo suscetiveis de ideacdo e tentativa de suicidio
[154]. Este efeito pode ocorrer em criangas e adultos e no tratamento de outras doengas
para além da depressdo [140, 155].

A sindrome serotoninérgica pode ocorrer em casos de dosagem terapéutica [139],
intoxicacdo por fluoxetina [140], pela associacdo de duas ou mais substancias
serotoninérgicas [156, 157] ou pela troca de medicacdo sem respeitar o periodo de
interrupcao [140]. Esta sindrome caracteriza-se pelo excesso de atividade serotoninérgica
nos recetores [140, 158], resultando nas seguintes alterac6es clinicas [149, 156-158]:

% Sistema cognitivo: hipomania, alucinag¢fes, delirios, agitacdo, confusdo, coma,
ansiedade e inquietagéo;

% Sistema nervoso autonomo: calafrios, midriase, diaforese, sudorese, febre,
hipertensdo, taquicardia, nauseas e diarreia,

+ Sistema somaético: mioclonia, hiperreflexia, tremores e descoordenacéo.
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Alguns efeitos adicionais da sindrome serotoninérgica sao insonias, prurido,
acatisia e urticaria [149, 157, 158]. Podem surgir complicacbes agudas, entre elas,
rabdomiolise, acidose metabdlica, mioglobinuria, faléncia respiratoria, faléncia renal,
faléncia hepética, convulsbes e coagulacdo vascular disseminada [140, 149, 158]. Nestes
casos a medicacdo que provoca a sindrome é retirada e pode ser administrada, por
exemplo, ciproheptadina [140, 149, 158, 159] ou metisergida [140, 158] para atenuar 0s
sintomas.

Em caso de sobredosagem por fluoxetina esta descrita a ocorréncia de nauseas,
vomitos, disfungdo cardiovascular, convulsdes, diminuicdo de consciéncia, taquicardia,
sonoléncia, tremores, nauseas, vomitos e inclusivamente morte [140]. N&o existindo
antidoto especifico para a intoxicacdo por fluoxetina [139], a monitorizacdo da
sobredosagem envolve terapia sintomatica e suporte apropriado até ao desaparecimento
dos sintomas. Se a dose ingerida exceder os 500 mg em adultos, 5 mg/Kg em criancas e no
intervalo de uma hora, pode ser considerada a administracao de carvéo ativado [139, 140],
apesar dos beneficios serem incertos [140]. Esta descrito que a dialise, hemoperfuséo,
transfuséo e diurese forcada ndo produzem efeitos eficazes [139, 140].

A toxicidade aumenta bastante quando os SSRI sdo tomados conjuntamente com
alcool ou outros farmacos [140].

Recentemente a fluoxetina também tem sido associada a sindrome de
descontinuacdo [139, 140], caracterizado por perturbaces neurologicas e gastricas, tais
como tonturas, nauseas, letargia e dores de cabeca, dorméncia, formigueiro, disturbios
gastrointestinais (vomitos), suores excessivos, ansiedade e distirbios do sono. Assim
sendo, é recomendada a diminuicdo da dosagem até ao término de tratamento para evitar
estes efeitos [139].

1.4.3 Toxicocinética

1.4.3.1 Absorcao

Apbs a administragdo oral, a fluoxetina é rapidamente e quase completamente
absorvida gastrointestinalmente [139, 140, 145, 160], atingindo o pico de absor¢do em 6 a

8 h, que ndo é alterado pela alimentacdo [139, 140].
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Devido a metabolizacdo hepética de primeira passagem, a biodisponibilidade oral é
abaixo de 90% [145, 160].

1.4.3.2 Distribuicdo

Tal como outros compostos lipofilicos, a fluoxetina tem um volume de distribuicdo
(Vq) elevado, entre 14 e 100 L/Kg, o que indica uma acumulacéo rapida e extensiva nos
tecidos. O V4 da fluoxetina é o mais elevado de entre os SSRI [160]. Isto sugere uma
distribuicdo substancial por todos os tecidos e fluidos [161], com cerca de 95% de
fluoxetina ligada a proteinas plasmaticas [140, 162]. A acumulacéo é elevada no pulméo,
que é um 6rgao rico em lisossomas. O trapping lisossomal é considerado importante para
valores elevados de Vy [163, 164]. Apesar do elevado Vg4, a acumulacdo no cérebro é
menor do que a verificada para outros SSRI, sendo este facto demonstrado em estudos in
vitro [164] e in vivo [165]. O ratio cérebro : sangue de fluoxetina em pacientes € de 2,6 : 1
[162, 165, 166].

A fluoxetina exibe cinética ndo linear, indicada por um aumento desproporcional na
concentracdo sanguinea apds aumento de dosagem [167]. Em ensaios com ratos, a
biodisponibilidade aumenta com a dose, apontando para um metabolismo de primeira
passagem saturdvel [168]. Apds a administracdo de doses diarias, as concentracfes
plasmaticas alcancam valores estaveis em quatro semanas [162].

Tanto a fluoxetina como o seu metabolito ativo, a norfluoxetina, sdo distribuidas no
leite materno e sdo detetadas em bebés nascidos de mées que se encontravam medicadas
com o antidepressivo [140, 169, 170].

1.4.3.3 Metabolismo

A fluoxetina é essencialmente metabolizada no figado [139, 171] levando a

formacédo do seu metabolito primério ativo, a norfluoxetina (figura 7), entre outros [167].
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Figura 7: Estrutura quimica de fluoxetina e metabolito ativo
norfluoxetina.

A fluoxetina tem um tempo de semi-vida (ti2) de 1 a 4 dias [136, 139, 167, 172].
No caso do seu metabolito, a norfluoxetina, o t;;, corresponde a 7 a 15 dias [136, 139, 167,
172]. O pico de concentracdo de fluoxetina no plasma ocorre 4 a 8 horas [173] ou 6 a 8
horas apos a administracdo [140]. A inibicdo da captacdo de 5-HT pela fluoxetina em
animais ocorre em poucos minutos apés a administracdo [131, 134, 174]. Em humanos a
inibicdo da captacdo pode acontecer desde minutos a horas apds a administracao, todavia a
sua acdo antidepressiva inicia-se apenas apds algumas semanas [175].

A fluoxetina é utilizada sob a forma duma mistura racémica de R- e S-enantiomeros
em quantidades iguais [136, 140]. O S-enantiomero da fluoxetina é aproximadamente 1,5
vezes mais potente na inibicdo da captacdo de 5-HT do que o R-enantidmero [136]. A
diferenca farmacoldgica entre enantiomeros € mais pronunciada no metabolito ativo
norfluoxetina, sendo o S-enantidmero aproximadamente 20 vezes mais potente na inibicdo
do que o R-enantidmero [140, 176, 177]. A S-norfluoxetina é tdo ativa quanto o composto
que lhe deu origem e a R-norfluoxetina menos ativa [140]. Em termos de concentracdes, a
norfluoxetina encontra-se presente na circulacdo em doses mais elevadas do que o
composto que lhe deu origem [176-178], sendo a concentracdo de S-norfluoxetina maior
do que a de R-norfluoxetina [178].

Estudos in vitro [179-183] e in vivo [184-190] demonstraram que o metabolismo da
fluoxetina e norfluoxetina € catabolizado, pelo menos em parte, pelas isoenzimas
citocromo (CYP) P450, principalmente pelas CYP2D6 e CYP2C9, moderadamente pela
CYP2C19 e pouco pela CYP3A4 (figura 8) [167, 191-193].
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Figura 8: Metabolismo da fluoxetina e isoenzimas CYP.

A atividade da CYP2D6 vai desde a completa deficiéncia em pobres
metabolizadores até metabolismo ultra rapido, devido a ocorréncia dum grande numero de
variantes alélicas do gene CYP2D6. Estas variantes alélicas podem induzir uma atividade

enzimatica diminuida, aumentada ou até mesmo ausente [194, 195].

1.4.3.3.1 Interacdo com outros compostos

A fluoxetina, tal como acontece com outros farmacos, sofre interacdes, por uma
variedade de mecanismos, com outros compostos [140, 196].
Estdo descritas varias interacGes farmacoldgicas, nomeadamente com:
¢+ Antidepressivos (antidepressivos triciclicos, SSRI, inibidor da recaptacdo de
noradrenalina e serotonina) [167, 193];
++ Antipsicéticos ou neurolépticos (risperidona, perfenazina, haloperidol, tioridazina,
flufenazina) [140, 167, 193];
¢+ Antiarritmicos (quinidina) [140, 193];
% Anti-inflamatdrios ndo esteroides [140];
¢+ Anti-hipertensores (metoprolol) [140, 193];
++ Anticonvulsionantes e antiepiléticos (carbamazepina, fenitoina, valproato) [140, 167,
197];
¢+ Anticoagulantes (varfarina) [140, 197];
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% Anti-histaminicos (cisapride, terfenadina, astemizol) [140, 197];

++ Antibacterianos (claritromicina, linezolida) [140, 197];

% Antivirais (ritonavir, efavirenz) [140, 197];

% Antitumorais (tamoxifen) [140, 193];

++ Analgésicos opidides (tramadol, oxicodona, petidina, codeina) [140];

% Ansioliticos (trazadona, buspirona, benzodiazepinas) [167, 193];

¢ Antiparkingsonianos (benzatropina) [193].

De forma a prevenir a existéncia de interacfes ap6s o término da medicacdo com a

fluoxetina, o intervalo para a mudanca de terapia deve ser de pelo menos cinco semanas,

devido ao longo ty; da fluoxetina [140].

1.4.3.4 Eliminacao

Aproximadamente 65% do composto € excretado na urina e 15% nas fezes [139].
Cerca de 10% do composto é excretado inalterado ou como fluoxetina N-glucuronido
[198] e 10 % como norfluoxetina [139]. Tanto a fluoxetina como a norfluoxetina sofrem a
conjugacdo antes da excrecdo [139], sendo a S-fluoxetina eliminada mais lentamente que a
R-fluoxetina [140].

1.5 Definicdo e justificacdo dos objetivos

Os principais objetivos deste estudo foram:
+¢+ Caracterizar a duracdo das diferentes fases do ciclo de vida da mosca Calliphora
vicina;
++ Observar a influéncia da fluoxetina no crescimento de larvas da espécie Calliphora
vicina, nomeadamente no seu tamanho, peso e GHA.

A determinacdo do IPM ¢é essencial para a resolucdo de crimes. Para o efeito
pode-se recorrer a entomologia forense. A espécie Calliphora vicina é uma das primeiras a
chegar ao cadaver, sendo atraida pelos odores libertados durante a decomposicdo e
colonizando-o rapidamente. Por esta razdo esta foi a espécie alvo deste estudo.

Neste trabalho utilizou-se o farmaco fluoxetina que possui propriedades

antidepressivas e € um dos medicamentos desta classe mais utilizado em Portugal. Os
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pacientes deprimidos que tomam fluoxetina, devido a sua fragilidade psicologica, séo
suscetiveis de ideacdo e tentativa de suicidio. Como tal, para a estimativa mais precisa do
IPM minimo em casos de intoxicacdo com fluoxetina, é de extrema importancia perceber
as alteracbes que ocorrem no crescimento da Calliphora vicina sob a influéncia deste

farmaco.

1.6 Estrutura da tese

Esta dissertacdo divide-se em oito capitulos. O primeiro, designado Introducéo,
consiste num enquadramento tedrico em que se faz uma abordagem a entomologia forense
e entomotoxicologia forense. Também neste capitulo se caracteriza a espécie Calliphora
vicina, e o farmaco fluoxetina, utilizados neste trabalho. No segundo capitulo séo descritos
0s Materiais e Métodos utilizados na fase experimental deste trabalho. Este capitulo inclui
o fundamento tedrico das técnicas utilizadas e a descricio dos procedimentos
experimentais efetuados. Os Resultados sdo apresentados num terceiro capitulo, onde os
dados obtidos s@o apresentados. A Discussdo de Resultados é apresentada no quarto
capitulo onde se analisam e discutem os dados obtidos. O quinto capitulo consiste nas
Conclusdes, onde se expdem as conclusdes do trabalho. O sexto capitulo consiste em
Perspetivas Futuras, onde se expdem novas investigacdes que possam ser realizadas,
tento por base este estudo. Por Ultimo sdo apresentadas as Referéncias Bibliograficas que

sustentaram o desenvolvimento do presente trabalho.
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2. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi realizado nas instalagBes do Instituto Superior de Ciéncias da Saulde,
CESPU, que se encontra localizado em Gandra, no concelho de Paredes (figura 9), com as
coordenadas geograficas de 41° 10' 52,16" N, 8° 26' 44,19" W, e com uma elevagdo

aproximada de 145 metros acima do nivel do mar (dados obtidos do Google Earth®).
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Figura 9: Localizacdo do local de captura de moscas (adaptado de
Google Earth®).

A espécie selecionada para a andlise da influéncia do farmaco fluoxetina no
desenvolvimento larvar foi a mosca Calliphora vicina por ser uma das espécies que
primeiro colonizam os cadaveres, tratando-se por isso de uma mosca de referéncia para o
calculo de IPM minimo. As moscas foram colhidas nas proximidades das instalacdes
recorrendo-se a armadilhas.

O animal utilizado para alimentar as larvas foi o porco, devido as suas semelhancas
com o corpo humano [6, 31, 51, 53, 199]. O tecido corporal selecionado foi 0 mdsculo pelo
seu facil acesso e manipulacdo, tendo sido adquirido no hipermercado Continente de
Valongo. O musculo de porco utilizado foi triturado, de forma a facilitar a distribuicédo
homogénea do farmaco.

A fluoxetina foi adquirida a Sigma®, na forma de cloridrato de fluoxetina,
semelhante a formulacdo comercializada para consumo terapéutico humano. A fluoxetina

foi dissolvida em cloreto de sodio (NaCl) 0,9%.
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2.1 Armadilhas de recolha

As armadilhas foram construidas a partir de garrafées de plastico (figura 10)
conforme se descreve de seguida:
1. Fizeram-se orificios em cruz em trés lados do garrafdo, empurrando-se as arestas
para dentro (figura 11A);
2. Cortou-se e separou-se a porgao superior do garraféo (figura 11B);
3. Colocou-se o isco (carne de porco, salméo, sardinha, carapau, peixe-espada, tripas de
choco e de peixe) no garrafao;
4. Recolocou-se a por¢éo superior no garrafdo com recurso a fita-cola (figura 11C);
As armadilhas foram colocadas ao ar livre penduradas num local alto, de forma a
ndo serem perturbadas por vertebrados, e protegidas da chuva e sol direto, visto as moscas

Calliphora vicina preferirem locais com sombra [9, 31, 56].

Figura 10: Material utilizado para a elaboracdo de armadilhas
exteriores.
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Figura 11: Armadilha exterior. A - orificios em cruz com as arestas
voltadas para dentro; B - garrafdo com porgdo superior removida;
C - armadilha exterior montada.

2.2 Descricdo dos locais de trabalho

Cada local de trabalho continha o seu material especifico evitando-se assim trocas

de material e possiveis contaminacdes.

O local de observacao a lupa (figura 12) continha:
+¢+ Lupa binocular Leica®;
% Pincéis;
¢+ Gobelés com agua limpa;

+¢ Placas de Petri (para visualizacéo das larvas).

Figura 12: Local de observagéo a lupa.
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O local de morte das larvas por agua quente (figura 13) continha:
% Placa quente;
*» Pincéis;
++ Gobelés de vidro;
% Termdmetro;
++ Coador;
% Pincas.

Figura 13: Local de morte das larvas por agua quente.

O local de morte das larvas por congelacao (figura 14) continha:
+¢ Pincéis;
+» Folhas de papel absorvente;
++ Coador;
++ Recipiente com dgua destilada;
+¢+ Gobelés de vidro;

¢ Pincas.
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Figura 14: Local de morte das larvas por congelacéo.

O local de recolha de moscas das armadilhas e ovos dos recipientes (figura 15)
continha:

% Pincéis;

%+ Gobeleés de plastico (com agua limpa para limpar as moscas e molhar os pincéis para
colheita de ovos);

++ Recipientes para colocar moscas. No interior destes foi colocado um pedaco de carne
Ou um recipiente com agua agucarada;

++ Recipiente com um pedaco de papel himido no fundo para colocar ovos;

++ Recipientes com alcool a 70% (para recolha de moscas Calliphora vicina).

Figura 15: Local de recolha de moscas das armadilhas e de ovos
dos recipientes. a - gobelés com agua limpa; b - recipiente com
papel humido no fundo para colocar ovos; ¢ - recipiente para
colocar moscas; d - recipiente para colocar moscas com recipiente
com agua agucarada.

Neste local também se procedeu a colocacdo dos ovos nos recipientes para a

realizacdo dos ensaios.
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2.3 Métodos

2.3.1 Criacdo de larvas de Calliphora vicina

Foram penduradas armadilhas exteriores, como as descritas na sec¢do 2.1, contendo
pedacgos de peixe e carne, num local alto, de forma a evitar o acesso por parte de outros

animais.

2.3.2 Avaliacdo do efeito da fluoxetina no desenvolvimento de larvas de Calliphora

vicina

Neste estudo comecou por se utilizar figado como alimento para as larvas, pois este
orgdo é o principal local de metabolizagdo de fluoxetina. Contudo, este provou ser um
meio de alimentacdo de dificil manipulacao e incorporacéo do composto.

Para ultrapassar esta dificuldade, utilizou-se musculo de porco como meio de
alimentacéo das larvas.

A criacao larvar foi exposta a seis concentrac6es diferentes de fluoxetina. Como em
ensaios preliminares apenas se obtiveram resultados de relevancia estatistica no estadio
postfeeding, optou-se por realizar a amostragem somente nesse estadio de
desenvolvimento. O protocolo foi realizado consoante se descreve em seguida:

1. Prepararam-se as solucdes de fluoxetina nas concentracdes de 7,5, 15,0, 22,5, 30,0,
45,0 e 90,0 pg/g (num total de aproximadamente 5 g de carne) em 2 ml de NaCl a
0,9 %;

2. Homogeneizou-se a carne com a solucdo de fluoxetina. No controlo homogeneizou-
se a carne com 2 ml de NaCl a 0,9 %. Colocou-se a carne nas respetivas placas de
Petri devidamente identificadas (as larvas tiveram sempre alimento ao seu dispor a
fim de evitar a sua migracdo antes do tempo, para procurar comida [31]);

3. Colocou-se a placa de Petri num recipiente com 1,5 cm de areia no fundo (para
facilitar a migracdo e formacgédo de pupas [31, 67]) e um recipiente com algodéao
humedecido (para evitar a desidratacdo da carne e das larvas [31]);

4. Colocaram-se aproximadamente 50 ovos de Calliphora vicina nas placas de Petri e

cobriu-se o recipiente com um plastico transparente (ndo foi colocada tampa nos
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recipientes de criacdo de larvas, mas sim uma pelicula pléstica para promover a troca
de ar com o exterior e manter a humidade [31]);

5. Colocou-se o recipiente numa caixa com areia (para facilitar a migracéo e formagéo
de pupas no fundo [31, 67]) e um termdmetro na caixa;

6. Observou-se o0 desenvolvimento das larvas nos seguintes estadios: até a primeira
muda; até a segunda muda e até ao inicio da migragdo. Colheram-se 20 larvas (10
para matar por congelacdo [86, 200], utilizadas para pesagem, e 10 para matar por
agua quente [31, 69], utilizadas para medi¢éo);

7. Observaram-se as larvas até final de migracao.

Nos pontos seis e sete anotou-se as horas de cada estadio de desenvolvimento das
larvas. Foi respeitado, dentro dos possiveis, 0 periodo de dia e noite, para ndo afetar o
crescimento das larvas de forma artificial, sendo mantidas num regime de 12 horas de luz e
12 horas de escuriddo [31].

Os recipientes foram dispostos nas caixas como o observado na figura 16.

Figura 16: Disposicdo do interior das caixas com cobertura
plastica.

2.3.3 Morte das larvas

¢ Por agua quente:
1. Colocou-se um gobelé de vidro com agua na placa quente até atingir a temperatura
de ebulicdo (100°C);
2. Removeu-se o0 gobelé da placa quente, deixando-se arrefecer até 96°C, o que foi

verificado com recurso a um termémetro [9];
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3. Colocaram-se 10 larvas no gobelé durante 30 segundos [30, 31, 69];

4. Crivaram-se as larvas e colocaram-se num recipiente com alcool a 96%, devidamente
etiquetado [30];

5. Mediram-se as larvas com o auxilio de um paquimetro (figura 17).

++ Por congelacéo:
1. Colocaram-se 10 larvas num recipiente e lavaram-se as mesmas com agua destilada;
2. Crivaram-se e secaram-se cuidadosamente as larvas com papel absorvente;
3. Armazenaram-se as larvas num recipiente etiquetado e colocaram-se no congelador a
—20°C.

4. Pesaram-se as larvas numa balanca analitica (figura 17).

Figura 17: Balanca e paquimetro.

2.4 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism 6®, com
recurso ao método ndo paramétrico de analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste
post-hoc Bonferroni. Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (SD).

Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3. RESULTADOS

3.1 Avaliacdo do efeito da fluoxetina no desenvolvimento de larvas de Calliphora

vicina

Com as experiéncias realizadas numa fase preliminar observou-se que as alteracoes
de crescimento ocorreram no inicio do estadio postfeeding. Como tal a amostragem foi
realizada nesse estadio de desenvolvimento.

Com esses estudos preliminares foi possivel compreender melhor o ciclo de vida da

mosca Calliphora vicina, como se pode observar na figura 18.

Figura 18: Ciclo de vida de Calliphora vicina. a - Fémea adulta
coloca ovos; b - ovos a eclodir; ¢ - larvas em desenvolvimento e a
alimentar-se; d - exQvia; e - larvas a pupar; f - moscas a emergir da
pupa; g - mosca juvenil.

Devido a uma colonizacdo acidental nos ensaios preliminares, por parte de moscas
exteriores, pdde observar-se diferencas entre as larvas do nosso estudo, Calliphora vicina,

e uma espécie diferente (figura 19).
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Figura 19: Larvas (A - Calliphora vicina; B - espécie estranha ao
ensaio) e pupas (C - Calliphora vicina; D - espécie estranha ao
ensaio) observadas em ensaios preliminares.

Com os estudos preliminares observou-se que a mortalidade das larvas ndo foi
afetada pela presenca de diferentes concentracdes de fluoxetina.

As temperaturas minimas e maximas durante os ensaios em triplicado, em cada
caixa, estdo esquematizadas na tabela 2. A caixa 1 correspondeu ao controlo do ensaio e as
caixas 2 a 7 corresponderam as dosagens de 7,5, 15,0, 22,5, 30,0, 45,0 e 90,0 pg/g,

respetivamente.

Tabela 2: Temperaturas observadas nos ensaios.

Controlo 7,5 pglg 15,0 pg/g 22,5 ug/g 30,0 pg/g 45,0 ug/g 90,0 pg/g
Ensaiol | 24,0-27,0°C | 24,0-27,0°C | 24,5-27,0°C | 25,0-27,0°C | 25,0-27,0°C | 25,0-27,0°C | 25,0-27,0°C
Ensaio2 | 24,0-27,0°C | 24,0-26,5°C | 24,5-27,0°C | 25,0-27,0°C | 25,0-27,0°C | 25,5-27,0°C | 25,5-27,0°C
Ensaio 3 | 24,0-27,0°C | 24,0-26,5°C | 24,5-27,0°C | 25,0-27,0°C | 25,0-27,0°C | 25,5-27,0°C | 25,5-27,0°C

Os resultados de medicdes, pesagens e GHA das larvas no estadio de postfeeding
(média dos trés ensaios) encontram-se nas figuras 20 a 22.

De acordo com a figura 20, o tamanho das larvas variou de uma forma dependente
da concentracdo de fluoxetina. A concentracdo mais alta de fluoxetina utilizada (90,0 pg/g)
foi a que teve maior efeito, sendo a concentracdo que levou a maior diminuicdo de
tamanho das larvas, apresentando estas um comprimento de 15,7 + 0,5 mm relativamente
as larvas do controlo, que apresentaram um comprimento de 16,4 + 0,3 mm. A partir da
concentracdo de fluoxetina 30,0 pug/g comegaram a verificar-se alteragdes estatisticamente

significativas no crescimento, nomeadamente no comprimento das larvas.
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Figura 20: Comprimento das larvas no inicio do estadio
postfeeding na presenca e auséncia (controlo) de fluoxetina
(7,5-90,0 pg/g). Os resultados estdo apresentados com a média +
SD (n >3). ** p < 0,01; **** p < 0,0001, comparativamente ao
controlo.

De acordo com a figura 21, o peso das larvas variou de uma forma dependente da
concentracdo de fluoxetina. A concentracdo mais alta de fluoxetina utilizada (90,0 pg/g)
foi a que teve maior efeito, sendo a concentracdo que levou a maior diminuicdo de peso
das larvas, apresentando estas um peso de 53,8 + 3,3 mg relativamente as larvas do
controlo, que apresentaram um peso de 67,9 + 52 mg. A partir da concentracdo de
fluoxetina 30,0 pg/g verificaram-se alteracGes estatisticamente significativas no peso das

larvas.
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Figura 21: Peso das larvas no inicio do estadio postfeeding na
presenca e auséncia (controlo) de fluoxetina (7,5-90,0 ug/g). Os
resultados estdo apresentados com a média £ SD (n > 3). **** p <
0,0001, comparativamente ao controlo.

Tal como se verificou com o0 comprimento e o0 peso das larvas, também os GHA
necessarios ao desenvolvimento larvar sofreram alteraces, como se pode observar pela
figura 22, sendo essa uma variacdo dependente da concentracdo de fluoxetina. Tal como
para os dois parametros anteriores, a concentracdo de fluoxetina na qual se observou maior
efeito foi a mais alta utilizada (90,0 pg/g), sendo esta a que levou ao maior aumento da
necessidade de GHA para o desenvolvimento das larvas. Estas apresentaram uma maior
necessidade de GHA para desenvolvimento (1326 + 43) relativamente as larvas do
controlo (GHA de 1175 + 49). As alteracOes estatisticamente significativas no crescimento,
nomeadamente na necessidade de GHA para desenvolvimento das larvas, comecaram a

verificar-se a partir da concentracao de fluoxetina de 15,0 pg/g.
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Figura 22: Graus-horas acumulados (GHA) necessarios ao
desenvolvimento das larvas no inicio do estadio postfeeding na
presenca e auséncia (controlo) de fluoxetina (7,5-90,0 ug/g). Os
resultados estdo apresentados com a média £ SD (n > 3). **** p <
0,0001, comparativamente ao controlo.
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4. DISCUSSAO

A estimativa do IPM (intervalo de tempo desde a morte até a recuperacdo do
cadaver [30, 68]) € uma das principais incumbéncias dos especialistas forenses convocados
para a cena de crime. Apesar de existirem variados estudos nesta area, esta determinacao
ainda é complicada e deve ser observada com prudéncia [64]. Existem varios métodos para
a obtencdo do IPM, mas a maioria deles esta dependente de diversos fatores que provocam
alteracbes na taxa de decomposicdo de cadaveres [64]. Apesar de tudo, o IPM ¢é
fundamental para a resolucdo de crimes. Para o efeito, pode-se recorrer a entomologia
forense. Como a colonizagdo do cadaver ocorre pouco depois da morte, o calculo do IPM
recorrendo a entomologia pode ser uma aproximacgdo muito precisa a data de morte [64].

Devido ao facto dos farmacos poderem afetar a taxa de crescimento e o
metabolismo de insetos, a estimativa do IPM pode ser dificultada. Os resultados
toxicologicos combinados com os dados entomoldgicos do local de crime e da autopsia,
sdo essenciais para determinar a causa de morte e auxiliar na estimativa do IPM [29, 32,
33]. Desta forma, sugere-se a realizacdo da anélise toxicologica tanto no cadaver como nas
amostras de larvas e puparios de insetos colhidos do e no cadaver, de varias localizaces,
de forma a diminuir erros na estimativa do IPM minimo.

No caso do cadaver ja se encontrar em estado avancado de decomposicéo,
mumificacdo ou esqueletizacdo, impossibilitando as analises toxicoldgicas diretas, as
larvas provaram, em varios estudos, serem uma matriz excelente para a detecdo de
compostos [37, 88, 201]. A fluoxetina foi o farmaco selecionado para o trabalho devido ao
fato de ser um dos antidepressivos mais utilizados no mundo [136, 137] e em Portugal
[138] e pelo facto de poder causar ideacdo e tentativa de suicidio em pacientes em
tratamento [140, 154]. Estes estados psicoldgicos podem também ocorrer em criangas e
adultos durante o tratamento de outras doencas, para alem da depressdo [140, 155].

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que ocorrem alteragdes no
desenvolvimento larvar de Calliphora vicina na presenca de fluoxetina, concretamente no
estddio de desenvolvimento larvar postfeeding, sendo as alteracbes dependentes da
concentracdo deste farmaco. De referir que a fluoxetina ndo revelou, nas concentracdes
testadas, ser letal para as larvas. Em estudos preliminares verificaram-se alteragdes, ndo
significativas, na primeira e segunda muda, quando o meio de alimentagdo das larvas

continha fluoxetina nas concentragoes de 7,5, 15,0 e 30,0 pg/g.
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As alteracbes mais relevantes ocorreram no inicio do estadio postfeeding, isto €, nas
larvas amostradas no inicio da migracdo. Neste estadio, 0 comprimento, o peso e 0s GHA
necessarios para o desenvolvimento das larvas de Calliphora vicina revelaram alteracGes
significativas dependentes da concentragdo de fluoxetina. Assim, registou-se uma
diminuigdo gradual de comprimento e peso e um aumento gradual nos GHA necessarios ao
desenvolvimento larvar com o aumento da concentracdo da fluoxetina. Estes dados
sugerem que a adicdo de fluoxetina provoca um padrdo de desenvolvimento mais lento do
que o controlo resultando em larvas menores e com menos peso. O facto das maiores
alteracBes se verificarem no inicio do estddio de desenvolvimento postfeeding podera
indicar bioacumulacdo de fluoxetina, como presumido em estudos anteriores [201].
Campobasso et al. [201] observaram que as larvas em alimentacdo ativa que tinham o meio
de alimentagdo com antidepressivos apresentavam grandes concentracfes desses
compostos nos seus tecidos, atribuindo esses valores a bioacumulagéo.

Este facto pode indicar que a taxa de absor¢do de fluoxetina por parte das larvas
excede a taxa de excrecdo da mesma, resultando no efeito de bioacumulacdo, ndo se
sabendo, no entanto, exatamente como € processada a bioacumulagéo e a eliminacédo dos
compostas quimicos por parte das larvas ou como 0s compostos afetam o0 seu
desenvolvimento [32, 39].

Os resultados obtidos neste trabalho indicam também que a presenca de um
composto exdgeno como o analisado faz com que ocorram alteragdes importantes no
padrdo de desenvolvimento dos insetos que possam vir a ser utilizados em investigacdes
forenses para calcular o IPM minimo. Assim sendo, estes dados tém uma importante
implicacdo na estimativa do IPM feita através de dados entomoldgicos nos casos forenses
envolvendo fluoxetina. Isto porque, se um individuo ingeriu o farmaco antes da sua morte
(acidental ou intencional), e tendo em conta o longo ty; da fluoxetina, esse composto ou 0s
seus metabolitos estardo presentes no seu organismo e a probabilidade das larvas o
ingerirem € elevada. Na estimativa do IPM em casos criminais até 0s minutos sao
importantes e neste estudo verificou-se uma diferenca de varias horas entre o inicio do
estadio larvar postfeeding do controlo relativamente a concentracdo mais alta de fluoxetina
estudada.

Estdo descritos na literatura trabalhos sobre o efeito de alguns compostos no
desenvolvimento da mosca Calliphora vicina. Pien et al [91] estudaram o efeito de
diferentes concentracGes de nordiazepam e oxazepam no desenvolvimento de uma larva e

pupario de C. vicina. Com o estudo pretenderam determinar a dindmica da acumulacdo de
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nordiazepam e do metabolito oxazepam numa larva e pupério, os efeitos desses compostos
no crescimento da larva, nomeadamente no comprimento e peso e a sua influéncia nos
padrdoes de desenvolvimento da larva. Estes investigadores observaram alteracbes no
desenvolvimento larvar, nomeadamente no peso, com uma concentracdo de 1 pg/g de
nordiazepam comparativamente com outras concentragcbes do estudo. N&o observaram
alteracbes no comprimento larvar em qualquer das concentracBes testadas. Através das
observacdes diarias, concluiram que ocorreu metabolizacdo de nordiazepam e acumulacao
de nordiazepam e oxazepam nas larvas e que existiram alteracdes significativas no peso
das mesmas. O'Brien e Turner [92] estudaram o efeito do paracetamol no desenvolvimento
larvar da mosca C. vicina e concluiram que o composto influencia o desenvolvimento das
larvas, existindo um desenvolvimento mais rapido nos dias 2-4 comparativamente ao grupo
controlo. No estudo realizado por Sadler et al. [89] foi realizada a analise toxicoldgica a
larvas cuja alimentagdo continha varios tipos de barbitdricos e analgésicos. Os autores
concluiram que pode existir bioacumulacdo de alguns compostos, podendo esta ser
dependente da dose utilizada, outros compostos podem ser ativamente excretados e,
concluiram também, que os compostos detetados nas larvas apresentam menores
concentracdes do que nos meios de alimentacdo. Os autores afirmam que a auséncia de
detecdo dum composto nas larvas ndo significa que o composto ndo esteja presente no
meio de alimentacdo e que a extrapolacdo da concentracdo do composto no meio de
alimentacdo para a concentracdo encontrada nas larvas pode ser dificil, se ndo impossivel,
sem existirem mais estudos. Isto indica que, apesar das larvas proporcionarem uma
alternativa para analises toxicologicas, ndo possibilitam a extrapolacdo da quantificacdo do
composto no cadaver através delas [32, 201].

Na literatura pesquisada ndo se encontraram registos de estudos de
entomotoxicologia forense com a espécie Calliphora vicina realizados em Portugal. O
Unico estudo encontrado na bibliografia com detecédo de fluoxetina pertence a Traqui et al.,
que realizou andlises toxicoldgicas a larvas de varejeiras colhidas dum cadaver e detetou a
presenca de fluoxetina [202].

Um problema observado na utilizacdo de taxas de desenvolvimento para a
estimativa da idade da larva é que existem diferencas de desenvolvimento dentro da
populacdo e entre populagdes de diferentes localizacGes [3], existindo fortes evidéncias de
que essas variacGes sejam genéticas [203, 204]. Dai que seja necesséria a realizacdo de
estudos relativos ao desenvolvimento das varias espécies de artropodes atraidas a

cadaveres em cada pais ou regido de forma a se estimar com mais precisdo o IPM minimo,
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tendo em consideracdo as diferencas que poderdo existir nos GHA necesséarios para o
desenvolvimento entre populacdes geograficamente diferentes duma mesma espécie [71].

Segundo estudos realizados, dependendo do tecido utilizado para alimentagdo das
larvas, o desenvolvimento das mesmas também vai sofrer alteragdes [114]. Assim sendo,
para determinacdo do IPM, o tecido a utilizar para criagdo em laboratério devera ser o
mesmo onde as larvas se estavam a alimentar no cadaver. Como tal, para além das
alteracbes provocadas por farmacos, também se deve ter em conta as alteracGes de
crescimento dependentes do tecido utilizado para crescimento das larvas.

O presente trabalho é pioneiro na area de entomotoxicologia forense e foi realizado
na regido de Gandra, no concelho de Paredes, com a utilizacdo de Calliphora vicina e de
fluoxetina.

Em suma, os resultados obtidos neste trabalho constituem um contributo importante
para 0 conhecimento do grau de interferéncia da fluoxetina no desenvolvimento de formas
imaturas de Calliphora vicina. Desta forma, podem-se minimizar os erros na estimativa do

IPM, quando baseado no padrdo de desenvolvimento desta mosca.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi descrito pela primeira vez, que diferentes concentracbes de
fluoxetina interferem no crescimento das larvas de Calliphora vicina. Apesar de ndo se
conhecer o metabolismo da fluoxetina nas larvas, é possivel concluir que o seu crescimento
é alterado, nomeadamente no comprimento, peso e GHA necessarios para as larvas
atingirem o estadio postfeeding e iniciarem a migracdo. O comprimento e o peso das larvas
diminuem com o aumento da concentracdo de fluoxetina. No que diz respeito aos GHA
necessarios ao desenvolvimento até ao estadio postfeeding, verificou-se que as larvas
necessitam de mais GHA para iniciarem a migracdo quando sdo submetidas a
concentracdes maiores de fluoxetina.

Os resultados deste estudo sdo relevantes para a entomologia forense, visto que a
alteracdo dos padr6es normais de desenvolvimento dos insetos, devido a adicdo de

farmacos na sua alimentacdo, pode induzir erros na estimativa do IPM minimo.
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6. PERSPETIVAS FUTURAS

Este trabalho é pioneiro na area da entomotoxicologia forense pelo facto de se
centrar numa substancia cujos efeitos sobre o desenvolvimento larvar ndo haviam sido
estudados, podendo ser complementado com a realizacdo de métodos analiticos especificos
e apropriados para a detecdo de fluoxetina e dos seus metabolitos nas formas imaturas de
Calliphora vicina. Seria interessante a realizacdo dum estudo recorrendo-se a Varios
tecidos para o crescimento das larvas, de forma a perceber se as alteragdes provocadas pela
fluoxetina séo dependentes do tecido que alimentou as larvas.

De uma forma geral, é imperativo aumentar o conhecimento no a&mbito da
entomologia forense em Portugal, dado a escassez de informacdo nesta area, podendo a
vertente entomotoxicologica do estudo do efeito de substancias ser muito importante no

contexto da entomologia forense no sul da Europa.
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